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OZET

Doktora Tezi

BAZI DOGAL BILESIKLERIN ANTIOKSiDAN KAPASITELERININ
BELIRLENMESI, AChE ve BChE ENZIMLERI ile hCA I ve hCA 11 IZOENZIMLERI
UZERINE INHIBiSYON ETKILERININ ARASTIRILMASI

Leyla POLAT KOSE

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ilhami GULCIN

Tez kapsaminda Secoisolariciresinol (SECO), Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG),
Dietilstilbestrol, Enterodiol (END), Enterolakton (ENL), Nordihidroguaretik asit (NOR) ve a-
Conidendrin (a-CON)’1n antioksidan ve radikal giderme kapasiteleri degerlendirildi. Bu amagla
Fe**-Fe®* indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu?®*) indirgeme kapasitesi,
FRAP metoduna gore indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH")
giderme, 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik  asit) radikal (ABTS™) giderme
kapasiteleri incelendi. Elde edilen sonuglar, birer standart antioksidan olan BHA, BHT a-
tokoferol ve troloks’un kapasiteleri ile karsilastirildi. Diger yandan, bu fenolik bilesiklerin
AChE ve BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon 6zellikleri incelendi. Elde edilen sonuglar ile
her bir molekiil igin ICsq Ve K degerleri hesaplanarak inhibisyon tiirleri belirlendi. Caligmanin
son basamaginda ise fenolik bilesiklerin, insan eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz
izoenzimi | ve 1l (hCA | ve 1) iizerindeki inhibisyon etkileri arastirildi. ilk olarak hCAI ve Il
izoenzimleri Sefaroz-4B-L-Tirozin afinite kolon kromatografisi teknigi kullanilarak saflastirildi.
Enzim safligim kontrol etmek i¢in, SDS-PAGE uyguland1 ve tek bant gozlendi. Calisma
kapsaminda kullanilan fenolik bilesiklerin hCA I ve Il izoenzimlei iizerindeki inhibisyon etkileri
esteraz aktivite yontemi uygulanarak incelendi ve her bir molekiil i¢in ICsy ve K; degerleri
hesaplanarak inhibisyon tiirii belirlendi.

2016, 198 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Lignan, Karbonik anhidraz, Asetilkolinesteraz,
Biitirilkolinesteraz
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY OF SOME NATURAL
COMPOUNDS AND INVESTIGATION OF THEIR INHIBITION EFFECTS ON AChE
and BChE ENZYMES and hCA | and 11 ISOENZYMES
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In this thesis, antioxidant and radical scavenging capacities of Secoisolariciresinol (SECO),
Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), Diethylstilbestrol, Enterodiol (END), Enterolacton
(ENL), Nordihydroguaretic acid (NOR) and a-Conidendrin (a-CON) were evaluated. For this
purpose Fe**-Fe? reducing capacity, cuprac method and cuprac ions reducing capacity (Cu®"),
FRAP method reducing capacity, DPPH- free radical scavenging capacity, ABTS™ radical
scavenging capacity were examined. These acquired results were compared with capacities of
BHA, BHT, a-tocoferol and trolox, which being a standart antioxidant. Moreover, inhibition
effects of these phenolic materials on AChE and BChE enzymes were studied. With these
results, inhibition type were determined and ICs, and K; values calculated for each molecule. In
the last step of this study, inhibition effects of phenolic substances were searched on hCA
isoenzymes | and Il purified from human erythrocytes. For this purpose both isoenzymes were
purified by using Sefaroz-4B-L-Tyrosine affinity column chromatography method. To check the
purity of enzyme SDS-PAGE was applied and single band had been observed. Scope of work,
inhibition effects of used phenolic materials on hCA | and Il isoenzymes were examined by
applying esterase activity methodology and inhibition type were defined by calculating 1Csy and
K; values for each molecule.

2016, 198 pages

Keywords: Antioxidant activity, Lignan, Carbonic anhydrase, Acetylcholinesterase,
Butyrylcholinesterase.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

A Angstrom

ABTS 2,2"-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit)
ABTS™ 2,2"-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit) radikali
AChE Asetilkolinesteraz

ACh Asetilkolin

BChE Biitirilkolinesteraz

BCh Biitirilkolin

BHA Biitillenmis hidroksianisol

BHT Biitillenmis hidroksitoluen

CA Karbonik anhidraz

CAT Katalaz

CON Conidendrin

DPPH 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

DPPH 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikali

DPPH-H Indirgenmis 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

DTNB 5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)

END Enterodiol

ENL Enterolakton

EU Enzim Unitesi

E.C. Enzim komisyon numarasi

GPx Glutatyon peroksidaz

GR Glutatyon rediiktaz

hCA | Insan karbonik anhidraz I enzimi

hCA Il Insan karbonik anhidraz II enzimi

I Inhibitor

Iso Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitdr konsantrasyonu
Ki Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti

Km Maksimum hizin yarisina neden olan substrant konsntrasyonu
LOO- Lipit peroksit radikali
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Normal olarak atomlarin bilinyelerindeki elektronlar orbital adi verilen ve elektronlarin
bir anda bulunma ihtimalinin oldugu bolgede ciftler halinde zit spinli olarak bulunurlar.
Atomlar arasinda meydana gelen etkilesimler sonucu baglar olusur ve atomik yapidan
molekiiler yap1 olusumu gergeklesir. Atomik yapilarda veya molekiiler yapilarda
ortaklasmamis elektron barindiran tiim yapilara “serbest radikal” denir. Serbest
radikaller, dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunduran yiiksek enerjili, kararh
olmayan bilesiklerdir. Serbest radikaller yiiksek enerjili olduklarindan dolay1 kararsiz
olup, baska atom veya molekiillerle ¢ok kolay ve hizli bir sekilde elektron aligverisinde
bulunurlar. Serbest radikallere “oksidan molekiiller” ya da ‘“reaktif oksijen tiirleri
(ROS)” denmektedir (Halliwell 1991; Giil¢in 2012). Serbest radikaller 6zellikle reaktif
oksijen tiirleri icermektedirler. Canli biinyelerinde farkli sebeplerle cesitli reaktif oksijen

tiirleri (ROS) olusabilir (Topal et al. 2016).

Oksijen insan yasamt i¢in ¢ok elzem olmasina ragmen, metabolizma sirasinda tiretilen
bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir. Serbest
radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri normal oksijen molekiilii ile
karsilastirildiginda, reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlari olarak goriilmektedir
(Glilgin 2011; 2012). Bunlar; siiperoksit anyonu, hidroksi, alkoksi ve peroksi
radikallerini igerir. ROS’lar karbohidrat, yag ve proteinlerin oksijen ile reaksiyona
girmesiyle parcalandigi ve enerjinin hazir kullanim sekli olan ATP’nin sentezi sirasinda

olusmaktadir (Giilgin et al. 2012D).

Oksijenli solunum yapan organizmalarda, Reaktif oksijen tiirlerine oksidatif
fosforilasyon sirasinda ve aktif fagositoz gibi biyolojik agidan ¢ok onemli metabolik
yollarda her zaman karsilasilabilmektedir (Lichtenthaler et al. 2003; Giilgin et al. 2010).

Bu metabolik olaylarin olusumu sirasinda meydana gelen baslica ROS’lar; hidroksi



radikali (HO"), peroksi radikali (ROO), hidroperoksi radikali (HOO'), alkoksi radikali
(RO) ve siiperoksit anyonu (Oz") 6rnek olarak verilebir. Bunlarin disinda hidrojen
peroksit (H20,), singlet oksijen (*O,), peroksinitrit (ONOO") ve hipoklordzasit (HCIO),
gibi serbest radikal olmayan oksijen tiirleri de mevcuttur (Aruoma 1997; Schoneich
1999; Giilgin 2012). Serbest radikaller hem viicudun i¢inde hem de disindaki etkenler
tarafindan meydana gelir. Viicuttaki viriis ve bakterileri etkisiz hale getirmek igin
bagisiklik sistemi i¢ine konulan mekanizmalardan biri de serbest radikallerin tiretimidir.
Oksijenli solunum, metabolizma, yag oksidasyonu, immiinolojik reaksiyonlar ve
enfeksiyon gibi viicut iginden kaynaklanan olaylarla da serbest radikaller {iretilmektedir

(Giilgin 2012).

Dogal olarak reaktif oksijen tiirleri, organizmalarda bulunan 6zel enzim sistemleri
(stiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz), suda ve yagda ¢oziinme 6zelligi
gosteren bazi organik molekiiller (tokoferol) sayesinde engellenebilmektedir
(Lichtenthaler et al. 2003; Giilgin et al. 2004d). Organizmalarda meydana gelen serbest
radikal kaynaklar1 sadece oksijen degildir. Bunun yaninda UV 1sinlari, x-1s1nlari, ilaglar,
radyasyon, stres, sigara, alkol, yanlis beslenme sekli ve gevresel faktorler de serbest
radikal olusumunda 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica, kalp damar hastaliklari, kanser
tiirleri, karaciger ve akciger rahatsizliklar1 gibi agir hastaliklarin meydana gelmesinden
de serbest radikallerin rolii oldugu diisiiniilmektedir (Herbert 1997; Giilgin 2002;
Bjelakovig et al. 2007).
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Sekil 1.1. Bazi ROS olusum yollar1 ve antioksidan savunma sistemlerinin rolii (Defeng
and Cederbaum 2003)

Cu?*, Mn*, Fe** ve Mo™* gibi baz1 B grubu (gecis metalleri) elementleri ortaklasmamis
elektronlar barindirmalarina ragmen serbest radikal 6zelligi tasimazlar, fakat serbest

radikallerin olusumuna sebep olurlar (Daimon et al. 1998).

Viicutta bulunan molekiiler yapidaki oksijen her zaman ROS olusturma egiliminde
olabilir. Serbest radikaller de viicudun her yerinde elektron alabilirler. Bu nedenle
hiicre, protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimlere zarar verebilirler. Sonug olarak da
ROS’lar hiicrelere zarar vererek antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu

durumda da hiicrelerin 6lmesine neden olmaktadirlar (Giil¢in 2012).



1.2. Oksidatif Stres

Her seyde bir denge oldugu gibi serbest radikallerin giderilmesinde de dengeli iiretim
cok onemlidir. Eger serbest radikal iiretimi fazla oluyorsa ve koruyuculukla vazifeli
antioksidan molekiiller de yoksa veya yeterli degilse mevcut antioksidan savunma
sistemleri serbest radikallerin etkisini tamamen onleyemez (Giilgin 2012; Polat Kose et
al. 2015). Sonug olarak oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar ve buna
viicudun paslanmasi da denir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin liretilmesiyle
biyolojik bir sistemin reaktif ara iirlinleri kolayca detoksifiye etme ya da olusan hasari
onarma yetenegi arasindaki bir dengesizligi belirtir. Dokularda redoks sathasindaki
bozukluklar, peroksitlerin ve serbest radikallerin iiretilmesiyle toksik etkilere neden

olabilir. Bunlar; proteinler, lipidler ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verirler

(Glilgin 2012).

Uzerindeki eslesmemis elektron, serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak
bir¢ok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaslanmay1
tesvik ettigi ve ayrica kalp damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik
sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok hastaliga sebep
oldugu bilinmektedir. Serbest radikaller DNA molekiillerine baglanip onda zararl
degisikliklerin ortaya ¢ikmasini tetikleyerek kanserlere sebep olabilir. Reaktif oksijen
tiirleri Pankreasta yogunlasirsa seker hastaligina, gozde katarakta, kanda ise kalp damar
hastaliklarina sebep olur. Serbest radikallerin viicutta tetikleyici olarak sebep oldugu
hasarlarin ilk belirtileri; deride burusma, sarkma ve renginde kararma seklindedir.
Ayrica bu tiir vakalarda kronik yorgunluk ve bitkinlik semptomlar1 da goriilmektedir

(Giilgin 2012).

Insanlar ister gida maddeleri vasitasi ile olsun ister metabolik olaylar sonucu olsun, her
zaman bu dejeneratif molekiillerle kars1 karsiya kalirlar. Alinacak dnlemler bunlarin

viicuttaki zararl tesirlerini en aza indirebilir veya onleyebilir.



Biyolojik sistemlerde vuku bulan tim fizyolojik olaylar hormon, enzim ve eser
elementler tarafindan koordine edilen oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarinin
karmasik kombinasyonlarini barindirir. Bir atom veya molekiil tarafindan baska bir
atom veya molekiile elektron transferine oksidasyon ya da yiikseltgenme denir. Elektron
veren madde yiikseltgenirken elektron alan madde de indirgenir. Canli biinyesinde
bulunan karbohidratlar, lipitler, niikleik asitler ve proteinler de oksidasyona maruz
kalabilmekte ve organizmalar i¢in ¢ok zararli ve reaktif molekiillere doniisebilmektedir.
Bu tiir kararsiz molekiillerin hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasi ve bununla birlikte de
hiicrelerdeki antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif
stres ortaya ¢ikmaktadir (Cetinkaya et al. 2012; Giilgin 2012). Organizmalarda bulunan
redoks dengesinde meydana gelen en kiigiik degisiklik, hiicre ve dokularin islevlerini
gerceklestirememesine neden olabilmekte ve sonug olarak oOliimlere bile sebebiyet
vermektedir. Oksidatif strese en ¢cok neden olan tiirler reaktif oksijen ve azot tiirleridir

(Giilgin 2012).

1.3. Bashca Reaktif Tiirleri

Siiperoksit radikali (O;"): Hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijene (O5) bir
tane elektron transferi gercekleserek indirgenmesi sonucu oldukg¢a reaktif olan O;”
radikali olusmaktadir. Bu reaktif ara {iriin hiicre i¢inde; flavin niikleotidleri, adrenalin,
tiyol grubu iceren bilesikler, glukoz ile bakir ve demir gibi B grubu (gecis metalleri)
elementlerinin oksijenle muamelesiyle elde edilebilmektedir. Mitokondrilerde elektron
transport zincirinde ATP sentezi sirasinda molekiiler oksijene elektron aktarimu,
karacigerde bulunan ve bir monooksigenaz enzim sistemi olan sitokrom Pgsp islevi,
nitrik oksitlerin yok edilmesi, adrenal medullada hormon sentezi sirasinda, hiicre

biiylimesi ve farklilasmasi durumlarinda olusabilmektedir (Becker et al. 1999).

Stiperoksit radikali direkt olarak zarar vermez, bu radikalin en 6nemli 6zelligi hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve B grubu elementleri iyonlarinin indirgenmesine sebep

olmasidir. Bu radikal hem indirgen hem de yiikseltgen 6zellik tagimaktadir. Mesela



ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile muamelesinde indirgen olarak gorev

yapar ve bir elektron kaybederek molekiiler oksijene yiikseltgenir (Altinisik 2000).

Hayvanlarda adrenalin, askorbik asit, tiyoller ve flavin koenzimlerinin otooksidasyonu
sonucu siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikali diisiik pH’larda yiiksek
reaktiviteye sahiptir ve oksidan perhidroksi radikali olusumunun kaynagidir. Siiperoksit
radikali ile perhidroksi radikali birlikte muamele edilince ise yiikseltgen perhidroksi
radikali protonlanarak hidrojen peroksit’e doniisiirken siiperoksit radikali de

molekiiler oksijene yiikseltgenir.

Hidroksil (HO’) Radikali, Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari: Oksijen
molekiiliinlin Gi¢ tane elektron almasi ile olusmaktadir. Serbest radikaller arasinda en
zararli olan1 bu radikaldir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde tiyoller ve yag
asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS’), karbon
merkezli organik radikaller (R’), organik peroksitler (RCOOQO) gibi baska radikallerin de
olusmasima ve buna bagli olarak da ¢ok ciddi hasarlara sebep olmaktadir. Hidrojen
peroksit ve siiperoksit radikali bir veya daha c¢ok ortaklasmamis elektron tasiyan ve
serbest radikal ozelligi gosteren geg¢is metalleri ile etkileserek ya da baska yollarla

hidroksil radikalini olusturabilmektedirler. Bunlardan bazilar1 asagida gosterildigi
gibidir (Lloyd et al. 1997).

Fenton Reaksiyonu: Hidrojen peroksit’in Fe’* ya da diger B grubu elementleri (Cu,

Zn, Cr, Mn, Co, Mo, Ni) varliginda indirgenmesi ile HO  radikali elde edilir.

Fe’* + H,0, —— Fe’* + HO + HO

Haber-Weiss Reaksiyonu: Hidrojen peroksit’in Fe?* veya Cu®* katalizérliigiinde O,

ile reaksiyona girmesi ile HO' radikali elde edilir.



Fe?"/Cu®"
0,” + H,00b, + HY —> 0, + OH + H,O

Su molekiilleri de radyasyonla iyonizasyona maruz birakildiginda HO' radikali elde
edilir. Hidrojen peroksit UV 15181 ile muamele edildiginde de HO' radikali elde edilir.

Hidrojen Peroksit (H,O,): O, ’ye bir tane elektron aktarilmasi suretiyle (siiperoksit
dismutasyonu) veya oksijen molekiiliine 2 tane elektron aktarilmasi (indirgenmesi) ile
olusabildigi gibi baska enzimlerce de enzimatik olarak elde edilebilmektedir. Glikolat
oksidaz ve D-amino asit oksidaz enzimleri vasitasi ile de direkt olarak elde

edilebilmektedir.

Bu reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden dolay1 dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinmektedir. Bu reaksiyon, ya kendiliginden olur ya da siiperoksit
dismutaz enzimi Kkatalizorliigiinde gergeklesir. Non-enzimatik reaksiyon pH 4,8
civarinda en hizli sekilde gergeklesirken SOD ile gergeklesen reaksiyon notral ya da
bazik ortamlarda daha hizlidir. Bu yontemlerden baska, immiin sisteminde fagositoz
yapan notrofiller barindirdiklart miyeloperoksidaz enzimi vasitasiyla stiperoksit
radikalinin dismutasyonu ile meydana gelen hidrojen peroksit’i, ClI" iyonu ile
birlestirerek kuvvetli antibakteriyel karakterde olan HOCI’ye ¢evirmektedirler. Oksijen
moliikiiliindeki son yoriinge elektronlaridan birinin disaridan verilen bir enerji ile zit
spinlerden birinin spininin ters donmesi ile farkli bir orbitale gegmesi yolu ile elde
edilebilecegi gibi; O, radikalinin NO (nitrik oksit) ile reaksiyonu ve H,0,’in CIO" ile
tepkimesi sonucu da elde edilebilir (Wright et al. 2002).

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen ROS grubuna dahildir ve serbest
radikal biyokimyasinda c¢ok Onemli gorevler iistlenmistir. Cilinkii B grubu gecis
metalleri ile muamelesinde Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikali ile
muamelesinde de Haber-Weiss reaksiyonu sonucu ROS’lar arasinda en zarar verici ve
en yilksek aktiviteye sahip hidroksil radikalini olusturmaktadir. Alkoksi radikali Cu®*
gibi B grubu elementlerinin Lipid hidroperoksitlerini indirgemesi sonucu elde edilir,



yiikseltgenmis Low-Density Lipoproteinlerin olusmasini saglayarak hiicre oliimlerine
sebep olmaktadir. Organizmalarda goriilen en Onemli reaktif nitrojen tiiri NO'
radikalidir.

O, nin NO' ile reaksiyonu ile bir ¢esit ROS olan peroksinitrit (ONOQ") olusmaktadir.
ONOOQO’, NO; ve NO;s olsumunun 6nciil molekiiliidiir ve ona gore metabolizasyona
ugrar. Damarlarda da nitrik oksitin notralizasyonu i¢in devamli olarak siiperoksit
olusmaktadir (Massie 1993; Payzin 2000). Peroksizomlar, hiicre i¢i hidrojen
peroksitinin 6nemli bir kaynagidir. Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, L-
hidroksil asit oksidaz ve iirat oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit radikali {iretimi
gerceklestirmeden ¢ok miktarda hidrojen peroksit iretirler. Fakat peroksizomlarda,
H,0,’nin suya doniisiimii reaksiyonunu katalizleyen katalaz (CAT) enzimi yiiksek bir
aktiviteye sahiptir ve buna bagli olarak da peroksizomlarda iretilen H,O,’nin ne

kadarinin sitozole gectigi belirlenememistir.

Hiicrelerde biiyiik orandaki serbest radikal kaynagi mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon sirasinda gergeklesen reaksiyonlardir. Mitokondrinin i¢ zarinda bulunan
elektron transport zinciri bilesenleri indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit

radikali Uretilir.

Ayrica aragidonik asit metabolizmasi da onemli bir reaktif oksijen tiirleri kaynagidir.
Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma
membranindan arasidonik asidin serbest kalmasina yol acar. Arasidonik asidin
enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal ara iirlinleri meydana gelirler.
Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal tretimine “enzimatik lipid
peroksidasyonu” denir. Metal iyonlarinin serbest radikal iiretimi {izerindeki en 6nemli
sebebi lipid peroksidasyonu ile iliskilidir. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu
baglatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin (LOOH)
par¢alanmalarimi ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarimi katalize ederler.

Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirirler (Altinisik 2000).



Serbest radikaller, hiicrelerin biinyesindeki DNA, protein, lipid, enzim ve karbohidrat
gibi 6nem arz eden molekiiller iizerinde ¢ok ciddi etkilere sahiptir. Hiicrelerin
sitoplazma, niikleus, endoplazmik retikulum ve  mitokondrilerinde lipid
peroksidasyonunun baglatilmasinda siiperoksit ve hidroksil radikalleri rol oynamaktadir

(Giilgin et al. 2004e; Giilgin 2012).

Lipidler biyomolekiiller arasinda serbest radikallerden en ¢ok etkilenen gruptur. Hiicre
membranlarindaki yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglari, serbest radikaller ile
kolay bir bicimde tepkimeye girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinmektedir.
Lipid peroksidasyonlar1 kendi kendilerini devam ettirebilen zincir reaksiyonlar1 seklinde
ilerlerler ve Onemli derecede zararhidirlar. Hiicre membranlarinda lipid serbest
radikalleri (L) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin
sebep oldugu hiicre hasarmin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin
neden oldugu lipid peroksidasyonuna “nonenzimatik lipid peroksidasyonu” denir. Lipid
peroksidasyonu genelde yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron iceren
hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve sonu¢ olarak da yag asidi zincirinin bir lipid

radikaline doniismesi ile baslar (Altinisik 2000).

Lipidlerin oksidasyonu 3 sathada gergeklesir; baslangig, ilerleme ve sonu¢ asamalari.
[k asamada bir baslatic1 radikal (X') ile yag asidi arasinda bir hidrojen atomu transferi

gerceklesir ve boylece lipid radikali (L) elde edilir.

X+ LH ——s XH + L

[k asamada elde edilen lipid radikaline molekiiler oksijenin muamelesiyle lipid peroksit
radikali sentezlenir. Bu lipid peroksit radikali (LOO") de baska bir yag asidinden (LH)
bir H atomu alarak hidroperoksit (LOOH) ve yeni bir lipid radikalinin (L") olusumuna
sebep olur. Bu iki tepkime de ilerleme agamasi olarak adlandirilir (Annakkaya 2012).
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L + 0, —> LOO

LOO + LH ——> LOOH + L

3. asama olan Sonu¢ kisminda ise reaksiyonlar sirasinda olusan tiim radikal tiirleri
birbirleri ile birleserek aldehit, alkol, eter, ester ve keton gibi organik molekiillere
dontismektedirler (Annakkaya 2012).

L. + L
L- + LOO- Stabil Bozunma Uriinleri
LOO + LOO

Bagka bir deyisle Lipid peroksit (LOO") radikalleri, hiicre membranlarindaki c¢oklu
doymamis yag asitlerine etki ederek membranlardaki lipidlerin radikal forma girmesine
sebep olurken kendileri de bir H atomu alarak lipid peroksitlerine donlismektedirler ve

reaksiyon akist bu sekilde devam etmektedir (Altinigik 2000).
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Lipid Peroksit

Organizmalarda gergeklesen lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlart sonucu ortamda
bulunan lipid peroksitlerinin (LOOH) metabolize edilebilmesi i¢in Fe** ve Cu®** gibi B
grubu elementlerine ihtiyag duyulmaktadir. Plazma membran1 ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu tiim serbest radikallerle uyarilabilir (Kneepkens et al. 1994;
Altinisik 2000).

ROOH + Fe!® — Fe3" + OH' + RO

ROOH + Fe¥ — Fe2' + HT + ROO

Lipid peroksitleri yikima ugradiginda, ¢ogunlugu biyoaktif olan aldehitlere doniisiir. Bu
aktif organik molekiiller ya hiicre diizeyinde yikilirlar ya da meydana geldigi an
itibariyle difiize olup hiicrelerin diger bdliimlerini hasara ugratirlar. Ug ve daha cok cift
baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) olusur

(Defeng and Cederbaum 2003).
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Sekil 1.2. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), kanda ve idrarda ortaya ¢ikmaktadir, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatdrii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu sebeple biyolojik materyallerde malondialdehit
Olciilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak tipta kullanim alanina sahiptir
(Altimisik 2000). Bunun yaninda membran yapisinin bozunmasimna ve islevinin
yavaslamasina, membran enzim ve reseptorlerinin inaktif forma doniismesine ve Ca?*

iyonlarina ait gegislerin artmasina sebep olmaktadir (Canorug et al. 2001).

Proteinler serbest radikallere kars1 coklu doymamis yag asitlerinden daha az hassasiyet
gostermektedirler. Proteinlerin serbest radikal hasarlarindan etkilenme seviyesi,
biinyesindeki amino asit siralanigina bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Cift bag
igeren triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin ve kiikiirt iceren sistein ile metiyonin gibi
amino asitleri igeren proteinlerin serbest radikallere ilgisi daha c¢oktur. Bu tiir
etkilesimlerden dolay1 karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir.
Serbest radikallerin etkilerinden dolay1 yapilarinda ¢ok sayida distilfit bagi bulunan
albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozuldugu icin biyolojik islevlerini yerine
getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri iireten reaksiyonlarin etkisi altinda
kaldiginda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilmektedirler. Bdylece protein
yapisinda olan enzimlerin de yapilar1 bozulur ve buna bagl olarak da enzimler is
goremez hale gelir. Hemoglabinlerin biinyesinde bulunan hem proteinleri serbest radikal
etkisi altinda olan proteinlerden biridir ve ciddi anlamda radikallerden
etkilenmektedirler. Bilhasa oksihemoglobin, O," ve H0, ile muamele edildiginde

methemoglobin elde edilir ve oksijen tasiyamaz forma doniismiis olur (Altinisik 2000).
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Serbest radikaller DNA iizerinde mutasyona sebep olarak hiicrelerin farklilagsmasina ve
dliimlere neden olmaktadirlar. Ozellikle HO' (hidroksil radikali) bazlarla ve deoksiriboz
ile reaksiyon vererek mutasyona neden olur. H,O, hiicre membranindan kolay bir
sekilde gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasir ve hiicre disfonksiyonuna hatta hiicre
oliimlerine yol agar (Giilgin 2009). O," ise DNA’ya etki ettiginde daha fazla antijenik
Ozellik gosterir. Bu etki ile otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupu eritematozusta
(SLE) ve romatoit artritte (RA) dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur (Altinisik
2000). Serbest radikallerin piirin ve pirimidin bazlara etki etmesi sonucu meydana
gelen mutasyonlar protein sentezinde aksakliklara neden olmaktadir (Dizdaroglu 1991,

Giilgin 2012).

Karbohidratlar tizerinde de serbest radikallerin etkisi goriinmektedir. Serbest radikal
hasarina ugrayan karbohidratlardan cesitli maddeler olusur ve meydana gelen bu
maddeler bazi hastaliklarin olugsmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Hipertansiyon,
Psoriyazis, romatoit artrit, Behget hastaligi gibi bir¢ok deri rahatsizliklari, diyabet ve
diyabet komplikasyonlari, koroner kalp hastaliklari, g6z rahatsizliklar1 ve kanser gibi
¢ogu hastalik durumunda ve yasllikla beraber serbest radikal iiretiminin giderek arttig
ve antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi gosterilmistir (Altinisik 2000;

Giilgin et al. 2006a; Giilgin 2012).

1.4. Antioksidanlar

Durmaksizin gelisen teknoloji, cevre kirliligi, radyasyon kontamine sular, tarim ilaglar
agir metaller ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi pek ¢ok etken insan
viicudunda kaginilmaz olarak serbest radikal olusumuna neden olmaktadir. Serbest
radikaller, oksijenin oldukga reaktif formlar1 olup, hiicrelerde biiylik hasarlara sebep
olmaktadir. Bu da kalp damar hastaliklari, katarakt, kanser, diyabet, karaciger tahribati
ve diger pek cok hastalifa davetiye c¢ikarmaktadir. Bu hastaliklara ¢6ziim getirmek
oncelikle serbest radikallerin olumsuz etkilerini bertaraf etmek ve hastaliklarin
olusumunu engellemekle gerceklesebilir. Insan viicudunda bunu engelleyebilecek

antioksidan savunma sistemi mevcut olsa da karsilasilan ¢evresel etmenler bu savunma
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direncini diisiirmekte ve ¢ogu zaman yetersiz birakmaktadir. Zayiflayan antioksidan
savunma sistemlerimizi dogal ve dengeli beslenerek giiclendirebiliriz (Kasnak ve
Palamutoglu 2015). Dogal ve dengeli beslenme sonucunda, dogal besin kaynaklarindan
aldigimiz antioksidanlar; serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlari 6nleyen,
serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip molekiillerdir (Elliot
1999). Antioksidanlarin insan sagligina baslica etkisi, serbest radikalleri nétralize eden
ve zincir kiran mekanizmalarda aktif rol almasi ile ortaya cikar (Baser 2002).
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler; Ilk olarak, reaktif oksijen tiirlerini tutarak
reaktiviteleri azaltilmis farkli molekiillere ¢evirirler. Antioksidan enzimler,
trakeobronsiyal mukus ve kiiciik molekiiller bu tip etkileri gdsterirler. ikinci olarak,
reaktif oksijen tiirlerine elektron ya da hidrojen transferi yaparak reaktivitelerini azaltir.
Antioksidan 6zelligi tasiyan bilesikler bu tiir islemleri gergeklestirirler. Ya da reaktif
oksijen tiirlerinin baglanmasi ile zincir reaksiyonlarmin kirilmasini gergeklestirerek
fonksiyonlarin1 engelleme prosesi zincir kirici etki olarak meydana gelmektedir.
Hemoglobin ve mineraller zincir kirict etkiye sahiptirler. Dordiincii ve son etki olarak,
serbest radikallerin sebep oldugu bozukluklarin onarilmasi islemi de onarici etki olarak
bilinmektedir. Antioksidanlar, sentetik ve dogal (endojen kaynakli veya eksojen
kaynakl1) olabilirler (Altinisik 2000).

1.5. Sentetik Antioksidanlar

Yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlara 6rnek olarak aromatik fenol halkasi

ihtiva eden BHA, BHT, TBHQ ve Trolox verilebilir (Giilgin 2012).

OH OH OH CH,
C(CH,) (H30);C C(CHy), C(CH5); HO O
OH
H,C " e,
OCHj C(CHy); OH H,
BHA BHT TBHQ TROLOX

Sekil 1.3. Yaygin olarak kullanilan baz1 sentetik antioksidanlar



15

Agik yapilar1 yukarida verilmis olan sentetik antioksidanlar farmakolojik uygulamalarda
ve gida sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Kati ve sivi yaglarda
¢cOziinlirligli arttirmak amaciyla tercihen sentetik antioksidanlar kullanilir (Hudson
1990). Bununla birlikte Biitillenmis hidroksianisol ve Biitillenmis hidroksitoluen’nin
zehirli ve kanserojen etkileri oldugu hakkinda bazi siiphelere varildigindan dolay:1 gida
sektorliinde kullanimlar1 yasaklanmistir (Wichi 1988; Sherwin 1990). Bu sebeple,
giinimiizde gida uygulamalarinda giivenli ve dogal antioksidanlara olan ilgi giderek
artmaktadir. Boylece tiiketicilerin de dogal antioksidanlar tercih etme girisimi, dogal
antioksidanlarin kesfedilmesine ve taninmasina olanak saglayarak kayda deger

geligsmelerin hizlanmasina katki saglamaktadir (Giilgin 2006b; 2007).

Gida sektoriinde kullanilan bu dort antioksidanin kullanim oranlar yag ve gida igerigi
%0,02 olarak smirlandirilmistir (Simic 1981). Bitki kaynakli yaglar i¢in kullanilan
antioksidan TBHQ iken kizartilmis yag ve gidalari igeren iirlinlerde ise BHA ve BHT
sabitlestirici olarak kullanilir. Sentetik antioksidan olan BHA ve BHT gibi
antioksidanlar beraber kullanildiklarinda sinerjik etkiler gosterebilmektedirler (Sherwin
1972; Omura 1995). Gosterdikleri bu sinerjik etkinin yaninda sergiledikleri antioksidan
kapasitelerinde de artis olur (St. Angelo 1996). BHA ayrica propil gallat ile birlikte
kullanildiginda da yine sinerjik etki gosterir. Bununla birlikte, sentetik antioksidanlar
icin toksik davranislar1 biiylik oranda test edilerek elde edilen ¢aligsma sonuglarina gore
uzun vadede kullanimlarmin zararli oldugu belirlenmis ve bu nedenle de tavsiye
edilmemektedir. Bu sebepledir ki dogal iirlinler ve biinyelerindeki dogal antioksidanlar
daha giivenilir ve daha saglikli oldugu diisiiniilerek daha ¢ok tercih edilmektedirler
(Valenzuela and Nieto 1996). Yaklasik son 40 yildir dogal antioksidanlarin kullanimlari

artarak, sentetik antioksidanlarin yerini almaya baslamig ve daha ¢ok 6nemsenmistir.

Endiistri sektoriinde gidalarin raf Omriinii uzatmak i¢in genel olarak kullanilan
antioksidanlar sentetik antioksidanlardir. Fakat yapilan bir¢cok arastirma sonuglarina
gore endiistri alaninda besinlerin islenmesi sirasinda kullanilan BHA, BHT, TBHQ ve
PG gibi sentetik antioksidanlarin organizmalarda teratojenik ve karsinojenik etkiler

sergilediklerine dikkat ¢ekmistir (Giilgin et al. 2003). Bitkisel kaynaklarin igerigindeki
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fenolik bilesikler serbest radikalleri giderdikleri ve metal iyonlari ile kompleks
olusturabildikleri i¢in antioksidan etki gostermektedirler (Sherwin 1990; Wanasundara
and Shahidi 1998; Fernandez Lopez et al. 2005; Giilgin et al. 2005b; 2006a). Bu sebeple
de uzun zamandir, besinlerdeki tat ve koku 6zelliklerini arttirmada katki maddesi olarak
dogal aromatik bitki ve baharatlarin kullanimi giderek artmaktadir. Yani tiiketicilerin

tercihi sentetik antioksidanlardan degil dogal antioksidanlardan yana olmaktadir.

OH OH OH (0) O
C(CH;)3 (H3C)3C\©/C(CH3)3 C(CH3);
HO OH

OCH; CH; OH OH

BHA BHT TBHQ PG

HO
H
H,C (0] 3
a-Tokoferol Trolox

Sekil 1.4. Baz1 standart antioksidanlarin acik yapilari (Giilgin 2012)
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Cizelge 1.1. Dogal ve sentetik antioksidanlarin kiyaslanmasi (Giilgin 2012)

Sentetik Antioksidanlar Dogal Antioksidanlar
e Maliyeti azdir e Maliyeti fazladir
e Uygulama alani genistir e Kullanim alani sinirhidir
e Kullanimlan giderek azalmaktadir e Zararsiz ve giivenilir olduklar1
diistiniilmektedir

e Baz cesitlerinin kullanimi yasaktir
e Diisiik ¢oziiniirliige sahiptirler * Kulanm ve gygulama alanlan

artmigtir
e Bu antioksidanlara ilgi azalmaktadir

o Yiiksek ¢oziiniirliige sahiptirler

e Bazlar adipoz dokuda
e Bu antioksidanlara ilgi artmaktadir
depolanmaktadir

e Tamami metabolize olmaktadir

Serbest radikallerin sebep oldugu zararli reaksiyonlart Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve onlar1 stabilize etme kapasitesine sahip maddeler antioksidan maddeler
olarak adlandirilmaktadirlar (Elliot 1999). Antioksidan sistemler mekanistik olarak iki
grupta incelenmektedir. Bunlar, birincil ve ikincil antioksidan sistemler olarak
adlandirilir. Birincil antioksidanlar olarak adlandirilan grup, ortamda bulunan radikaller
ile reaksiyona girer ve bu zararli molekiillerin zararli 6zelliklerini azaltarak meydana

gelebilecek yeni serbest radikallerin olugsmasini engelleyen sistemlerdir (Diplock 1998).

Ikincil antioksidan grubunda ise; reaktif olan oksijen radikalini yakalayarak radikal
zincir reaksiyonlarini kirip fonksiyonlarini engelleyen E vitamini, C vitamini, bilurubin,
irik asit, polifenolik bilesiklerdir (Ou et al. 2002b). Antioksidanlarin baska bir

smiflandirmasi da viicut i¢i ve besin kaynakli antioksidanlardir (Ak 2006).
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Cizelge 1.2. Antioksidan cesitleri ve 6rnekler (Giilgin 2002; 2012)

Antioksidanlar

Enzimler Kiiciik molekiiller Sentetik Dogal
o CAT )
. * Melatonin e BHT e Flavonoidler
e Metal
* GPx e TBHQ e Karotenler
e GR baglayicilar
e SOD e (Hmg, Myg vb.) e Propilgallat e Tokoferoller

Insan viicudunda ¢ok énemli antioksidan enzim sistemleri mevcuttur. Bunlar Siiperoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (GST),
Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ve Hidroperoksidazlardir. Bu
antioksidan enzim sistemlerinin biinyelerinde bazi metal iyonlarinin varligi dnemlidir.
Mesela; Siiperoksit dismutaz biinyesinde bakir, ¢inko ve manganez; Glutatyon
peroksidaz yapisinda da selenyum bulunmalidir ki bu enzimler katalizleme yapabilsin.
Biinyelerinde metal iyonu bulundurmasi gereken bu tiir enzimlere metaloenzim de
denir. Hiicre dis1 ortamlarin antioksidan savunma sistemleri ise, tokoferoller, askorbik
asit, ferritin, transferrin, bilirubin, melatonin, seruloplazmin, hemoglobin, glutatyon,
sistein, metiyonin, tirat, laktoferrin, albiimin, p-karoten, koenzim Qio, a-Lipoik asit ve
a-1 antitripsin gibi molekiillerden olusmaktadir (Halliwel 1991; Altinisik 2000; Kasnak
ve Palamutoglu 2015). Organizmalardaki bu farkli ve dogal antioksidan savunma
sistemleri serbest radikallerin kontroliinii saglayarak viicudu bu zararli molekiillerden
korumaktadir. Ayrica organizmalarda dogal olarak bulunan bu antioksidan molekiiller
hem farkli hiicrelerde lokalizedirler hem de farkli serbest radikaller iizerinde etki

gosterdikleri i¢in hepsi birden tamamlayici 6zellik tasirlar (Diplock 1998).
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Cizelge 1.3. Oksidanlar ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998)

Oksidan Kaynaklar Antioksidan sistemler
e Sigara dumani e  Siiperoksit dismutaz
o  Asiri egzersiz o Katalaz
o Cevresel kirlilikler e  Glutatyon peroksidaz
e Yiiksek atesli rahatsizliklar e Glutatyon
¢ Radyasyon e Ubikinon
e (ift bag iceren bazi yag asitlerin metabolizmasi e Selenyum
o Iskemi e Avitamini
o Karsinojenler e C vitamini

e E vitamini

Insan viicudundaki antioksidan dengesi, kisinin yaptig1 diyetle degistirebilir. Yanls
beslenme nedeniyle ortaya c¢ikan besin yetersizligine bagli olarak viicuttaki savunma
sistemlerinde tahribat s6z konusu oldugu zaman hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Sonug
olarak da serbest radikal miktarindaki artis ve buna karsin viicuttaki antioksidan
savunma sistemlerindeki yetersizlik nedeniyle ortaya ¢ikan bu dengesizlik ile oksidatif

stres meydana gelir.

Viicuttaki bu dogal antioksidan savunma sistemlerinin etkili olabilmesi i¢in;
karotenoidler, C ve E vitaminleri gibi molekiilleri ihtiva eden gidalarin yeterli miktarda

alinmasi gerekmektedir (Duthie et al. 1989).

E vitamini (a-tokoferol) ¢ok giiglii bir antioksidandir, hiicre membran fosfolipidlerinde
yer alan coklu doymamis yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir. E vitamini siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet
oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Ayrica lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonu da E vitamini vasitasi ile sonlandirilabilir (Altinisik

2000).
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Tokoferoller, yagda ¢oziinen bir antioksidan olmasinin yaninda hiicre membranlarinda
lokalize olmakta ve ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyona karst koruyabilen
molekiillerdir (Diplock 1998). Diyetle alinan yiiksek miktarlardaki E vitamini, LDL
seviyelerini 6nemli bir bicimde arttirdigi ve serbest radikallere karsi da giiclii bir

bi¢imde korudugu bildirilmektedir (Reaven et al. 1993; Giilgin 2012).

C vitamini (askorbik asit) ise, viicutta ekstraseliiler sivida yer alan ve suda ¢6ziinen bir
antioksidandir. Askorbik asit hem indirgen bir ajandir hem de E vitaminini rejenere
etmektedir (Diplock 1998; Giilgin 2012). C vitamini organizmalarda bir¢ok
hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak islev gormektedir. Kollajen
sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin elzemdir. Tirozinden epinefrin
sentezinin dopamin [-hidroksilaz basamaginda gorev alir. Tirozin yikiminda ise p-
hidroksi fenil piirivatin homogentizata oksidasyonunda rol almaktadir. Safra asitlerinin
sentezindeki 7-a-hidroksilaz baslangi¢ basamaginda rol alir. Lizinden karnitin
sentezinde rol alir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici olarak
rol oynar, midede ferri demiri ferro demire indirger. immiinite ve yara iyilesmesinde
etkilidir. Askorbik asit, siiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek
onlar1 ortamdan uzaklastirici etkiye sahiptir. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda
oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire doniistiirtir.
Bu o6zelliginden dolayidir ki C vitamini, serbest radikal reaksiyonlarinin onemli bir
katalisti veya bir prooksidani olarak degerlendirilmektedir. Ancak bu tip etkisinin
sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigli, yiiksek konsantrasyonlarda giiclii bir

antioksidan olarak etki ettigi belirtilmistir (Altinisik 2000).

A vitamininin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit
radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan
gorev gordiigli belirlenmistir (Altinigik 2000). Gidalarda bulunan bazi karotenoidler -

karoten, likopen ve luteindir. B-karoten sari, turuncu sebzelerde ve meyvelerde ayrica
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yesil sebzelerde bulunur. Likopen ise domateste bol miktarda bulunur. Lutein de
brokolide ve lifli olan yesil renkli sebzelerde bulunur (Diplock 1998; Giilgin 2012).

Bitkisel kaynaklarda bulunan fenolik bilesikler 6nemli bir antioksidan smifindadirlar.
Bu bilesikler antioksidan ozelliklerini hidrojen verici olmalarindan, tekli oksijen
yakalayici olmalarindan, indirgen ajan olarak davranmalarindan ve metal selatlama gibi

fonksiyonlara sahip olmalarindan almaktadirlar (Rice-Evans et al. 1995).

Cinko, bakir, selenyum ve manganez gibi mineraller de antioksidan enzimlerin
yapilarinda bulunarak katalizlemede yardimci olduklari i¢in antioksidan savunma
sistemi i¢in biiyiikk 6neme sahiptir (Diplock 1998). Cinkonun antioksidan etkisi serbest
radikal olusumunu engelleyici ve oksidatif stresten koruyucu roliinden kaynaklanir.
Redoks stabil olan ginko, kritik seliiler ve ekstraseliiler bolgelerde demir ve bakir gibi
redoks reaktif olan metallerin yerine gecer. Ayrica ¢inko antioksidan 6zellikli bir enzim
olan siiperoksit dismutazin ve dokulari serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyan
metallotiyoneinlerin yapilarinda bulunmaktadir (Belgemen and Akar 2004). Bakir
biyolojik sistemlerde hem antioksidan hem de peroksidan olarak etki gostermektedir.
Bu sebeple de viicuda optimum diizeyde alinmasi gerekmektedir. Bakir aliminin
yetersizliginde vuciitta antioksidan denge bozulmakta ve buna bagli olarak da lipid
peroksidasyonu ve hiicre tahribi artis gostermektedir. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan karakterli enzimlerin miktar1 bakir yetersizliginde
azalmakta ve sonug olarak viicudun antioksidan savunma sistemi ¢okerek oksidatif stres
ortaya cikmaktadir (Velioglu 2000). Selenyum insan beslenmesinde ¢ok 6nemli bir
mikrobesleyici olarak kabul edilmistir. Bunun sebebi viicuttaki dokulardan oksidatif
hasar1 nleyen bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidazin ayrilmaz bir pargasi
olmasidir. Selenyumun c¢esitli deneysel modellerde tiimoér olusumunu azalttig
gorilmiistiir. Yapilan hayvan modelli ¢caligmalarinin {icte ikisinde selenyum eklenmesi
ile timor insidansinda diisme saptanmistir. Antioksidan etkisi, immiin fonksiyonlari
arttirmasi, karsinojen metabolizmasin1 degistirmesi, yiiksek selenyum varliginda

metabolitlerin yiliksek toksisitesini saglamasi ve testosteron iiretimini baskilamasi gibi
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selenyumun antikanserojenik etkisini agiklamada ileri siiriilen ¢ok sayida potansiyel

mekanizma vardir (Sunay 2010).

Cizelge 1.4. Baz1 antioksidan tiirleri ve bulunduklari besin kaynaklar1 (Diplock 1998)

Antioksidanlar Antioksidan Iceren Baz1 Besinler

Maydanoz, yesilbiber, 1spanak, asma yapragi,

* Askorbikasit (C vitamini) brokoli ve benzeri yesil sebzeler

Bitkisel yaglar, sebzeler, yagl tohumlar, tahil

* Tokoferol (E vitamini) taneleri, kuru baklagiller

Sogan, patates, lahana, brokoli, 1spanak, erik,

e Polifenolik bilesikler . A . .
siyah liziim, turuncgiller, yesil ¢ay

Havug, domates, portakal, ispanak, brokoli,
lahana ve benzeri yesil ve sari sebze ve
meyveler, balik, siit, yumurta

e Karotenoidler (likopen, lutein
ve karoten)

e Selenyum Tahil irtinleri, baklagiller, et ve balik

1.6. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar ya organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan besinlerle
aliman antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir. Ancak organizmalarda sentezlenen
antioksidanlarin  sentezi yas ilerledikce azalmaktadir. Uzmanlar bu agigin
kapatilabilmesi i¢in  bitkisel antioksidanlarin iyi  bir alternatif oldugunu
diisiinmektedirler (Taner 2005). En 6nemli kaynagi meyve ve sebze olan bitkisel
antioksidanlar anormal hiicre ¢cogalmalarini engelleyen ve oksidasyondan dolay1 zarar
goren hiicreleri koruyan bir goérev {lstlenirler (Brown 1999). Diyetle alinan dogal
antioksidanlarin en Onemlilerine askorbik asit, tokoferoller, flavonoidler ve
karotenoidler 6rnek olarak verilebilir. Askorbik asit disindaki saydigimiz bu dogal
antioksidan grubunda yapisal olarak ¢ok cesit bilesik bulunmaktadir. Ornek olarak;
karotenoid grubunda 600’den fazla farkli bilesik yapisi mevcuttur, ancak bunlarin
sadece %50’si karakterize edilmistir (Sies and Stahl 1995; Rice-Evans and Miller 1996;
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Giilgin 2012). Bunlara ilaveten bitkisel kaynakli bu antioksidanlar viicut igerisinde bir

araya geldiginde sinerjik etki olusturabilmektedirler (Diplock et al. 1998; Giilgin 2012).

Askorbik asit olduk¢a basit yapida bir vitamin olup, beyaz kristal halde bulunan bir
tozdur. En az zararli dogal antioksidan olma 6zelligine sahip askorbik asit suda ¢6ziinen
bir yapiya sahiptir. Askorbik asit 6zellikle meyve ve sebzelerde bulunur. Limon,
portakal, ¢ilek, kivi, kiraz, briiksel lahana, beyaz lahana, domates, yesil biber fazla
miktarda askorbik asit ihtiva etmektedirler. Ayn1 zamanda birgok memeli tiirii
karacigerindeki glukozdan C vitamini sentezleme yeteneginde olmasina ragmen insanlar
icin bu durum miimkiin degildir (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Bunun sebebi
insanlarda askorbik asit sentezi icin esansiyel olan gulonolakton oksidaz enziminin
olmayisidir (Nishikimi et al. 1994; Nishikimi and Yagi 1996). C vitamini insanlarda
hastaliklara yol acabilecek potansiyele sahip bircok tiirii okside edebilmektedir
(Buettner 1993; Halliwell 1999). Bu tiirler oksijen radikalleri (stiperoksit radikali,
hidroksil radikali ve peroksi radikali), siilfiir radikalleri ve nitrojen-oksijen radikalleri,
hipoklordz asit, nitrozaminler, nitréz asit bilesikleri, ozon gibi radikal olmayan reaktif
bilesiklerdir (Neuzil et al. 1997). C vitamini kollojen doku sentezinde, metal iyonlarinin
metabolizmasinda, anti-histamin  reaksiyonlarinda ve  bagisiklik  sisteminin
gelistirilmesinde gereklidir. Bunun yaninda kalp damar hastaliklari, ¢esitli kanserler ve
sinirsel rahatsizliklar gibi dejeneratif hastaliklarin riskini azaltmada, serbest radikallerin
indiikledigi DNA hasarlarin1 6nlemede ve katarakt gelisimine yol agan oksidanlar1 yok
etmede onemli bir rol oynamaktadir. Askorbik asidin N-nitroso bilesiklerin olusumunu
inhibe ederek kanseri 6nledigi ve bagisiklik sistemini uyardigi ileri siiriilmektedir (Koca
ve Karadeniz 2005). Askorbik asit bir oksidan ile reaksiyona girdigi zaman bir elektron
transfer ederek radikal zincir reaksiyonlarinin sona ermesini saglamaktadir. Askorbik
asit bir tane elektron transferini saglayan 6nemli bir antioksidandir. Askorbik asit
rediikleyici etkisi ile konjuge bir sistem olusturur ve bdylece giiclii bir antioksidan
ozelligi gosterir. Bu durumu agiklayan mekanizma asagidaki sekilde gosterilmistir

(Giilgin 2012).
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OH
X: 0,7, HO, RO, ROO

Sekil 1.5. Askorbik asitten enolat olusum mekanizmasi

Askorbat, reaktif oksijen tiirleri ile muamele edildiginde dehidroaskorbik asit molekiilii
askorbik asite okside olur. Bu kademede katalizleme yapan enzim ise dehidroaskorbat

rediiktaz enzimidir ve doniisiimlii bir katalizleme gergeklestirir.

Yakin donemlerde, Bursal (2009) tarafindan, liyofilizasyon teknigi ile kivi meyvesinden
sulu ortamda elde edilmis 100 g ekstraktinda (Actinida deliciosa) 105 mg askorbik asit
(C vitamini) bulundugu saptanmistir. Tokoferol lipid peroksidasyonu sirasinda
tokoferolsil radikaline doniisebilmektedir (Niki et al. 1982; 1985; Giilgin 2012).
Yapilan bazi ¢aligmalar, in vitro ortamda C vitamininin tokoferoksil radikalini rejenere

etmesiyle tokoferole ¢cevirme kapasitesinin oldugunu ortaya koymustur.

ROO + TocOH — ROOH + TocOr

TocO + Askorbik Asit _» TocOH +Askorbat

Sekil 1.6. C Vitamininin Tokoferoksil radikalini rejenere etme reaksiyonu diyagrami

E vitamini etkisi gdsteren bilesikler, kimyasal olarak tokoferoller olarak adlandirilirlar
(Giilgin et al. 2005a; Giilgin 2012). Yaygin olarak kullanilan antioksidanlar arasinda en
1yl antioksidan etkisi gosteren bilesiklerin tokoferoller oldugu belirlenmistir (Pokorny
1988). Tokoferoller de tokoferol ve tokotrienol olmak iizere 1iki grupta
incelenmektedirler. Tokoferoller a-, B-, y- ve 8- seklinde yapilara sahip oldugu ve
toplamda da 2 gruba ayrildigi i¢in 8 tane farkli bilesik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bunun yaninda E vitamini aktivitesi en yliksek olan tokoferol ise a-Tokoferoldiir

(Shadidi 2000). Tokoferoller eser miktarda da olsa tiim besinlerde bulunmaktadir.
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Besinlerde 6zellikle misir, soya, bugday ve pamuk yaginda bulunmaktadir. Hiicre igi ve
hiicre dis1 ortamlarda bulunabilen bir vitamin olan a-Tokoferol yagda ¢oziinebilen ve
hiicre membranini1 oksidasyonlardan koruyan bir 6zellige sahiptir (Godbout et al. 2004).
Yaygin bir bigimde a-Tokoferol Avrupa’da, y-Tokoferol ise Amerika diyetlerinde yer
almaktadir (Jiang et al. 2001).

E vitamini dokularda bulunan eksojen kaynakli en 6nemli lipofilik antioksidandir. E
vitamini serbest radikal ve tekli oksijen tutucu olarak goérev yapan g¢ok aktif bir
yapidadir. Ultraviyole, radyasyon gibi serbest radikal tireten faktorlere karsi cildi korur
(Di Mambroa et al. 2003). E vitamininin baz1 hastaliklarin tedavisinde yararli oldugu
tespit edilmistir. Lipid peroksidasyonunu onleyerek viicuttaki biyolojik sistemi korur.
Ayrica oksitleyici ajanlarin neden oldugu kemikteki kalsiyum kaybini onler. E
vitamininin tokotrienol tiirevinin gogiis kanserinin ilerlemesini onledigi ve kanda
kolesterolii indirgeyici etki gosterdigi belirtilmistir (Al-Attar 2011). Tokoferollerin

serbest radikalleri giderme mekanizmasi Sekil 1.7°de gosterilmistir.

CH,4 CH; CH;3
HO LOO LOOH O 0
CH3 —>\\/ CH3 - CH3
H;C O H5C 0] H5C 0]
R R R
CH, CH, CH;
CH, CH, LOO- CH;
o) 0) ‘/ o
CH, -—— CH, ~ CH;
H.C @) H.C 0) H,C e
: HO R 3 O. R } R
CH; CHy ™0 CH;
. L
Tokokinon

Tokoferil peroksit

Sekil 1.7. a-Tokoferoliin serbest radikalleri giderme mekanizmasi
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Mantarlar, miokroorganizmalar ve hayvan dokular1 dogal antioksidanlar bulundururlar.
Bitkisel kaynaklarin sekonder metabolitleri olan fenolik bilesikler de dogal
antioksidanlardir. Bu aromatik antioksidan bilesikler hem insanlar hem de hayvanlar
icin biiylik 6neme sahiptirler (Giilgin 2006b; 2012). Polifenolik bilesikler hemen hemen
tim meyve ve sebzelerde az veya c¢ok miktarda bulunurlar. Fakat polifenoller
bakimindan meyveler sebzelere gore daha zengindir. Polifenollerin bir kismi tiriinlerin
lezzetine agizda buruk bir tat birakma yoniinde etkilidirler. Diger taraftan polifenollerin
bir kismi1 renkli olduklarindan, meyve ve sebzelerin renkleri lizerinde etkilidirler. Biitlin
bunlara ilaveten polifenoller, fenol oksidaz enzimleriyle enzimatik renk esmerlesmesine
neden olan 6nemli bir madde grubudur (Cemeroglu ve Acar 1986). Polifenollerin
antioksidan aktivitesi serbest radikalleri baglama kapasitesi veya demiri indirgeme
gliciine dayanmaktadir (Yoshino and Murakami 1998; Pulido et al. 2000). Polifenoller
olarak isimlendirilen antioksidanlar en zengin biyoaktif bilesiklerdir ve bu bilesiklerin
diyetteki giinliik 1 g’inin tiiketimi, C vitamini tiiketimine gore 10 kat daha degerlidir
(Scalbert et al. 2005). Bu sebeple de polifenoller giiclii antioksidanlar olarak
goriilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda polifenollerin in vivo sartlarda
endotelyal fonksiyon arttirict (Caton et al. 2010), hiicresel sinyal iletimine katki
saglayici ve iltithap onleyici 6zellikleri gibi pek ¢cok 6nemli etkilerinin olabilecegi ortaya
konulmustur (Williams et al. 2004; Sies et al. 2005; Ramos 2008). Fenolik bilesiklere,
beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri nedeniyle biyoflavonoid ve kilcal dolagim
sisteminde gecirgenligi diizenleyici ve kan basinci diistiriicli etkisi géz oniinde tutularak
P faktorii (Permeabilite Faktorii) veya P vitamini adida verilmektedir (Anonim 2006).
Fenolik bilesikler antioksidan karakterlidir ve bu tiir molekiillerin en 6nemlileri
tokoferol, flavonoid ve fenolik asitlerdir (Giilgin 2012). Tiim bitkisel kaynaklarda ortak
olarak bulunan molekiillerden olan flavonoidler, ¢esitli bitki tiirlerinin kok, govde,
yaprak ve tohumlarindan izole edilmis 4 000°den ¢ok flavonoid olmakla birlikte totalde
8 000’e yakin polifenolik bilesik belirlenmistir (Harborne et al. 1999). Flavonoidler
genel olarak ti¢ halkali ve 15 karbonlu flavan yapisindan olusmaktadir. Cizelge 1.5’de

A, B ve C olarak isimlendirilmistir.



Cizelge 1.5. Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Glilgin 2012)
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R1 R, R R4 Rs
Apigenin H H H OH H
Flavonlar
Cyrsin H H H H H
Luteolin H H OH OH H
Datiscetin OH H OH OH H
Quercetin OH H OH OH H
Flavanoller
Myricetin OH H OH OH OH
Morin OH OH H OH H
Kaempferol OH H H OH H
Ry R, Rs R4 Rs
Flavanonlar  Hesperetin H H OH OCHj, H
Naringenin H H H OH H
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Cizelge 1.5. (devam)

Rl R2 R3 I:24 R5

Flavanonol Taksifolin OH H OH OH H

AS A7 R4
Genistein OH OH OH
Genistin OH Oglc OH
. Daidzein H OH OH
1ZoflaAVON o e e
Daidzin H Oglc OH
BiochaninA OH OH OCH;
Formononetin H OH OCHs;

Flavonoidler giiclii antioksidan 6zelligine sahip olan bilesiklerin basinda gelir ve
LDH’1in oksidasyonunu azaltmasi1 sayesinde kalp damar hastaliklarina karst koruma
saglamis olur. Bu nedenle de insan diyetinde yer almasi gereken bir besin kaynagi
olarak nitelendirilmektedir. Flavonoidlerin giinlik alinmasi gereken diizey 100 mg’in

tizerindedir (Dragsted et al. 1997). Flavonoidler 6nemli diizeyde antioksidan ve
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selatlama ozelliklerine sahip difenilpropanoidler olup genellikle bitkilerde bulunmakta
ve insan viicudunda sentezlenememektedir. Flavonoidler bitki ekolojisinde farkli rollere
sahiptirler. Ornek olarak, ciceklerdeki ve meyvelerdeki saridan kirmiziya ve hatta koyu
mor rengine kadar ¢esitli renklerden sorumlu molekiillerdir. Flavonoidlerin serbest
radikal savar olmalari, enzim aktivitelerini diizenleyici, hiicre gogalmasini inhibe edici
antibiyotik ve antiallerjen 6zellik tagimalari, ishal, iilser ve iltihap onleyici ilaglar gibi
davranmalar1 6nem tasimaktadir (Capanoglu ve Boyacioglu 2009). Son yillarda yapilan
bazi calismalar ile flavonoidlerin oksidatif DNA hasarin1 serbest radikal tutulmasi
disindaki mekanizmalar ile de onledigi gosterilmistir. Bu mekanizma viicut tarafindan
tiretilen Glutatyon-S-Transferaz (GST) gibi antioksidan enzim sistemlerinin korunup ve
giiclendirilmesi yoluyla da gergeklestirilebilmektedir. Flavonoidlerin ¢ogu GST
enzimlerini aktive etme yetenegine sahip ve istatistiksel olarak da ciddi anlamda GST
aktivitesini arttirarak etki gostermektedir. GST’nin mutajenik potansiyeli bulunan
ksenobiyotikleri detoksifiye ederek etkili oldugu diisiiniiliir (Coskun 2005). Antioksidan
kapasitesi bakimindan en o6nemli flavonoidler; Antosiyaninler, Proantosiyanidinler,
Katesinler (Flavanoller)’dir. Flavonoidler oksidatif hasara karsit korumada ve yine bazi
antioksidan enzim sistemleri ile spesifik olarak etkilesmeleri sonucu bu enzimlerin
aktivitelerinde artis saglayarak oOnemli bir antioksidan yarar1 saglamaktadirlar
(Middleton and Kandaswami 1992; Rice-Evans and Miller 1996; Williams et al. 2004).
Flavonoidler 6zellikle metal selatlama kapasitesi ve radikalleri gidermeleri sayesinde
antioksidan 6zellik sergilemektedirler. Asagidaki sekilde (Sekil 1.8) metal selatlama ile

ilgili mekanizma verilmistir (Giilgin 2012).

an
o
o
=
Y

Sekil 1.8. Flavonoidlere ait metal selatlama mekanizmasi
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Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar, dogal antioksidan kaynakli besinlerin kanser,
kardiyovaskiiler ve katarakt gibi hastaliklarin meydana gelme riskini azalttigin1 ortaya
koymaktadir. Bu onleyici etkileri sayesinde sebze ve meyvelerin yapisinda yer alan ve
antioksidan 6zellik gosteren karotenler ilgi odagi olmustur (Baysal and Ersus 1999;

Goger and Giilgin 2011).

Karotenoidler algler, fitoplankton, bazi mantar tiirleri ve bakteriler ayrica bitkiler
tarafindan sentezlenebilmektedirler. Pigment kaynagi olan karotenoidlerin 700’den fazla
yagda ¢Oziinebilen yapilari mevcuttur. Karotenoidler sebze ve meyvelerde yaygin olarak
bulunan sari, turuncu ve kirmizi renkteki pigmentlerdir. Suda erimezler ve genellikle
bitkisel yaglarda ¢oziinebilen bir yapiya sahiptirler (Cemeroglu ve Acar 1986). Dogada
en yaygin olarak bulunan pigment maddeleri karotenoidlerdir. Karotenoidler isimlerini
ilk kez karakterize edildikleri havucun latince isminden (Dautus Carrota) almislardir.
Karotenoidler metil gruplar1 ihtiva eden, konjuge ¢ift bag igeren bir yapiya sahiptir.
Karotenoidler lipoproteinler ile taginirlar. Karotenoidlerin yararli etkilerini destekleyici
bircok calisma yapilmistir, sonu¢ olarak karotenoidlerin kalp rahatsizliklari riskini
azaltmasi acisindan 6nemli antioksidanlar olabilecegini gostermesine ragmen daha fazla

deneysel ve epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir (Palace et al. 1999).

Gelisen diinyamizda, beslenme imkanlarinin artmasi ile insanlar, cografi kosullar, iklim
sartlar1 gibi engelleri agarak yeni beslenme aliskanliklar1 edinmislerdir. Yanlis beslenme
aliskanliklar1 ve bunlarin ortaya ¢ikardig tibbi problemler arttikga, saglikli yasamanin
ve hastaliklarla miicadelenin en temel kurallarindan birinin saglikli beslenme oldugu
ortaya ¢cikmistir. Boylece besinler ve viicuda etkileri, en 6nemli arastirma konularindan
biri haline gelmistir. Bir yandan ideal diyetler ve mutfak kiiltiirleri, diger yandan kalori
hesaplar1 ve tibbi tedavi edici veya hastaliklar1 onleyici etkileri olan gida maddeleri,
bir¢ok bilim dali ve adami tarafindan arastirilmistir. Epidemiyolojik incelemeler meyve
ve sebze tiikketimi ile 6zellikle kanser siklig1 arasindaki iliskinin siirekli olarak negatif
oldugunu gostermektedir. Bu iliski karotenoidler i¢in de gecerlidir (Baysal and Ersus
1999; Giilgin 2012). Besinlerde bulunan karotenoidler 8 adet 5 karbonlu izoprenoid

biriminden olusmustur. Tiimiiyle trans formludur. Bazilar1 tamamen dogrusal (likopen
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gibi) ve bazilar1 da y-karotende oldugu gibi iki uctan halkali bir yapiya sahip
olabilmektedirler. Karotenoidler, fotosentetik mikroorganizmalarin ya da bitkilerin
metabolizma i¢in temel rol oynayan kisimlari tarafindan sentezlenirler. Yasayan
organizmalardaki pek c¢ok pigment (karotenoidler, Klorofiller, antosiyaninler ve
porfirinler) ¢ok c¢esitli renk olusumundan sorumludurlar. A¢ik saridan koyu kirmiziya
varan farkli tonlarda renk olusumundan sorumlu olan karotenoidler, proteinler ile
kompleks olusturduklarinda mavi yesil renk verirler. Uzun hidrokarbon zinciri igeren
karotenoidler apolar lipofilik molekiillerdir. Ancak organik ¢oziiciilerde bir dereceye
kadar, kat1 ve siv1 yaglarda ¢oziiniirler. Karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri, onlarin
kimyasal yapilarmin tekli ve konjuge ¢ift bagli bir sistemle 40C {iinitinin kuyruk
kuyruga baglanmasi ile sekillenen tetraterpen yapisinda uzamalarinin bir sonucudur. Bu
yapmin sagladigr radikal toplama 6zelligi, ¢ogu epidemiyolojik olmak iizere, yapilan
aragtirmalarda bazi kanser tipleri, kalp rahatsizliklar1 ve dejeneratif goz hastaliklarinda
koruyucu etkisinin tespitiyle ortaya konmustur (Bramley 2000; Khachik et al. 2002).
Karotenoidler oksidasyondan ve buna bagl olarak da kanserlerden koruyan bir 6zellige
sahiptirler. Antioksidan Kkapasitelerinin yiiksek oldugu disiiniilen en Onemli
karotenoidler; B-Karoten, Likopen ve Lutein’dir. B-Karoten bitkilere sar1, kirmizi ve
turuncu rengini verir. Ozellikle havug gibi turuncu renkli meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunan B-Karoten 1siya, oksijene ve 1518a son derece duyarhdir. Ayrica B-
Karoten A vitamininin provitaminidir. Viicutta A vitamini bakimindan eksiklik oldugu
durumda B-Karoten A vitaminine doniisiir. B-Karoten ¢ift bag iceren doymamis yaglarin
oksidasyonunu 6nlemesi sayesinde serbest radikal olusumuna olanak vermemektedir, bu

nedenle de 6nemli bir antioksidan olarak bilinir (Giil¢in 2012).

Karotenoidlerin dogada bol miktarda bulunmasi, hem hidrofilik hem de hidrofobik
gruplara sahip olmasi, kanserlere karsi koruyucu ozellikte olmasi ve provitamin A
aktivitesi gostermesi sayesinde gida endiistrisi alaninda da ¢ok 6dnemli bir yere sahiptir.
Son yillarda da sentetik gida boyar maddelerinin kullanimindaki sinirlandirmalar dogal

renk maddesi olarak kullanilabilen karotenoidlere ilgiyi arttirmistir (Giilgin 2012).
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Uzerinde en ¢ok durulan ve arastirma odag1 olan karotenoid B-karotendir. Daha &nce de
bahsedildigi gibi provitamin A olan B-karoten bagirsaklarda epitel hiicrelerinde A
vitamine doniisiir ve karacigerde de palmitik asit esteri olarak depolanir. Kimyasal
yapist bakimindan karotenoid olan ve terpenoid grubunda yer alan (-karoten genelde
havugta ve yesil yaprakli bitkilerde bulunur. Kardiyovaskiiler hastaliklardan ve kansere
kars1 koruma, antioksidan etki gosterme, timor gelismesini engelleme, fotosentez
sirasinda zararli 1siklara karsi koruyucu etki gosterme ve immiin sistemi gliclendirme
gibi Ozellikleri oldugu belirtilmektedir. Bu sebeplerle de p-karoten ila¢ ve gida
endistrisinde ¢ok biiyiilk dneme sahiptir (Glil¢in 2012). Karotenoidlerden dogada en ¢ok
bulunani Luteindir. Lutein ise sadece bitkiler tarafindan sentezlenen, ispanak, lahana
gibi yesil sebzelerde bol miktarda bulunan bir karotenoiddir. Singlet oksijenin ve
serbest radikallerin giderilmesini saglayarak hiicreleri oksidatif stresten korurlar (Tee
1992). Onemli karotenoidlerden olan a-karoten, B-karoten, Likopen ve Lutein’in agik

yapilar1 asagida verilmistir (Giilgin 2012).

a-Karoten

\\\

B-Karoten

HO

Sekil 1.9. Bazi karotenoitlerin kimyasal yapisi



33

Karotenoidlerden olan likopen de p-karoten gibi antioksidan aktivite sergilemektedir.
Likopen’in kimyasal yapisi 11 konjuge cift bagh (trans formda) asiklik karotenoid
olarak acgiklanir. Likopen ayni zamanda konjuge karbon-karbon ¢ift baglar1 sayesinde
antioksidan Ozellik gostermektedir. Likopen 8 tane izopren birimlerinden meydana
gelen ve kirmizi renk veren bir pigmenttir. Likopence en zengin kaynak domatestir
bunun yaninda, karpuz, pembe greyfurt, kusburnu ve papayada bulunan ve onlara
rengini veren en onemli karotenoiddir (Giovanucci et al. 1995). Bitkilerin yapisinda
bulunan diger karotenoid c¢esitleri ise neoksantin, zeaksantin, violaksantin ve p-
kriptoksantin'dir. Bitkilerin icerigindeki karotenoidler birgok parametreden etkilenirler.
Etki eden faktdrlerden biri olgunlasmadir. Ornegin, domatesin olgunlasmasiyla
icerigindeki likopen miktarmin da hizli bir sekilde artis1 ve hasattan sonra da bu artisin
devam etmesi dikkat ¢ekmektedir. Tibbi g¢alismalar sonucu, likopenin solunum ve
sindirim yolu kanserleri, prostat kanseri, rahim kanseri ve akciger kanseri gibi bazi
kanser tiirlerinin meydana gelmesini engelledigi belirtilmistir (Fennema 1997; Giilgin

2012).

1.7. Antioksidanlarin Etkisi

Fonksiyonel gidalar, normal diyetin bir pargas1 olarak tiiketilebilen geleneksel gidaya
benzer olan ancak basit beslenme gereksinmelerinin saglanmasinin Gtesinde degisik
etkenlerle hastalik olugsma riskini azaltici, saglig1 ve buna bagl olarak iyi hali gelistirici
ozelliklere sahip gidalar olarak tanimlanmaktadir (Erbas 2006). Antioksidan
fonksiyonel gidalar ise insanlarin normal fizyolojik faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikan
veya beslenme yoluyla alinan serbest radikallere elektron veya hidrojen vererek onlarin
indirgenmesini saglayan ve bu sekilde saglhigin bir sekilde olumsuz etkilenmesini
onleyen besin maddeleridir (Erbas vd 2008). Insan viicudunda koruma islevi gdsteren
bu molekiiller kendi iizerlerindeki elektronlar1 verip serbest radikalleri giderirken
kendileri de serbest radikal formuna ge¢mezler (Prior and Cao 2000; Cetinkaya et al.
2012). Canlilarda antioksidan etki gosteren bilesik ya da sistemlerin yer almasi yasam

icin oldukca 6nem arz eden bir ihtiyactir. Bu antioksidan molekiillerin antikarsinojenik,
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antimutajenik, antiaging gibi pek cok biyolojik islevden sorumlu oldugu bilinmektedir

(Cook and samman 1996).

Antioksidan maddelerin etki mekanizmalar1 4 kademede gerceklesmektedir. ROS’lar
etkileyerek onlar1 tutarak ya da daha zayif farkli bilesiklere ¢evirmesi toplayici etkidir.
Bu etkiyi gosteren gruba antioksidan enzim sistemleri drnek verilebilir. ROS’lar ile
etkileserek bir elektron ya da hidrojen transferi gergeklestirerek aktivitelerini diisirme
ya da inaktif forma donlismelerini saglamasi bastirici etkidir. Antioksidan aktiviteye
sahip molekiiller bu gruba 6rnek verilebilir. ROS’lar1 baglayarak zincir reaksiyonlarinin
kirilmasin1 gergeklestirerek fonksiyonlarin1 engellemesi ise zincir kirici etki olarak
bilinir. Hemoglobin ve mineraller zincir kirici etkiye sahiptirler. Serbest radikallerden

dolay1 meydana gelen hasarlarin onarilmasi ise onarici etkidir (Annakkaya 2012).

Son zamanlarda yapilan calismalar, antioksidanlarin sistemleri oksidatif strese karsi
korudugunu gostermistir. Yapilan ¢aligmalar beslenme, farmakoloji, fizyoloji ve gida
isleme alanlarinda olmak iizere pek ¢ok alanda yapilmis ve bu durum desteklenmistir
(Magalhaes et al. 2009). Bitkiler igin, yapilarinda bulunan antioksidan molekiiller
acilagsmay1 engelleyen, tazeliini koruyan ya da bitkinin oksitlenmesini engelleyen
siradan bir molekiil olarak tanimlanabilir. Antioksidan molekiilleri igeren gidalar veya

takviyeler, besinlerin acilasmasini 6nler veya geciktirirler (Giilgin 2012).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri
serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkli
serbest radikaller lizerinde rol oynadiklari i¢in birbirini tamamlayici nitelik tagimaktadir.
Antioksidanlarin serbest radikaller tizerindeki etki mekanizmalarima gore; birincil ve
ikincil antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Birincil antioksidanlar,
mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniigsmelerini ve
yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde
yer alan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPXx) ve katalaz (CAT)
gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegine sahiptirler (Gtilgin 2012).

Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, protein ve lipidler gibi hiicresel



35

bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine
gecisini de dnleyebilmektedir. Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikallerini yakalayan
ve radikal zincir reaksiyonlarii kiran E vitamini, C vitamini ve fenol gibi bilesiklerdir.
Zincir reaksiyonlarmin kirilmasi ile, serbest radikal bir elektron aldiginda, ikinci bir
radikal olusur. Bu molekiil ayn1 sekilde ii¢iincii bir radikali de olusturur ve daha ¢ok
kararsiz iiriinler olusarak zincir bu sekilde devam eder. Bu prosesi C veya E vitamini ya
da p-karoten gibi zincir kiran antioksidanlar elektron transferi ile durdururlar.
Antioksidan molekiillerin gdsterdikleri antioksidan kapasiteleri {lizerinde yapisal
ozellikleri ve iizerinde etkili oldugu reaksiyonlarin yaninda sicaklik, konsantrasyon,
sistemin yiizey Ozellikleri, 151k seviyesi, fiziksel durum gibi pek ¢ok faktor etkilidir
(Giil¢in 2012). Yani iyi bir antioksidan yiiksek sicaklik ve UV 1sinmin oldugu bazi
durumlarda zincir reaksiyonlar1 sirasinda oksidan olarak davranarak serbest radikal

olusumunu tetikleyebilir.

Bilindigi gibi organizmalarda metabolizma sirasinda serbest radikaller olugsmaktadir. Ve
bu radikaller de kanser tiirleri basta olmak {izere Parkinson, Alzheimer gibi ndrolojik bir
cok hastaligin meydana gelmesinden sorumludurlar (Davies 2000; Finkel and Holbrook
2000; Giilgin 2012). Bu nedenlerle organizmalarda siirekli olarak antioksidan sistemlere
ithtiya¢ vardir. Bunun yaninda viicutta hali hazirda oksidan-antioksidan dengesi s6z
konusudur. Fakat bu denge oksidan lehine olursa oksidatif stres denilen durum ortaya
cikar. Boyle bir durumda da antioksidan takviyesi gerekmektedir. Bu sebepledir ki

giinlimiizde antioksidan takviyeler olduke¢a ilgi gormektedir.

Antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olarak iki smifa ayrilmaktadir. Gerek
endiistride gerekse giinliik yasantimizda olsun ilk 6nceleri sentetik antioksidanlara olan
ragbet oldukca fazla sayilirdi. Ancak sentetik olmalarindan dolayr zararli olabilecegi
diisiincesiyle karotenoidler, flavanoidler, a-tokoferol, A, C ve E vitaminleri gibi dogal
antioksidan kaynaklarina yonelim giderek artmaktadir (Giilgin 2012). Bu dogal
antioksidanlarin kapasiteleri hakkinda hem in vivo hem de in vitro alandaki ¢aligmalari
ile kayda deger sonuglar elde edilmistir. /n vitro ortamda yapilan énemli antioksidan

kapasitesi belirleme yontemleri i¢in; ABTS radikal giderme metodu, DPPH' radikal
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giderme metodu, DMPD radikal giderme metodu, toplam radikal yakalama antioksidan
metodu (Trap), Cu** indirgeme metodu (Cuprac), Fe** indirgeme metodu, linoleik asit
lipit peroksidasyonu, oksijen radikali absorblama kapasitesi metodu (Orac), Siiperoksit
anyonu giderme ve metal selatlama metotlar1 6rnek olarak verilebilir. Bir antioksidan
icin antioksidan kapasitesini belirlemede birden fazla metod kullanilarak bu yontemlere

ait sonuglarin birbirini destekledigini gormekte fayda vardir.

1.8. Gida Bilesenleri i¢in Yaygin Olarak Kullanilan Antioksidan Metotlar

Antioksidan aktivitesi i¢in temel ilke, ortamdaki serbest radikalleri nortalize edecek
yani ortamdan uzaklastiracak bir elektronun olduguna dayanir. Antioksidan aktivite
aromatik halkada bulunan hidroksil gruplarinin pozisyonuna ve sayisina bagli olarak
farklilik gosterir. Bunun yaninda fenolik bilesiklerin antioksidan karakteri, yapisindaki
hidroksil gruplarinin elektron ya da hidrojen verici olarak davranmasina baghdir ayrica
yapidaki hidroksil gruplari sayisi artikca antioksidan karakter de artar. Fenolik
maddeler, meyve ve sebzelerde, zeytinyagi ve ¢ay gibi bitkilerde bulunan 6nemli bir
fitokimyasal grubudur. Son yillarda da saglik acisindan faydali oldugu bilinen

fitokimyasal kaynakli gidalara olan ilgi artmaktadir.

Ayrica antioksidan maddeler gida endiistrisinde de gida koruyucu olarak kullanilabildigi
icin, bu sektorde de dogal antioksidan kaynaklarina ragbet olduk¢a fazladir. Yani hem
insanlarin yasaminda hem de endiistride bu tiir fitokimyasallar 6nemli bir yere sahiptir.
Bu disiinceyle, bilim adamlar1 tarafindan bu konu ile ilgili pek c¢ok arastirma
yapilmistir. Yapilan arastirmalarda genellikle kullanilan antioksidan yontemler; Fe¥'-
Fe?* indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu®") indirgeme
kapasitesi, FRAP metoduna gore indirgeme kapasitesi, siiperoksit anyon radikali (O;")
giderme, 2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme,
1,1-difenil-2-pikril-hidrazil ~ serbest radikal (DPPH-) giderme, N,N-dimetil-p-
fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktiviteleri, ferrozin ve bipiridil reaktifleri ile
ferrdz iyonlar (Fe®*) selatlama aktiviteleri ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore total

antioksidan aktivitesi yontemleri 6rnek olarak verilebilir (Giilgin et al. 2011).



37

1.9. Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az miktarlarda bulunurlar.
Bitkisel kaynaklarin hem rengine hem de lezzetlerine etki ederek agizda buruk bir tat
birakan O6nemli bir madde grubudur. Fenolik maddeler kimyasal olarak, aromatik
benzen halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren bilesiklerdir (Shahidi and
Naczk 1995). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu iceren
benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin de fenolden tiiredigi bilinmektedir
(Cemeroglu ve Acar 1986). Kristal yapida ve renksiz olan fenolik bilesikler hava ile
temaslarinda kirmizi renkli olurlar. Hem suda hem de organik coziiciilerde c¢ok iyi
coztinmektedirler. Fenolik bilesikler hem toksik hem de korozif etkiye sahiptirler. Hatta
seyreltik hazirlanmis ¢ozeltileri dezenfektan islevi goriir. Cogu polimerin de (Polifenol)

monomeridir.

Tiim bitkilerin dis ortamdan gelebilecek olan zararlilara karsi kendilerini korumalari
icin bitkilerde sekonder metabolit olarak sentezlenirler (Anonmyous 1984). Hemen
hemen her meyve ve sebzede az ya da ¢ok miktarlarda bulunan fenolik bilesikler en
onemli antioksidanlar grubunu teskil ederler (Shahidi et al. 1992; Moure et al. 2001).
Bitkilerde sekonder metabolit olarak karsimiza ¢ikan fenolik bilesikler hem ¢ok yaygin
bir kullanima sahip hem de ¢ok sayida yapisi aydinlatilmis molekiillerdir (Kafkas vd.
2006). Her gegen giin de bunlara yenisi eklenmektedir.

Iceriginde fenolik maddeler bulunduran bitkisel kaynaklardan 6zellikle de meyveler, bu
fenolikler sayesinde sergiledikleri antioksidan ve antimikrobiyal gibi etkilerinden dolay1
fonksiyonel gida olarak goriilmektedirler (Pehluvan and Giileryiiz 2004). Beslenme
alaninda olumlu etki sergileyen fenolik bilesiklere biyoflavonoidler de denilmektedir.
Hatta baz1 kaynaklarda da P vitamini olarak bahsedilmektedir (Cemeroglu et al. 2004,
Saldamli 2007). Simdiye kadar en az 5 000 tane fenolik bilesik tanimlanmis olup,
bunlarin 2 000’den fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, c¢igek ve
meyve gibi canli dokularinda glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar

seklinde, ¢ekirdeklerinde ise her iki formda da bulunabilmektedirler (Shahidi and Naczk
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1995). Fenolik maddeler basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere kabaca iki
gruba ayrilmakla beraber meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddeler
Hidroksibenzoik asitler, Hidroksisinnamik asitler ve Flavonoidler olmak {izere {i¢
kisimda incelenmektedirler. Fenolik maddelerin antioksidan aktiviteleri kimyasal
yapilariyla iligkilidir. Yani aromatik benzen halkasina bagli olan hidroksil veya diger

fonksiyonel gruplarin sayisi ve pozisyonlari 6nem arz etmektedir (Giilgin 2012).

Fenolik Bilesikler

— |

Hidroksibenzoik asitler Hidroksisinamik asitler

Flavonoidler
Katesinler ~ Antosiyaninler Pronatosiyanitler ~ Flavonoller Flavanonlar

Fenolik asit grubunda olan hidroksibenzoik asitler fenil metan yapisina sahip olmakta
ve bitkisel gidalarda ya eser (10 uM) miktarda bulunurlar ya da hi¢ bulunmazlar.
Hidroksibenzoik asitlere 0rnek olarak salisilik asit, gallik asit, vanilik asit ve m-
hidroksibenzoik asit verilebilir. Hidroksisinamik asitler bir dizi reaksiyon sonucu
Hidroksibenzoik aside doniisiirler (Giilgin 2012).

Rj~_xCOOH
| N

R; OH
R;

Sekil 1.10. Hidroksibenzoik asidin agik yapist

Hidroksisinnamik asit ise kimyasal olarak fenilpropan yapisindadir. Aromatik
fenilpropan halkasmma bagli olan hidroksil grubunun pozisyonuna bagl olarak
tiirevlendirilebilmektedir. Ornek olarak ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve o-
kumarik asitler verilebilir. Hidroksisinamik asitler genelde ester, asit glikozitleri ve

amidleri halde bulunurken, ¢ok az miktarda da serbest halde bulunurlar (Giilgin 2012).
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Sekil 1.11.Hidroksisinnamik asidin agik yapisi

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir.
Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplar1, reaktif ozelliklerinden dolayr kolaylikla
glikozitlenir (Bilaloglu and Harmandar 1999; Giil¢in 2012). Flavonoidler gidalarda en
yaygin bulunan fenollerdir. Yaklasik 6 500 farkli flavonoid bilinmektedir (Saldaml
2007).

Sekil 1.12. Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler de bitkilerde bol miktarda bulunmaktadir ve biyolojik aktif maddelerin en
onemli siifinit olusturan bir polifenolik bilesik grubudur. Bu bilesiklerin insan viicudu
tizerinde ¢ok Onemli ve ¢ok faydali etkilerinin oldugu gosterilmistir (Carlo 1999).
Flavonoidlerin gii¢lii antioksidan, serbest radikal giderici ve metal indirgeyici
aktivitelerinin oldugu genis bir bigimde arastirilmigtir (Saija et al. 1998). Literatiirde,
flavonoidlerin antiinflamatuar, antimutajenik ve antiallerjik 6zellikleri de bildirilmistir

(Middleton and Kandaswami 1992; Hollman et al. 1996).

Flavonoidler, boya endiistrisinde, dericilikte tabaklama bilesimine katilma, kozmetikte

giines kremlerinde, merhemlerde, uranyum, titan, zirkonyum metallerinin tayininde, et



40

konserveciliginde proteoliz hizlandiric1 olarak kullanilmaktadirlar (Sagiroglu and Ozcan

2007).

Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini; ksantin oksidaz, lipooksigenaz ve
siklooksigenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerek, ayrica siiperoksit anyonlari, lipid peroksi kdkleri
ve hidroksil kokleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler (Disilvestro

2001).

Fakat fenolik bilesiklerin asir1 tiiketiminin toksik etki gdsterdigi ve ozellikle de girtlak
kanserine sebep oldugu sdylenmektedir. Bununla birlikte dengeli ve dogru bir sekilde
alindig1 zaman ise viicudun antioksidan savunma mekanizmasma yardimci olarak

kanser riskini azalttig1 da belirtilmistir.

1.9.1. Fitoostrojenler

Bitki kokenli Ostrojenler veya Ostrojene benzer etkiye sahip olan bilesikler
“fitodstrojenler” olarak adlandirilir. Bitkilerde dogal olarak bulunurlar ve fenolik
gruplar icerirler (Golgberg 2001; Magee and Rowland 2004). Potansiyel
mekanizmalariin sadece bir bolimil Ostrojen reseptorlerine baglanma yetenegi ile
iliskilidir. Degisen derecelerde Gstrojenik etkinlige sahip olan ve dogal 6strojenlere hem
yapt hem de sekil yoniinden benzerlik gosteren fitodstrojenler organizmada bulunan
dogal Ostrojenlerle yarisa girerek reseptorlere baglanip direkt etki gdsterebilirler. Ayrica
fitodstrojenler Ostrojen metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimlerin etkinligini
degistirebilirler (Bingham et al. 1998; Golgberg 2001; Rowland et al. 2003).
Fitoostrojenler degisik kaynaklara gore farkli alt simiflara ayrilmaktadir. Bunlar;
izoflavonlar, kumestanlar, stilbenler ve lignanlar olmak iizere dort sinifta toplanabilir.
Her smif kendi arasinda farkli bilesiklerden olusmakta ve bu bilesiklerinde diyetteki
kaynaklar1 farkliliklar gdstermektedir. Izoflavonlar daha ¢ok soya ve soya iiriinlerinde
ve diger kurubaklagillerde, lignanlar; en ¢ok keten tohumu, ¢avdar kepegi, kiraz, ¢ilek

gibi meyvelerde, stilbenler; yer fistigi ve kirmizi sarapta, kumestanlar ise
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kurubaklagillerde bulunur. Fitodstrojenler, Ostrojenik ve antidstrojenik, antioksidan,
antiproliferatif ve antianjiogenetik, antiinflamatuar &zellikler gosterebilmektedir.
Ostrojenik ve antidstrojenik dzellikleri ile daha ¢ok menopoz veya osteoporoz ile iliskili
iken, antioksidan 6zellikleri ile de kanserle iliskili oldugu bildirilmistir (Wilson and
Temple 2001; Cornwell et al. 2004; Magee and Rowland 2004). Fitoostrojenler,
izoflavon ve lignan gibi pekg¢ok bilesikleri igerirler. Bu bilesikler hayvanlarda hormonal
ve hormonal olmayan aktivitelerde yaygin bir oranda kullanilirlar. Ayrica insanlarda
diyetle alman bu bilesiklerin psikolojik etkilere sahip olabildigi disiiniilmektedir
(Setchell and Cassidy 1999). Kadinlarda yasa bagli olarak meydana gelen hastaliklari
onlemede ve sagligi siirdirmede diyetle alinan fitoOstrojenlerin potansiyel bir rolii
oldugu oOngoriilmektedir. Lignanlarin fitodstrojen olarak ele alinmasinin sebebi bir

Ostrojen olan estradiole benzemeleridir.

Sekil 1.13. Estradiol yapisi

1.9.1.a. izoflavonlar

Soya fasulyesi ve soya lriinlerinde en ¢ok fitodstrojenik etkiye sahip ii¢ tane izoflavon
vardir. Bunlar; daidzein, genistein ve glisiteindir. Viicutta genistein, dstrojen reseptorii
beta (ERP) ile etkilesime girdiginde Ostrojenin giiciiniin tigte biri kadar etkili
olmaktadir. Genistein gogiis, ovaryum, endometrium, prostat, vaskiiler ve kemik
dokularinda Gstrojene benzer etkiler olusturmaktadir (Wilson and Temple 2001;
Cornwell et al. 2004). Cesitli kuru baklagillerde bulunmasina ragmen esas kaynagi soya
fasulyesidir.
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Sekil 1.14. izoflavon yapisi

1.9.1.b. Kumestanlar

Kumestanlarin genis bir serisi olmasina ragmen sadece az bir boliimii Ostrojenik
aktiviteye sahiptir (Cornwell et al. 2004). Bunlarin i¢inde sadece kumestroliin
Ostrojenik aktivitesinin oldugu gosterilmistir (Boker et al. 2004). Kumestrollerin
diyetteki temel kaynagi kurubaklagillerdir. Bununla beraber briiksel lahanasi ve

1spanakta ¢ok diisiik seviyelerde bulundugu bildirilmistir (Albertazzi and Purdie 2002).

Sekil 1.15. Kumestan yapisi

1.9.1.c. Stilbenler

Fitoostrojenik stilbenlerin temel kaynagi yer fistig1 ve liziimdiir. Sarapta bulunan stilben
tirii resveratroldiir. Resveratrol iiziimiin et kisminda bulunmaz ancak kabugunda
bulunur. Saraptaki resveratrol icerigi botrital mantarin bulunusuna, mevsime, cografik
bolge ve yetistirmeye baglidir. Daha uzun fermantasyon siiresi ile son iiriinde daha fazla
trans-resveratrol  olugsmaktadir (Cornwell et al. 2004). Resveratrol, yiiksek
biyoyararliliga, yararli fizyolojik ve farmakolojik etkilere sahiptir. Viicutta antioksidan
olarak gorev yapar, bunun disinda nitrik asit tiretimini arttirir, platelet agregasyonunu
onler ve yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) seviyelerini arttirmasi nedeniyle kalbi

koruyan bir ajan olarak kabul edilir (Wilson and Temple 2001).
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Sekil 1.16. Stilben yapilari
1.9.1.d. Lignanlar

Yenilebilen bitkiler, hormon benzeri fitodstrojen diye adlandirilan difenolik bilesikler
icerirler. Bunlar ikiye ayrilir; Izoflavonlar ve lignanlar. izoflavonlar, flavonoidlerin
genis ve ¢ok farkli bir alt sinifidir. Lignanlar 2,3-dibenzilbiitan iskeleti ile tanimlanir ve
biitiin damarh bitkilerde glikozit formda bulunurlar. Bitkilerde bulunan temel lignanlar
matairesinol, secoisolariciresinol, lariciresinol ve pinoresinol olup, bunlar insanlarda
Ostrojenik aktivite gosteren iki temel bilesigi, enterolakton ve enterodiolil
vermektedirler. izoflavonlar gibi enterolakton ve enterodiol de barsak mikroflorasmin
bitki lignan Onciileri {izerindeki aktivitesi sonucu olusurlar. Enterolaktonun bunun
disinda enterodiol’lin oksidasyonu ile de olustugu bilinir (Davis et al. 1999). Lignanlar,
baz1 bitkilerde az oldugu bilinir ki orada onlar bitki hiicre duvarlarinda lignin olusumu
icin yapitaglarini olustururlar. Fitolignanlar keten tohumunda, tahil, tam bugday
tanesinde, sebzelerde, baz1 meyvelerde ve gayda yiiksek miktarlarda bulunur (Golgberg
2001; Magee and Rowland 2004). Keten iiriinleri 6zellikle iyi bir lignan kaynagidir.
Bitki lignanlar1 ve izoflavonlar, zayif bir dstrojen aktivitesi ile memeli metabolizmasini
biyolojik olarak aktive etmek igin barsak bakterileri tarafindan metabolize edilir.
Lignanlar ayrica enzimler, protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi (proliferation), anjiyogenez
(angiogenesis), biiylime faktorii ve hiicre farklilagsmasi {izerinde etkileri vardir. Ayrica
flavonoidler gibi lignanlar da antioksidan, antikarsinojenik ve antimikrobiyal 6zellik

gosterirler (Puupponen-Pimia et al. 2002).
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Sekil 1.17. Bitki lignan yapilari
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Sekil 1.18. Memeli lignan yapilar

Enterolignan olan enterolakton ve enterodiol, insan barsaginda mikroorganizmalar
tarafindan bitki lignanlarindan olusan fitoostrojenlerdir. Lignanlar, meyvelerin gesitli
yerlerinde bulunan difenolik bilesiklerdir. Onemli bitki lignanlar1 Secoisolariciresinol
(SECO), Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), Matairesinol (MAT), Lariciresinol
(LAR) ve Pinoresinol (PIN)’dir. Secoisolariciresinol ve Matairesinol aslinda Ostrojenik
olmayan iki lignan tiridiir, fakat barsak florasinda Ostrojenik aktivite gdsteren
enterolakton ve enterodiole déniistiiriiliir (Golgberg 2001; Cornwell et al. 2004). Insan
barsaginda, bitki lignanlar1 sindirimden sonra deglikolizasyona ugratilir, daha sonra
mikroorganizmalar tarafindan enterolignan olarak da adlandirilan memeli lignanlarina

yani enterolakton ve enterodiole doniistiiriiliirler.
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Sekil 1.19. Bitki-memeli lignanlarimin yapilari ve barsak mikroflorasinda meydana
geldikleri metabolik yol

Lignanlar bir dstrojen olan estradiole benzer yapilar gosterir ve bu yiizden fitodstrojen
ailesine dahil edilirler. Enterolignanlar antioksidan ve antitiimor igeren ¢ok genis bir
biyolojik aktiviteye ve zayif olarak da Ostrojenik ve anti-Ostrojenik oOzelliklere
sahiptirler. Lignanlar insan viicudunda idrar, plazma, tiikriik, sperm ve prostatik sivida
bulunurlar (Slanina and Glatz 2004). Epidemiyolojik c¢alismalar enterolakton ve
enterodioliin baz1 kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar ve osteoporoz karsit1 koruyucu
etkilerini sunar. Bitki lignanlarinca zengin gidalar in vitro calismalar ve hayvan
deneylerinde test edildiginde mide-barsak sistemlerindeki kanserlere karsi koruyucu

etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Guus et al. 2005).
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Lignanlar izoflavonlarin aksine dogada yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Ancak
izolasyonlariin ve analizlerinin zorluklarindan dolay1 nispeten daha az ¢alisilmigtir. En
zengin tanimlanmis Onciil kaynagi olan keten tohumu (Flax seed) gibi bazi bitkiler
yiiksek oranda Secoisolariciresinol igerirler (Setchell et al. 1981). Lignanlar bol lifli
gidalarda ¢ok¢a bulunurlar. Kisisel gidalar genellikle daha az seviyede lignan
icermesine ragmen, onlarin bitkilerin heryerinde bulunabilirligi énemli bir fitodstrojen

kaynagi olmas1 anlamina gelir (Cassidy 2004).

Yiiksek lifli gidalarda bulunan ve memeli lignani onciisii olan SDG, farelerdeki meme
tiimdrlerinin gelismesine karsi koruma sundugu ortaya ¢ikmistir. Keten tohumundan
izole edilen SDG yiiksek bir yag diyeti ve meme tiimorii icerdigi bilinen bir kimyasalla
muamele edilen farelere 20 hafta boyunca verilerek tiimdrlerin toplam sayist ve tiimorlii

fare say1s1 %40 ve %50 oraninda azaldig1 goriilmiistiir.

1.10. Fitoostrojenlerin Saghktaki Etkileri

Besinlerle veya suplement olarak alinan fitodstrojenlerin saglikta etkilerini sorgulayan
birgok klinik ve epidemiyolojik calisma vardir. Caligmalarin c¢ogunda, genellikle
premenopozal ve postmenopozal kadinlarda fitodstrojenlerin etkileri incelenmistir
(Cornwell et al. 2004). Ostrojenik ve antidstrojenik, antioksidan, antiproliferatif,
antianjiogenetik ve antinflamatuar o6zellikler gosterebilen fitodstrojenler bu
ozelliklerinin her biri ile farkli etkiler meydana getirmektedirler. Ostrojenik ve
antiostrojenik ozellikleri daha ¢ok menopoz semptomlar1 veya Osteoporoz ile iliskili
iken, antioksidan o6zelliklerinin kanser ile iligkili oldugu belirtilmistir (Biiyiiktuncer
2000).

1.11. Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hicbir yan iiriin
olugmasina firsat vermeden %100’liik bir iirlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.

Bu biyolojik katalizorlerin ¢ogu protein yapisinda olup meydana gelen kimyasal
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reaksiyondan etkilenmezler. Yani reaksiyon sonucu enzimlerin yapisinda bir degisiklik
meydana gelmesi s6z konusu degildir. Bunun yaninda enzimler canli hiicreler tarafindan
sentezlenen makro molekiillerdir (Berg et al. 2014). Ayrica diizenleyici ozelliklere de
olan enzimler, optimal sartlarda maksimum aktivite sergileyerek reaksiyonlarin
meydana gelmesinde rol oynarlar. Enzim katalizi kimyasal katalizden c¢ok daha
tistiindiir. Katalizleme gorevi olup protein yapisinda olmayan Katalitik RNA molekiilleri
(Ribozimler) harig¢, enzimlerin tamami protein yapisinda olan maddelerdir. Proteinlerin
en biiyiik ve en 6zellesmis gurubunu teskil ederler (Nelson and Cox 1993; Keha ve
Kiifrevioglu 2005; Berg et al. 2014)

Protein yapisina sahip enzimler DNA tarafindan sifrelendigi i¢in hiicrelerdeki biitiin
olaylar DNA seviyesinde diizenlenip kontrol edilir. Enzimler spesifik ¢alisir ve kataliz
yoniinden {i¢ ©neme sahiptirler; Ozgiil, kemoselektif ve son derece hizhidirlar.
Biyokimyasal reaksiyonlar diisiik enerji ve viicut isisinda gergeklesmektedirler. Bu
yonleriyle enzimler diger katalizorlerden ayrilirlar. Enzimlerin {izerinde etkili olduklar
maddelere “substrat” denir. Hiicrelerde meydana gelen sentez ve yikim olaylari,
sindirim, kaslarin kasilmasi, solunum gibi hayatsal faaliyetler metabolik reaksiyonlarin
sonucu ile vukuu bulmaktadir. Bahsi gegen reaksiyonlarin meydana gelmesi ancak
enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir. Enzimlerin katalitik etki gosteren
kismi proteinin polipeptit zinciri tizerindeki kiiciik bir bolgesidir. Bazi enzimler
katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilartyla meydana getirebilirlerken, bazilari
ise protein yapisinda olmayan gruplara ihtiyag duyarlar. Bu gruplar metal iyonu,
protein olmayan organik bir bilesik ya da her ikisi de olabilir. Bu iyon veya bilesige
genel olarak “kofaktér” adi verilir. Organik bilesik, enzime siki baglanmis ve
ayrilmiyorsa “prostetik grup”, cok siki bag yapmamis ve ayrilabiliyorsa “koenzim”
adimi alir. Koenzimi ile birlesik halde bulunan Apoenzim-Koenzim biitiiniine
“holoenzim” ad1 verilir. Yani holoenzim, koenzim veya kofaktorii ile birlikte katalitik
olarak aktif durumdadir. Koenzimler enzimin aktif bolgesine baglanir enzimin aktive
olmasin1 saglar. Koenzimler, suda ¢6ziinen B grubu vitaminleridir. Vitaminler bu

nedenle, metabolik olaylarin enzimler araciligiyla kolaylikla gerceklestirilebilmesi igin
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ve organizma agisindan son derece 6nem arz etmektedirler (Nelson and Cox 1993; Keha
ve Kiifrevioglu 2005; Berg et al. 2013).

Substrat aktif bolgeye baglandiktan sonra aktif bolge degisiklige ugruyor ve substrata
uyum saglhiyor. Aktif bolge igerisinde polar ve apolar karakterler substratin cinsine gore
baglanma giicilinii etkiler. Aktif bolgeye baglanan substrat molekiillerinin bag enerjileri
oldukga diisiiktiir ve anahtar kilit ya da substrata uyum modeli ile ¢alisirlar. Birincisi,
1894°te Emil Fischer tarafindan ileri siiriilen anahtar-kilit modelidir ve enzimin aktif
bolgesi ve substrat yapi itibariyle birbiriyle uyum igerisinde olup anahtar kilit gibi
birbirlerine baglandig1 kabul edilir. Ikincisi ise 1958’de Daniel Koshland tarafindan ileri
stiriilmiis olan indiiklenmis-uyum (induced-fit) modelidir. Bu modelde ise enzim,
ortamda substrat bulunmadiginda serbest halde bulunur. Ortamda substrat bulundugu
zaman ise, enzim substrati katalize uygun big¢imde baglayacak forma doniisiir.
Reaksiyon tamamlandiginda ise enzimin yapisinda herhangi bir degisim olmadan enzim

ayrilir (Nelson ve Cox 2005; Megep 2006).

b Substrat SN
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Sekil 1.20. Enzim ile substrat arasinda Anahtar-Kilit Modeli

Aktif Bolze

Protein yapilar1 farkli, ancak katalizledikleri reaksiyon ayni olan enzimlere “izoenzim”
ya da “izozim” adi verilmektedir. Izoenzimlerin kofaktdrlerine, substratlarina ve
inhibitorlerine olan alakalar farklilik gosterir. Izoenzimlerin baslica 6zellikleri arasinda

dokuya 6zgii olmalari, farkli amino asit say1 ve sirasina sahip olmalar1 sebebiyle farkli
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genlerin {irlinii olmalar1 ve buna bagli olarak da aktif bolgelerinde farkliliklar olmasi,
izoelektrik noktalarinin farkli olmasi ve elektriksel alandaki hareketliliklerinin farkli
olmas1 sayilabilir. izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin

farkli subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler (Devlin 2002).

Enzim aktivitesine substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH, iyonik
siddet, inhibitér ve aktivatorler etki ederek enzimlerin katalizleme hizlarin
degistirebilirler. Enzimler protein yapisinda oldugu i¢in, ortamdaki sicaklik
degismelerinden etkilenir. Enzimler belirli sicaklikta calisirlar. Bir enzimin en iyi
calisabilecegi sicakliga optimum sicaklik denir ve bu degerler genellikle 30-40 °C
arasindadir. Daha diisiik ve daha yiiksek sicaklik, enzimlerin ¢aligma hizini olumsuz
etkiler. Enzimlerin yapis1 yiiksek sicaklikta tamamen bozulurken, diisiik sicaklikta
bozulmaz. Bundan dolay1 dondurarak besin maddeleri saklanilabilmektedir (Nelson and
Cox 1993; Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Her enzimin maksimum aktiviteye sahip oldugu bir pH araligi vardir ve bu pH’ya
“optimum pH” denilmektedir. Enzimler ¢ogunlukla fizyolojik pH civarinda yiiksek
aktivite gosterirler ancak bazi enzimlerde bu durum farklilik gésterebilir. (Nelson and
Cox 1993; Keha ve Kiifrevioglu 2005) Mesela, insanlarda proteinleri pargalamada
gorev alan enzimlerden pepsin pH 2.0’de, tripsin pH 8.5’ta maksimum aktivite
sergilemektedir. Ortamdaki substrat miktarida reaksiyonun hizini etkilemektedir. Yani
yeterli konsantrasyonda substrat varsa, enzim miktar arttikga tepkimenin hizi da artar,
ancak tepkime hizi maksimum noktaya eristikten sonra sabit kalir. Ciinkii enzim
substrat ile iyice doymustur. Bazi enzimler sadece bir tek substrata etki ederken, bazi
enzimler ise bir grubu olusturan substratlara etki ederler. Bunlara ilaveten bazi
enzimlerde stereo Ozgiillik gosterirler. Bu tiir enzimler substratlarinin stereo
izomerlerine etki etmezler. Ornegin arginaz sadece L-arginini hidroliz ederken, D
izomerine etki etmez. Proteolitik enzimlerin etki Ozgiilliigiinii tayin eden 0Ozellik,
substrat molekiiliindeki amino asitlerin 6zel konfigiirasyonlart ve dizilis sirasidir.

Enzimler i¢in bazi1 spesifiklikler belirtilmistir. Bu 6zellikler;
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Mutlak spesifiklik: Bu o6zellik enzimin, sadece spesifik bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalizleme o6zelligidir. Enzimlerin ¢ogu mutlak spesifiklik 6zelligi

gosterirler.

Grup spesifikligi: Bu 6zellige sahip enzimler, benzer fonksiyonel gruplari iceren sinirh
sayidaki substratlar ile reaksiyona girebilirler. Ornegin glikozidazlar glikozidler
tizerinde, alkol dehidrogenaz ise alkoller Gizerinde etkilidir.

Bag spesifikligi: Enzimlerin, proteinlerdeki peptid bagi, karbohidratlardaki glikozid
bag1 gibi belli bag tipleri lizerinde etkili olma 6zelligidir. Mesela Kimotripsin, peptit

baglarinin hidrolitik pargalanmasinda gorevli bir enzimdir.

Stereo spesifiklik: Bu gruptaki enzimler, substratlarin sadece tek izomeri tizerinde
etkili olabilmektedirler. Ornegin arginaz sadece L arginini hidroliz eder ancak D arginin

izomerine etki edememektedir.

Hiicre igerisindeki metabolik olaylar hiicrelerin farkli organellerinde meydana
gelmektedir. Bu nedenle de metabolik reaksiyonlar1 katalizlemede gorev alan
enzimlerin hiicre igerisindeki lokalizasyonu da farklilk gosterir. Ornegin glikoliz
reaksiyonlart hiicrelerin  sitoplazmasinda gergeklesirken, solunum  zinciri ise
mitokondrilerde gerceklesmektedir. Dolayisiyla glikoliz reaksiyonlarinda goérevli olan
enzimler sitoplazmada, solunum zincirinde goérevli olan enzimler ise mitokondride

lokalize olmuslardir (Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Hiicrede sentezlendikten sonra goérev yapacagi hiicre dig1 ortama salinan enzimlere
“Hiicre dis1 enzimler”, etkisini sentezlendikleri hiicrede gosteren enzimlere ise “Hiicre
i¢i enzimler” denilmektedir. Genellikle enzimlerin sentezi hiicre igerisinde gerceklesir
ve daha sonra biiyiik bir kismi hiicre i¢i metabolik olaylar i¢in kullanilir. Fakat pepsin
ve tripsin gibi bazi 6zel sindirim enzimleri, sentezlendikleri hiicrenin disina salinirlar.
Biyolojik sistemlerde bazi enzimler inaktif 6n bilesikler halinde sentezlenmekte ve daha

sonra bir veya birkac peptid baginin proteolitik enzimler tarafindan hidrolizlenmesi
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sonucu aktif hal kazanmaktadirlar. Bu tlir enzimlerin inaktif 6n bilesik haline “zimojen”

3

bu aktiflesme sekline de “zimojen aktiflesmesi” denilmektedir. Zimojenler yapildigi
yerde inaktif halde sentezlenip, inaktif olarak kana karisirlar. Katalizleme yapacagi
yerde aktif olurlar (Nelson and Cox 1993; Keha ve Kiifrevioglu 2005). Bu tiir enzimlere
ornek olarak; besinlerdeki proteinleri hidrolizleyen sindirim enzimleri mide ve
pankreasta zimojen olarak sentezlenirler. Pankreastan sentezlenen kimotripsinojen’in
aktif hali tripsin’dir. Bu enzim ilk sentezlendigi yerde yani pankreasta aktif olsaydi

pankreasi1 pargalardi. Bu nedenle kimotripsinojen ince barsaga salinip tripsin tarafindan

proteolitik olarak pargalanip aktif formu olan tripsin’e dontisiiyor.

Reaksiyonlar ve onlari katalizleyen enzimler alt1 ana gruba ayrilir (Keha ve Kiifrevioglu

2005) bunlar sirastyla;

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda yiikseltgenme-indirgenme (redoks)
reaksiyonlarin1  katalizleyen enzimlerdir. Bu gruba dehidrogenazlar, oksidazlar,
rediiktazlar, oksigenazlar ve peroksidazlar gibi enzimler girer. NADH, NADPH,

FADH, bu gruptaki enzimlerin koenzimleridir.

Transferazlar: 1ki substrat arasinda Hidrojen disindaki gruplarm transferini
katalizleyen enzimlerdir. Glukoz, fosfat, aldehit, keton ve agil fonksiyonel gruplari bu

siniftaki enzimlerin transfer ettigi bazi gruplardandir.

Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid ve anhidrit gibi molekiillere veya P-N, C-X
gibi baglara bir su molekiilii katilmasiyla hidrolizi katalizleyen enzim grubudur. Lipaz,

esteraz, fosfataz, glikozidaz, niikleaz ve biitiin proteinaz enzimleri bu gruba girer.

Liyazlar: Hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir mekanizma ile komsu karbonlardan
gruplart uzaklastirip ¢ift bag (eliminasyon) olusturan veya ¢ift baga katilma
reaksiyonlarinmi katalizleyen enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarin
katalizlerler. Calismalarimizda kullandigimiz karbonik anhidaz (Karbonat hidroliyaz)
enzimi de ileride daha detayli bir sekilde anlatilacagi gibi bir adet ¢ift bag iceren
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karbonik asitten (H,CO3) bir su molekiilii uzaklastirarak iki adet ¢ift bag iceren karbon

dioksitin (CO,) olusumunu katalizler.

Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniisiimlerini

katalizleyen enzimlerdir. Mutazlar, epimerazlar, rasemazlar bu gruba girerler.

Ligazlar (Sentetazlar): ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden, fosfat
baginin kopmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimi ile iki molekiiliin baglanmasi (C-O,
C-S, C-N ve C-C arasinda) reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimlere

sentetazlar da denir ve bir bag olusmasini saglayan enzimlerdir.

Enzimler iizerinde en ¢ok arastirma yapilan onemli alanlardan biri de enzimlerin
inhibisyon oOzellikleridir. Enzim-substrat kompleksinin olusmasina olanak saglayan
bolge enzimin yalnizca belirli bir bolgesini igermektedir. Clinkii enzimler biiyiik, buna
karsilik substratlar kiiciik molekiillerdir. Bu durumda enzim iizerinde substratin
baglandig1 ve son olarak da iirline doniistiiriildiigi bir bolgeye ihtiya¢ duyulmaktadir ki
bu bolgeye de “aktif bolge” adi verilmektedir. Aktif bélgede en az bir aminoasit spesifik
bir rol oynamaktadir. Enzim-substrat kompleksinin olusmasini etkileyen, enzim
aktivitesini azaltan maddelere “Enzim Inhibitérleri”, bu olaya ise “Enzim Inhibisyonu”
denir. Enzim aktivitesine substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH,
iyonik siddet, inhibitor ve aktivatorler etki ederek katalizleme olayini olumlu ya da

olumsuz etkileyebilirler (Keha ve Kiifrevioglu 2005; Berg et al. 2014).

1.11.1. Esteraz Enzimi

Esterlere bir su molekiilii girisini katalizleyerek asit ve alkol olusumunu saglayan
enzimler hidrolazlar siifina giren esterazlardir. Esterazlarin biyolojik islevleri, substrat
ve protein yapilar1 farklilik gostermektedir (Oakeshott et al. 1993). Esterazlar

katalizledikleri reaksiyon tipine gore dort ana gruba ayrilarak incelenebilmektedirler:
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Asetil esterazlar: Bu grup esterazlar genellikle alifatik substratlar {izerine etkilidirler.
Orn. Asetik asit.

Aril esterazlar: Bu grupta yer alan esterazlar siilfhidril grubu tasiyan inhibitorler

tarafindan inhibisyona ugrar ve aromatik substratlar {izerinde etkilidirler.

Karboksil esterazlar: Organofosfor’lar (OP) tarafindan inhibisyona ugrar ve asetik

asitten daha uzun zincirli alifatik gruplar iizerine etkilidirler. Orn. Biitanoik asit.

Kolinesterazlar: Organik fosfor bilesenleri kolinesterazi irreversibl olarak baskilar.
Bulgular asetilkolinin sinir uglarinda birikiminin yansimasidir. Alifatik esterlerin

yaninda birde kolin esterleri substrat olarak segerler.

1.11.1.a. Asetilkolinesteraz Enzimi (AChE)

Enzimler, organizmalardaki metabolik reaksiyonlarin doniistiimiinii katalizleyen protein
yapidaki biyolojik molekiillerdir. insan viicudunda karbohidrat, lipid, protein ve niikleik
asitler disinda biiylik 6nem arz eden bazi organik yapiya sahip molekiiller bulunur. Bu
organik molekiiller viicutta baz1 hayati fonksiyonlar1 ger¢eklestirmektedir. Bilhassa 20.
yiizyilda bilimde elde edilen ilerlemeye paralel olarak s6z konusu organik bilesiklerin
de viicuttaki islevlerinin ne oldugu konusunda da olduk¢a arastirma yapilmistir. Bu
molekiillerin taninmasi, viicuttaki miktarlar1 hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in 6nemli
rol oynamasinin yaninda yan etkileri daha da aza indirecek yeni ilaglarin sentezine 151k

tutmas1 bakimindan da yardimci olmustur (Goger et al. 2013).

Asetilkolin, otonomik gangliyonlarin sinapslarindan ve iskelet kasmi doseyen sinir
telciklerinin uglarindan salgilanan kolinin asetil esteri olan ndrotransmitter bir
maddedir. Asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7), dokularda serbest veya fosfolipidlerle
birlesik halde bulunan lipotrofik etkiye sahip asetilkolini hidrolizleyen nonspesifik bir
enzimdir. Asetilkolin sinir ug¢larindan etkiledigi organa veya sinir ucundan ikinci bir

sinir hiicresine, sinir impulsu tasima gorevinin yaninda sinir ve kas lifleri boyunca



55

biyoelektriksel akimin olugsmasint da saglayan biyolojik 6nemi biiyiik olan bir esterdir
(Giiven 2000). Asetilkolinesteraz (AChE), sinaptik araliktaki asetilkolini inaktive eder.
Yani asetilkolinesteraz sinir ucu Oniinde biriken kimyasallar1 parcalayip oradan
uzaklagtirarak ortalig1 siliplirmektedir. Boylece sinir iletiminde olast bir aksaklik

meydana gelmez (Goger et al. 2013).
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Pre-zinaptik néron Prasi ik né Dresi -
* : <
Post-sinaptik néron vevs kas hiboresi Poct-sinaptik néron veva kas hiicesi Post-zinaptik ndron wevs kas hiboresi
B Asstilkolin (ACH) B ach B ach
Wl ACh reseptici j ACh meeptodd e ACh meseptéch
A~ sinat itetiomi N~ sinyal itetimi N~ sinyat itetimi
Azstilkolinesteraz (ACHE) . AChE
B Orzanodbelt pastizit (OF)

Sekil 1.21. Asetilkolinesterazin sinir hiicresindeki fonksiyonu

Insan bedeninden milyarlarca kat kiigiik olan ve viicudun her yerine dagilmis ve her
daim faaliyet gosteren enzimlere bagli olarak yasamimizi devam ettirmekteyiz.
Asetilkolinesteraz (AChE) ile bu durumun ciddyeti kanitlanmaktadir. Biinyemizdeki
yiizlerce enzimden yanlizca asetilkolinesteraz eksik olursa yasamamiz miimkiin
olmamaktadir. Ciinkii bahsi gecen enzim eksikligi viicudun tiim elektriginin kesilmesi
anlamina gelir. Asetilkolinin (ACh) giiclii farmakolojik etkisi 1906 yilinda bulunmustur
(Nacmansohn 1952). Onceleri asetilkolin’in, sadece sinir uglarindan etki ettigi organa
veya sinir ucundan bagka bir sinir hiicresine, impuls tagimasi sagladigi zannedilse de,

son zamanlarda elde edilen verilere gére durumun bununla kalmadigi, asetilkolin’in
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ayrica sinir hiicreleri ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da rol
aldig1 belirlenmistir. Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak
tizere kolinerjik olan ve olmayan dokularda genis bir dagilima sahip olan enzimlerdir.
Kolinesterazlar hiicre yenilenmesi ve farklilasmasinda, bununla birlikte ¢esitli etkenler
sonucunda olusan strese yanit vermede rol oynarlar (Wilson and Nachmansohn 1954;
Carlson 1992). Kolinesterazlar iki grupta ele alinir. iki grup substrat dzgiilliigii, doygun
substrat varligindaki durumlarda sergiledikleri davranislar1 ve inhibitorlere gosterdikleri
afiniteye gore belirlenmistir. Bu iki tamimlama ise, asetilkolinesteraz (gergek
kolinesteraz) (AChE; EC 3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz (psddokolinesteraz) (BChE; EC
3.1.1.8) olarak yapilmistir (Nese 2003). Her iki kolinesterazin lokasyonlari ve
substratlar1 farklilik gosterir. Asetilkolinesteraz; beyinin gri maddesinde, sinir uglarinda,
kasta, akcigerde, dalakta ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonda bulunur ve en 6nemli
fizyolojik rolii de sinir uglarindan salinarak sinaps iginde ndéral impulsun iletimini
saglayan asetilkolinin hidrolizidir. Biitirilkolinesteraz ise; serum, kalp, pankreas,
karaciger ve beynin beyaz maddesinde (santral sinir sisteminde) bulunur 6zellikle enzim
hayvanlar dleminde de olduk¢a yaygidir (Wilson and Nachmansohn 1954; Allam et al.
2007).

Sekil 1.22. AChE enziminin literatiirdeki ti¢ boyutlu yapisi (Oakeshott et al. 1999)



57

Asetilkolinesteraz, aktif bolge ve katalizleme mekanizmasi agisindan baska enzimlerden
farklidir (Sekil 1.22). Oakeshott ve arkadaslar1 asetilkolinesterazin ilk kez {i¢ boyutlu
yapisini detayl bir sekilde aydinlatmislardir (Oakeshott et al. 1999).

Enzim a heliks ve B tabakalarindan olusur. Sari renkli bolge 14 aromatik aminoasit
iceren rezidii aktif bolgenin etrafin1 sarmaktadir. Aktif bolgede lokalize olmus Serin,
Histidin ve Glutamat amino asitleri katalitik ti¢liiyli olusturmaktadir. Sekle gore, enzim
tizerinde substratin baglanacagi bolge mavi renk ile gosterilmektedir (Oakeshott et al.

1999).

Asetilkolinesteraz ilk kez 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik
organindan saflastirilmistir. Diger esterazlardan da asetilkolini hidrolizleme
spesifikliginden dolayr aymirt edilerek saflastirilmaktadir. Bu sebeple de
asetilkolinesteraz adin1 almistir (Phillips 1996). Asetilkolinesteraz basta sinir ve kas
dokusunda olmak iizere merkezi ve periferal dokularda yaygm bir sekilde
bulunmaktadir. AChE’1n temel yapisal ve katalitik birimi 70-80 kDa araliina sahip bir
glikoproteindir. AChE bulundugu dokuya gére monomer, dimer ya da tetramer halde
bulunmaktadir (Massoulié et al. 1993). Asetilkolinesteraz’in aktif bolgesinde 5 alt bolge
tarif edilmistir (Sussman et al. 1991, Massouli¢ et al. 1993).

Periferal Anyonik Bolge: Aktif bolge oyugunun agzinda olup Tyr 70, Trp 121 ve Trp
279’dan meydana gelmistir. Ligandlar ilk bu bolgeye baglanir sonra da aktif merkeze
yonlendirilirler (Radic et al. 1993, Barak et al. 1994).

Kolin Baglama Bolgesi: Bu bolgede bulunan Trp 84 ve Phe 330 rezidiilerinin elektron
bakimindan zengin aromatik halka sistemleri, substrat ve inhibitorlerin katyonik ucu ile

katyon-m elektronlari etkilesimi meydana getirirler.

Oksi-Anyon Deligi (OAD): Kolin baglama bdlgesinin yaninda bulunan oksi-anyon
deligi Gly 118, Gly 119 ve Ala 201 rezidiilerini icermektedir. Bu bolge sayesinde hem

gecis durumlar stabilize olur hem de aktivasyon enerjisi bariyeri azalir. Substrat dikey
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pozisyondan yatay pozisyona dondiiriilerek katalitik Ser 200’iin etkisine girmesi

saglanir (Zhang et al. 2002).

Agil Baglama Cebi: Substrat yatay olarak dondiiriildiigiinde, substratin agil kismi agil
baglama cebine baglanir. Asetilkolinesteraz’in agil baglama cebinde Phe 288 ve 290’1n
aromatik halkalari, substratin hareketini kisitlar ve asetilkolin gibi kii¢iik agil gruplara

sahip substratlarin katalizini hizlandirir (Radic et al. 1993; Pezzementi et al. 2003).

Katalitik Triad: OAD ve agil baglama cebiyle yaptig1 etkilesimler sonucu stabilize
olan substrat, aktif merkezin esteratik bolgesinde yer alan ve Ser 200, His 440 ve Glu
327°den meydana gelen katalitik triad’in etkisine girer. Katalitik triad bir yliik dagitim
sistemi olup, ilk asamada Ser 200’tiin OH grubundan His 440-Glu 327 ikilisi yoniinde
proton aktarimi sonucunda Ser 200 niikleofilik o6zellik kazanmaktadir. Ser 200
oksijeninin substrat olan asetilkoline atagi sonucu Agil-enzim ara {irinii olusur.
Akabinde elektron dagiliminin ters donmesi sonucu bu ara iiriinden alkol biriminin
uzaklasmasi katalizlenir. ikinci iiriin olan karboksilli asidin ag13a ¢ikmas1 ve son olarak
Ser 200’iin His 440’den bir proton alarak serbest kalmasi ile enzim ilk haline donmiis

olur (Koellner et al. 2000; Zhang et al. 2002; Tiyli Kiigiikkiling 2014).
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Sekil 1.23. E2020 ligand: ile kompleks yapmis asetilkolinesteraz aktif merkez
oyugunun MOE yazilim: araciligiyla gosterimi (Protein data bank kodu: leve)

Kisacas1 AChE’1n katalizleme mekanizmasi iki kademede gerceklesmektedir. Birinci
kademede enzim aktif bolgesinde barindirdigi aromatik aminoasit rezidiileri sayesinde
giiclii bir niikleofilik 6zellik kazanmstir ve bu sekilde atak yapar. Ikinci kademede ise
yine aktif bolgede bulunan ve {irlinlin olusmasina olanak saglayan serin rezidiisii
bilinyesindeki hidroksil grubu sayesinde hidrolizleme islemi ger¢ceklesmektedir (Demir
and Turkoglu 2005). Asetilkolinesteraz’in en 6nemli fizyolojik rolii sinir uclarindan
salinip sinaps igerisinde noral impulsun iletimini saglayan asetilkolinin hidrolizini
katalizlemektir (\Vale 1998; Pope et al. 2005), ancak Biitirilkolinesterazin fizyolojik roli
hala bilinmemektedir (David et al. 2004; Temel 2008).
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Sekil 1.24. Asetilkolin’in hidroliz reaksiyonu

Asetilkolinesteraz’in aktivitesinde bir azalma ya da engelleme s6z konusu oldugunda
sempatik ve parasempatik motor sinir sistemi ile merkezi sinir sistemlerinde ciddi
aksakliklar meydana gelmektedir (Lotti 1995). Asetilkolinesteraz’in inhibitorlerinden
olan organofosforlu pestisidler AChE’1n aktif bolgesinde bulunan ve iriiniin olusmasina
olanak saglayan serin rezidisii ile kovalent bag yaparlar. Sonu¢ olarak
norotransmitterlerin dogal hidrolizini engelleyerek inhibisyona sebep olmaktadirlar
(Dailianis et al. 2003). AChE’m inhibe olmasi durumunda ACh birikimi olur ve bu
durumda sinapslar ve néromuskular bosluklarda aktivasyon artar. Bunun sonucunda da
kolinerjik sistem uyarist yogunlasmaktadir (Soreq and Zakut 1993; Hazarika et al.
2003; Tuovinen 2004).

Organofosfatlar (OP) AChE’1n aktif bolgesinin uzun siire dolu kalmasina ve bu yiizden
de ACh’i hidroliz edememesine sebep olmaktadirlar. OP’lar, AChE’in katalitik
triadinda bulunan serin rezidiisiinii hidroksil oksijeninden fosforilleyerek aktif bolgeyi
isgal eder (Aldridge and Reiner 1969; Fukuto 1990). Bundan sonra da ¢ogu OP
‘yaslanma’ adi1 verilen bir bagka reaksiyona ugramaktadirlar. Yaslanma durumunda OP,
bir alkil siibstitlienti kaybeder ve negatif yiiklii hale gelmektedir. Boylece negatif yiiklii
OP artik enzimden wuzaklasamamaktadir. Fosforillenmis AChE, oksimler gibi
niikleofiller araciligi ile deagilasyona ugratilarak eski haline dondiiriilebilir, fakat
yaslanmaya ugramis enzim i¢in bu durum miimkiin degildir (Barak et al. 2000). Soman
gibi sinir ajanlarinin yaglanma reaksiyonlar1 dakikalar i¢cinde gerceklesirken, paraokson
veya etildiklorvos gibi pestisitlerin yaslanma reaksiyonlar1 giinler alir (Nachon et al.
2005). Asetilkolinesteraz islevlerinin kayb1 sinaptik araliklarda asetilkolinin birikmesine
neden olmaktadir ve sonug olarak kas paralizi, nobet ve asfiksiye bagl olarak oliimler

meydana gelmektedir (Tiyli Kiigiikkiling 2014).
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Sekil 1.25. Asetilkolinesterazin organofosfatlarla etkilesim mekanizmasi

Norolojik bir rahatsizlik olan Alzheimer, AChE’in sistemli ¢alismamasindan
kaynaklanir. Bu hastalikta asetilkolin olmasi gerekenden ¢ok daha hizli bir bicimde
ortadan kaldirilir ve bdylece sinir uyarilart ya ¢ok zayif olur ya da sinir hiicreleri
arasinda iletim tam olmamaktadir (David et al. 2004). Asetilkolin, Kolin asetiltransferaz
(ChAT) enzimi katalizorliigiinde kolinerjik noronlarda Asetil KoenzimA’daki (CoA)
asetil grubunun kolin ile birlesmesiyle meydana gelmektedir. Asetil CoA ise, glikoliz
yolunda olusan piirivattan piirivat dehidrogenaz enzim kompleksi katalizorliigiinde
sentezlenmektedir. Kolin de hem besinlerdeki hem de hiicre membranlarinda mevcut
olan fosfolipitlerden elde edilmektedir. Bunun yaninda asetilkolinesterazin hidrolizini
katalizledigi asetilkolinden de agiga c¢ikmaktadir. Sinapslardaki asetilkolin miktar
kolinasetiltransferaz ve asetilkolinesteraz miktarina baghdir. Sentezlenen asetilkolinler
presinaptik noron vezikiillerinde depolanip, ndronlara sinir uyarilar1 geldigi zaman
sinaptik bosluga salinir. Sinaptik bosluktaki asetilkolinlerin biiyiik bir kismi
postsinaptik reseptorlere baglanir. Acikta kalan yani reseptorlere baglanmayan
asetilkolinler ise asetilkolinesteraz tarafindan hidrolize ugrayarak yikilir. Postsinaptik
noronlara baglanmig olan asetilkolin sinir uyarisinin iletimini sagladiktan sonra
ayrilarak asetilkolinesteraz tarafindan hidrolize ugrar ve bu yolla elde edilen kolin de

tekrar kullanilmak amaciyla presinaptik noronlara aktarilir (Nelson ve Cox 2005).

Glinlimiizde yaygin olarak ortaya c¢ikan bir ¢esit demans rahatsizligi olan Alzheimer

ayni zamanda ndrodejeneratif bozukluktur. Bu tiirlii demans rahatsizliklarinda beyinde
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bellek iizerinde fonksiyonlarinin aksamasi seklinde tanimlanmaktadir. Alzheimer
rahatsizliginin en 6nemli sebeplerinden biri beyindeki asetilkolinin miktarinda meydana
gelen azalmadir (Akincioglu et al. 2013). Daha 6nce de belirtildigi gibi bir ¢esit demans
rahatsizlig1 olarak ortaya ¢ikan Alzheimer hastaligi ile birlikte; sosyal ve 6grenme
fonksiyonlarmin giderek azalmasi sonucu olarak belekte, algilamada, soyut diisiinme,
problemleri ¢6zme, konusma yetisinde ve yargilama kapasitesi gibi yasamin kaliteli bir
bigimde siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a Onemli olan fonksiyonlarda aksakliklar

gorilmektedir (Sahin and Yazic1 2007).

Alzheimer’in de Parkinson hastaliinda oldugu gibi kesin bir tedavi yOntemi
geligtirilememistir.  Giinlimiizdeki mevcut tedavi yontemleri sadece hastaligin
belirtilerini en aza indirmeye yoneliktir. Hastaligi tamamen gidermeye yonelik bir
tedavi sekli su an i¢in mevcut degildir. Hastalik tamamen giderilemese de, Alzheimer
hastalarinin oldugunca kaliteli bir yasam siirdiirebilmesi i¢in AChE inhibitorleri
(Donepezil, Rivastigmin) yaygin olarak kullanilir (Goger et al. 2013). Fakat inhibitor
etkisi gosteren bu tiir ilaglar da gastrointestinal bozukluklar ve hepatotoksisite gibi yan
etkilerin olusumuna neden olmaktadir. Bu sebeple, son zamanlarda hem etkin hem de
giivenli olan ve bunun yaninda 6zellikle de dogal olan AChE inhibitorler daha da 6nem
ve ilgi odagi olmustur. Cogu pestisit ve herbisit AChE inhibitorii olarak aktivite
gostermektedir. Tip ve ziraat alanlarinda yaygin olarak AChE inhibitorler
kulanilabilmektedir. Her iki alanin da canlilarla dogrudan baglantis1 olmasi sebebiyle
yan etkilerin ortadan kaldirilmasi agisindan dogal {iriin yapisindaki inhibitorlere olan

ilgi her gegen giin artmaktadir (Akincioglu et al. 2013).

1.11.1.b. Biitirilkolinesteraz Enzimi

Kolinesterazlar, kolin esterlerini hidroliz eden enzimler olarak tanimlanmislardir. Farkli
substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen arastirmalar sonucu kinetik olarak farkl
ozellikte iki ¢esit kolinesteraz enzimi oldugu tespit edilmistir (Brown et al. 1981).
Bunlarn ilki, diisiik substrat derisimlerinde yliksek aktivite sergileyen fakat yiiksek

substrat konsantrasyonlarinda ise inhibisyona ugrayan ve insan eritrositlerinde lokalize
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olan gercek (Asetilkolinesteraz) kolinesterazdir. Ikinci enzim ise, substrat
konsantrasyonu arttik¢a aktivitesinde de artis olan ve insan serumunda lokalize olmus
Psodokolinesteraz (Biitirilkolinesteraz)’dir (La Du and Dewal 1970; Brown et al. 1981;
Massoulié et al. 1993). Ilerleyen zamanlarda yapilan incelemeler sonucu eritrositlerde
bulunan gergek kolinesterazin sadece kolin esterlerini hidrolizledigi, serumda bulunan
psodokolinesterazin da kolin yapisinda olmayan ester molekiillerini de hidroliz ettigi
tespit edilmistir (Layer et al. 2005). Neticede kolinesterazlar, bir norotransmitter olan
asetilkolinin kolinerjik sinapslardan salinmasiyla yikimini gergeklestirerek kolinerjik
sistemini kontrol altina alirlar (Brown et al. 1981; Massouli¢ et al. 1993).
Biitirilkolinesteraz, hem biitirilkolini hem de asetilkolini hidroliz eder, ancak
biitirilkolini daha hizli bir sekilde hidroliz etmektedir. Kolinesterazlarin en iyi aktivite
gosterdigi pH araligi fizyolojik pH araligidir. Reaksiyon mekanizmasi enzimin aktif
bolgesindeki serin rezidiisii vasitasi ile gergeklesir (Alles and Hawes 1940; Massoulié et
al. 1993). Diisopropilflorofosfat bilesiklerinin kolinesteraz enzimlerinin aktif
bolgesindeki serin rezidiisiinii alkillemesiyle birlikte geri doniisiimsiiz bir inhibisyon
meydana gelmektedir (Lockridge 1990; Massoulié¢ et al. 1993). Insektisitler ve sinir
gazlari olarak bilinen organofosfatlar da kolinesteraz enzimlerinin spesifik inhibitorleri
olmaktadirlar (Brown et al. 1981; Darvesh et al. 2013). AChE ve BChE dokularda
farkli konsantrasyonlarda lokalize olmaktadirlar (Massouli¢ et al. 1993). Yetigkinlerde
serum AChE enzimi miktart 8 ng/mL iken BChE enzimi konsantrasyonu ise 3 300
ng/mL seviyelerinde bulunmaktadir (Chatonnet and Lockridge 1989). AChE kaslarda
ve sinir sisteminde yiliksek oranda bulunurken, BChE enzimi de bu dokularda az
miktarda bulunmaktadir (Massoulié¢ et al. 1993). BChE karacigerde sentezlenir ve kana
karisir. Ayrica, adipoz doku, ince barsak, akciger ve beynin beyaz maddesinde de
lokalize olmaktadir. Kolinesteraz enzimlerinin substrat se¢icilikleri birbirinden farklidir.
ACNhE asetilkolini uzun zincirli kolin esterlerine gore daha hizli hidroliz ederken, BChE
enzimi de biitirilkolin ile sentetik yapidaki substratlarin hidrolizini hizla
gerceklestirmektedir (Chatonnet and Lockridge 1989). BChE enzimi 342 kDa
agirliginda olan ve tetramerik yapiya sahip bir glikoproteindir (Arisoy Agirgdl vd
2008). BChE, kardes enzimi olan AChE enzimine benzer sekilde 3 farkli katalitik
bolgeye sahiptir. Bunlar; esteraz, aril acilamidaz ve peptidaz (proteaz) aktivitesi

gosteren bolgelerdir. AChE enziminin kolinerjik etkileri net bir bigimde agiklanmig
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olmasina karsin, BChE enziminin fizyolojik rolii ve 6nemi hali hazirda tam olarak
aciklanamamaktadir (Masson et al. 1998). Her iki enzim de farkli dokularda lokalize
olan benzer islevlere sahiptirler. BChE enzimi, etkili inhibitorleri olarak bilinen
organofosfat ve karbamat yapisindaki molekiillerinin AChE’a ulasmasini engellemek
icin dolasimda hidroliz etmektedir. AChE eksikliginde kolinerjik sinir iletiminin
kontrolii sirasinda, anestetik bir molekiil olan siiksinilkolinin hidrolizi, aspirin, eroin ve
amitriptilin gibi bazi ilaglarin metabolize edilmesinde, bambuterol’iin aktiflestirilmesi
gibi reaksiyonlar1 katalizleme etkisi oldugu da tespit edilmis ve olduk¢ca Gnem
kazanmistir (Massoulié et al. 1993; Darvesh et al. 2013 ). Bu sebeple de BChE bir¢ok
molekiilii detoksifiye eden enzim olarak nitelendirilmektedir (Massouli¢ et al. 1993)..
Ornegin, insanlar icin kas gevsetici bir molekiil olan siiksinilkolinin hidrolizi
gerceklesmedigi icin anastezi ile uykuda kalma siiresinin artmasit BChE enziminin
aktivitesinin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir (Brown et al. 1981; Massoulié et al.
1993). Daha once de bahsedildigi gibi organofosfat molekiilleri kolinesteraz
enzimlerinin giliglii inhibitérleridir (Masson et al. 1997). Kimyasal savas silahlar1 da
olarak kullanilan bu tiir inhibitorler kolinesteraz enzimlerinin aktif bolgesindeki Ser 198
rezidiistiniin fosforillenmesine ya da fosfonillenmesine sebep olarak kademeli bir
sekilde inhibisyona neden olmaktadirlar. Fosforillenen enzim hidrofobik bir forma
gecerek substratlarinin hidrolizini gergeklestirememektedir (Masson et al. 1997a). Fakat
oksimler gibi giiclii niikleofilik etki gosteren molekiiller sayesinde yeniden aktif hale

gecebilmektedirler (Wong et al. 2000).

1.11.2. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (CA; Karbonat hidroliyaz, EC 4.2.1.1), biinyesinde metal iyonu
bulunduran ve CO’in hidratasyonunu ve HCOj3’in dehidratasyonunu tersinir olarak
katalizleyen bir metaloenzimdir (Oktay et al. 2015). Karbonik anhidraz ilk olarak sigir
eritrositlerinden saflagtirilmigtir (Maren 1967; Supuran and Scozzafava 2001).
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Sekil 1.26. Eritrositlerin kotransport sistemi ile transmembran elektriksel potansiyelde
herhangi bir degisiklik yapmadan HCOj3’1n giris ve ¢ikisini saglamasi

[k olarak omurgalilar ve memelilerde daha sonra ise yiiksek bitkilerde, alglerde ve bazi
bakterilerde karbonik anhidraz enzimi bulundugu tespit edilmistir (Krungkrai et al.
2001).

CA insanlarda, mide, bagirsak sistemi, sinir sistemi, lreme sistemi, akcigerler,
bobrekler, deri ve goz gibi dokularda mevcuttur (Supuran 2008). 1940’11 yillarda Keilin
ve Martin siilfonamidlerin karbonik anhidrazi inhibe ettigini bildirmislerdir. Buna
ragmen karbonik anhidrazin izolasyon caligmalar1 dort yil sonra sonu¢ vermistir. Bu
enzim dogada bulunan en aktif enzimlerden birisidir ve sadece memelilerde degil diger
hayvan ve bitkilerde de bulunmaktadir. Insanlarda beyin, akciger, mide, pankreas,
karaciger, bobrekler, kas dokusu ve oOzellikle de alyuvarlar gibi dokularda
bulunmaktadir. Insan viicudunda bulunan en énemli tampon sistemlerindendir. CA asil
olarak solunum sirasinda olusan CO’in suda ¢oOziinmesini, tasinmasini ve viicuttan
atilmasin1 saglamakla beraber, asit-baz dengesini, iyon degisimini, kardiyovaskiiler

sistemin diizenlemesi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda da rol alan ¢ok 6nemli bir enzimdir
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(Supuran 2013). CA, CO; molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yani sira,
karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri ve ayrica siyanatin (ROCN)
karbamata (R3NCO,) veya iirenin (CH4N20), aldehitin (RCHO) geminal diole

(R2C(OH),) hidratasyonu reaksiyonlari da bu enzim tarafindan katalizlenir.
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Sekil 1.27. Karbonik anhidraz izoenziminin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His 119)
*Biiyiik kiire Zn*? iyonunu, etrafindaki kiigiik kiireler de kristal yapida immobilize olmus su molekiillerini
belirtmektedir)

CA ile ilgili calismalar ilerledik¢e enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan
eritrositleri, sican tiikriigli, sigir 16kositleri, sigir kemigi, kaslar, tiikiiriik bezleri, sinir
miyelin kilifi, prostat, pankreas, beyin ve endometrium dokularindan, ¢esitli bakteriler
ve bitki kaynaklarindan saflagtirthp karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki
molekiil kiitlesi 30 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman
1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004).

CA’ nmn a-, B-, y-, 0-, (- ve n-CA'lar seklinde alt1 farkli genetik ailesi bilinmektedir
(Scozzafava et al. 2015a; 2015b). ilk tespit edilmis ve iizerinde en fazla calisma
yapilmis izoenzimleri bilinyesinde bulunduran a-smifindaki enzimler monomerik
yapidadir. Cok az sayida prokaryotik a- sinifi karbonik anhidraz da tespit edilmistir.
Simdiye kadar CA enziminin 16 tane izoenzim tespit edilmistir (Alterio et al. 2012;

Ceruso et al. 2014). Bu izoenzimlerin hiicre i¢i lokalizasyonu, inhibitorleri, katalitik
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aktivite ve ilgileri farklilik gosterebilir. Bu izoenzimlerden bes tanesi sitozolde (CA I,
CA I, 111, VII ve XIII), dort tanesi membrana bagli (CA 1V, IX, Xl ve XIV), bir tanesi
mitokondride (V), bir tanesi (CA VI) salg1 enzimi ve (i¢ tanesinin de nonkatalitik (CA
VI, VI, X ve XI) oldugu tespit edilmistir (Supuran and Scozzafava, 2002; Supuran et
al. 2003; Beydemir and Giilgin 2004; Bozdag et al. 2015). Canli sistemlerde ¢ok yaygin
bir sekilde bulunan CA enziminin, bulundugu ortamin sartlarina ve ihtiyaglarina gore
degisik izoenzimleri mevcuttur. Zamanla elde edilen verilere gore stirekli olarak yeni
izoenzimleri ortaya ¢ikartilmis olup bugiin itibariyle 16 tane izoenzimi tanimlanmistir
(Goger and Giilgin 2011). Ayrica CA bitkilerde de fotosentez olay1 sirasinda onemli
gorevler istlenmistir. Karbonik anhidrazin bitki hiicrelerindeki lokalizasyonu ise
cogunlukla kroloplastlarda ve az miktarda da sitozolde bulunmasi seklindedir. Bu
lokalizasyona bagli olarak CA, fotosentez esnasinda elektron transportuna katilir ve

elektron transport zincirine elektron vericisi olan bikarbonat (HCOj3’) iyonlarini saglar.

Kloroplastlarda lokalize olmus CA, tilakoit membranlarinda ve stroma tilakoitlerinde,
bagli CA olarak, stroma sivisinda ise ¢oziinmiis CA olarak bulunmaktadir. Bitkilerdeki
CA enzimlerinin fonksiyonlar1 lokalizasyonu ile iliskilidir. Uzerinde en ¢ok calisma
yapilan ve en yaygin olarak bulunan izoenzimleri ise CA 1 ve II’dir. Bu izoenzimler
disiilfit baglar1 ya da fosfat gruplari bulundurmazlarken diger tiim izoformlar disiilfit
baglar1 ve fosfat gruplar1 icermektedirler. Saflastirmasi en rahat olan ve kullanimi
yaygin olan izoformu CA 1I’dir (Akincioglu et al. 2013). Insan eritrosit hiicrelerinden
saflagtirilan hCA Il enzimi miktar;, 1 g hemoglobinin igerisinde 2 mg olarak
hesaplanmistir ve bu deger hCA I’e oranla daha azdir. Bu izoenzimin turnover sayis1 25
°C’de 10° s olarak bulunmustur. hCA 11 ve IV izoenzimleri ise géz lensi, kornea ve
silyer epitelyumda bol miktarda bulunmaktadir. Genel olarak insandaki CA
izoenzimleri incelenmis, daha sonra da izoenzimlerin varligi zamanla tespit edilmistir.
Bu izoenzimlerin en o6nemli temel fonksiyonlari, dokulardaki kilcal damarlardan
metabolik bir triin olan COy’i, HCOs3a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3’1n
COy’e doniisiim reaksiyonunu katalizleyerek solunum olaymda gorev almasidir (Goger

and Giilgin 2011). hCA | izoenziminin turnover sayisi da 2,5x10° s olarak belirtilmistir
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(Ren and Lindskog 1992; Sly and Hu 1995; Supuran and Scozzafava 2001). CA’nin

katalizledigi reaksiyonlardan bazilar1 asagidaki c¢izelgede sunulmustur (Supuran and

Scozzafava 2001).

Cizelge 1.6. Karbonik Anhidraz enziminin katalizleme yaptigi reaksiyonlar (Supuran

and Scozzafava 2001)

0=C=0 )
O=C=NH
HN=C=NH
RCHO
RCOOATr

RSO;Ar
ArF
PhCH,OCOCI

.

RSO,CI

CA

HCO; +H'
H,NCOOH
H,NCONH,
RCH(OH),

= RCOOH + ArOH

—————

H,0

RSO;H + ArOH

HF + ArOH (Ar= 2,4-dinitrofenil)
PhCH,OH + CO, + HCI

RSO;H + HCI (R= Meg; Ph)

Tanimlanan hCA izoenzimlerinin bir¢ok hastalikla ilgisi vardir ve bunlar CA X ve XI

harig literatiirde yer almaktadir.
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Cizelge 1.7. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin katalizlemesindeki aksakliklarin sebep
oldugu hastaliklar ve bu izoenzimlerin birbirleriyle olan iliskisi (Alterio et al. 2012)

izoenzimler ilgili Oldugu Hastallk Diger hCA izoenzimleriyle Olan iliskisi
CAI Retinal ve beyin 6demi  Bilinmiyor
Glukoma hCA
Odem Bilinmiyor
CAll o o
Epilepsi Bilinmiyor
Mide bulantisi Bilinmiyor
CA 11l Oksidatif stres Bilinmiyor
Glukoma hCA
CA IV T iy
Retinitis Pigmentosa Bilinmiyor
Felg Bilinmiyor
CAVA/VB  Obezite hCA 1 ve Il
CA VI Karsinogenez hCA 1l
CA VII Epilepsi Bilinmiyor
Norodejenerasyonu Bilinmiyor
CA VIII e
Kanser Bilinmiyor
CAIX Kanser hCA 1 ve Il
Kanser hCA 1 ve Il
CA X1l
Glukoma Bilinmiyor
CA XIll Kisirlik Bilinmiyor
Epilepsi Bilinmiyor
CA X1V . . e
Retinopati Bilinmiyor

a: CA X ve Xl igin literatiirde herhangi bir veri mevcut degildir (Alterio et al. 2012)

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla mitokondriyal CA (hCA IV) enziminin inhibitori
olan siilfonamitlerin de iire sentezini azalttigi belirtilmistir. Ciinkii bu enzim, iire
devrindeki sitrulin sentezinde kullanilan HCOj3' iyonunu, sitrik asit devrinde agiga ¢ikan

COy’den saglayarak 1ire devrinin ilerlemesini saglar. Dokularin  mitokondri
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matrikslerinde bulunan hCA V izoenzimi de, karbamoil fosfat sentetaz-1 ve piruvat
karboksilaz enzimlerine bikarbonat iyonu sagladigi i¢in, lire devri ve glukoneogenez
reaksiyonlarinda rol oynadigi bilinmektedir. hCA V izoenzimi ayn1 zamanda lipogenez

reaksiyonlarinda da gérev almaktadir (Hazen et al. 1996).

Tiikriik bezinde ise CA enzimi olarak CA VI ve VII izoenzimleri bulunmaktadir. hCA
VI izoenziminin tiikrigiin pH dengesini sagladigi, hCA VII izoenziminin ise tiikriikte
bikarbonat salgilanmasinda etkili oldugu belirtilmistir (Lakkis et al. 1996).

CA enziminin hidrataz aktivitesi reaksiyonu Kkatalizlemesinin yaninda, elektrofilik
merkezlere sahip olan piriivat, aldehit ve alkil piriivatlarin hidratasyonu, piriivik
stilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi reaksiyonlarini niikleofilik ataklar ile
katalizlemektedir (Jabusch and Deutsch 1989; Lindskog 1997).

Karbonik anhidraz enzimi CO; ve H,CO3 ya da ortamin pH derecesine goére COgZ' ve
HCOj3  iyonlar1 arasindaki doniistimleri katalizlemektedir (Goger and Giilgin 2013). CO;,
difiizyonla kirmiz1 kan hiicrelerine gectiginde, alyuvar hiicrelerinde bulunan bu enzim
sayesinde cok hizli bir sekilde karbonikasite doniistiiriiliir. Karbonikasit ise, proton ve
bikarbonat iyonlarina ayrisarak tekrar kana gecer ve kanin pH’sin1 7,4’e dengelemeye
calisarak dogal bir tampon ¢06zeltisi olarak gorev yapar. Hibritlesmesi sp olan karbon
atomundan dolay1 ¢izgisel yapiya sahip CO,’in, sp? hibritlesmesine sahip karbon atomu
iceren ve tliggen diizlem yapiya sahip olan H,COj3’e kendiliginden doniisiimii ¢ok yavas
bir sekilde gerceklesmektedir. Ancak bahsi gegen donilisim reaksiyonu CA
katalizorliigiinde oldukga hizli bir sekilde gergeklesmektedir ve bu doniisiim sirasinda
Zn?* iyonunun biiyiik etkisi vardir (Lindskog 1997). Karbonik anhidraz bu reaksiyonun
hizim ileri derecede arttirarak saniyede 10%-10° reaksiyon hizma ulastirir. Fizyolojik
acidan hidrataz aktivitesi Onemlidir. Bu sayede organizmanin asit-baz dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol iistlenir. Bu dengenin bozuldugu durumlarda, 6rnegin gbz
ici tansiyonunda, karbonik anhidraz enzim aktivitesine miidahale siklikla uygulanan bir
tedavi yontemidir. Bu acgidan karbonik anhidraz inhibitorleri klinik olarak 6nemli

bilesiklerdir (Puscas et al. 2000).
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HO” “OH -0~ SOH 07 Do
Karbondioksit Karbonik Asit Bikarbonat Karbonat

Sekil 1.28. Karbondioksit’in CA katalizorliiglinde metabolize edilmesi

X-ray kristalografi ¢alismalarinin sonuglarina gére CA biinyesindeki metal iyonunun bir
H.O molekiilii veya OH" iyonu ve ii¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96 ve His 119)
tarafindan koordine edilen, enzimin aktif bolgesindeki 15 A derinligine sahip bir yarigin
tabaninda yer almaktadir. Kinetik ¢aligmalar biitiin karbonik anhidraz izoenzimlerinde
iki basamakli bir mekanizmanin oldugunu gostermistir. Ilk basamakta ¢inko metal
iyonuna bagl hidroksit iyonunun CO,’ye niikleofilik saldiris1 gergeklesmektedir. ikinci
basamakta ise ¢inko metal iyonuna bagli HO molekiiliiniin iyonlasmasi ve protonun
uzaklastirilmasiyla aktif bolgenin tekrar olusturulmasi olaylar1 gergeklesmektedir. Bu
mekanizmada reaksiyonun {i¢iincii basamaginda, protonun ¢dziicii ortamina aktarilmasi
icin enzimin aktif bolgesindeki bir amino asit birimi proton tasiyict birim olarak rol
almaktadir. Proton tasiyict birim, aldigi protonu ortamdaki tampon ¢ozeltisine
aktarmaktadir. CA II’nin katalizledigi enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak
protonun aktif bélgeden uzaklastirilmasi basamagidir. Bu sebeple aktif bolgedeki proton
tasima kapasitesine sahip amino asit birimleri aktivitede onemlidir. Ayrica aktivitede
cinkonun dordiincii ligand pozisyonuna yakin bdlgede bir hidrojen bagi yapmak icin

hidrojen alicisinin olmasi da ayr1 bir 6neme sahiptir.

Cinko metalinin bagl oldugu H,O molekiilii, Glu 106 nin karboksil grubu ile sirasiyla
koprii olugturan Thr 199’un hidroksil grubu ile hidrojen bagi olusturmak suretiyle
tutunmaktadir. Bu etkilesimler sayesinde, ¢inkonun bagli oldugu H,O molekiiliiniin
niikleofilik karakteri arttirilmakta ve uygun mesafedeki elektrofilik merkeze sahip olan
COy’e dogru hareket ederek niikleofilik olarak atak yapmaktadir (Arslan 1994; Akbaba
et al. 2014). Karbonik anhidraz enziminin aktif formu hidroksil grubunun Zn** iyonuna
baglanmasiyla olusur (1. Komplex). Enzim aktif hale geldikten sonra, sahip oldugu

niikleofilik formu ile elektrofilik yapidaki CO, molekiiliine saldirir (2. Komplex).
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Boylece, Zn** metal iyonuna bagl bikarbonat iyonunun olusumu saglanir (3. Komplex).
Takiben, HCOj3 iyonu da ortamdaki bir H,O molekiilii ile yer degistirerek ¢ozelti
ortamima geger. Son olarak da, Zn** metal iyonuna H,O molekiilii baglanmis olur (4.
Komplex) ve boylece enzimin asit formuna doniismesi saglanir (Lindskog 1997,
Akincioglu et al. 2013; Akbaba et al. 2014). Kompleks 1’in rejenerasyonu igin de aktif
formdan ortama bir proton transferi olur. Bahsi gecen proton transferi ya ¢ozeltinin aktif
kismindaki proton mekigi, ya da ortamdaki mevcut tampon sistemi yardimcilig: ile olur
(Scozzafava and Supuran 2002a; Cetinkaya et al. 2012). CA enziminin CO,‘i hidratasyon
reaksiyonunun katalizleme mekanizmasi i¢in onerilen sema Sekil 1.4’te verilmis (Lindskog
1997; Akimcioglu et al. 2013). CA, biyofiziksel, biyoanalitik, biyoorganik ve 6zellikle ilag
tasarimi c¢aligmalar i¢in oldukga elverisli bir enzimdir. CA, tek zincirli bir protein yapiya

sahip olan, ortalama molekiiler agirligina sahip olan bir enzimdir (Akincioglu et al. 2013).

H<

(o} Inh~
1 1
nz.",,,” Zlnz.",,,
_ / \ ' His 119 / \ " His 119
His 94 s 06 His 94 s o6
BH H,0
5 6
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Ho _H H.
Q H o
zlnzt” -/ . Zlnz.",,,
/ \ " His 119 1 / \ " His 119
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HCO3 CO,
4 2|
H,0
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Ho G H. T c
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/ \ ' His 119 3 / \ " His 119
His 94 His 96 His 94 His 96

Sekil 1.29. CA enziminin CO, hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin
sematik gosterilisi
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Gosterilmis olan bu enzimatik katalizleme mekanizmasinda reaksiyonun hizini
belirleyen kademe protonun aktif bolgeden uzaklastirildigi kademedir. Bu sebeple de
aktif bolgedeki proton tasiyic1 6zellige sahip His aktivitede 6nemli bir rol oynamaktadir
(Sly and Hu 1995). Yapilan c¢alismalar Lys 91 ve Tyr 131 birimlerinin de proton
transferi sirasinda rol oynadigi bildirilmistir. Enzim iizerindeki inhibisyon etkileri ya
CA’nmn aktif bélgesinde yer alan Zn** metal iyonuna bagl olan H,O molekiilii ile yer
degistirmek suretiyle ya da Zn?* metal iyonuna ek bir ligand bagi ile baglanarak
inhibisyon gdsteren inhibitorler, mononegatif anyonlar (Halojeniirler, N3, NCO’, SCN"
ve CN' gibi) ve siilfonamitler gibi bazi notral organik bilesikler enzime siki bir bigimde
baglanarak doniisiimlii bir inhibisyona sebep olmaktadirlar. Bu inhibitor tiirleri daha ¢ok
deneysel inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. Karbonik anhidraz inhibitorleri
g6z hastaliklar1 tedavisinde kullanilan goz i¢i basincinmi diisiiriicii etkisi en kuvvetli
ilaglar arsinda yer almaktadir. Son zamanlarda g6z i¢i basincini azaltmada topikal ve
sistemik olarak kullanilmaktadir. Karbonik anhidrazin sistemik bir inhibitorii olan
asetazolamid ilk kez 1954 yilinda Becker, Grant, Trotter, Breinin ve Giirtz tarafindan
glukom rahatsizhiginda goz i¢i basincini azaltmak amaci ile kullanmilmistir (Becker
1954). Ayrica asetazolamit karbonik anhidraz enziminin en ¢ok kullanilan

inhibitoridiir.

Q 0

[l

O O
Silfamit Siillfonamit

Sekil 1.30. Siilfamit ve Siilfonamit’in genel kimyasal yapisi

Siilfonamitler karbonik anhidrazlarin spesifik ve etkili inhibit6rlerindendir. Alkoller,
organik ¢oziiciiler ve amitler gibi diger notral yapida olan inhibitdrler ise CA’ya gevsek
baglanmak suretiyle zayif bir inhibisyon meydana getirmektedirler (Liang and Lipscom
1991).
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Sekil 1.31. Siilfonamitlerin karbonik anhidraz ile etkilesim modeli

CA’nin en etkili organik yapiya sahip olan inhibitérleri aromatik ve heteroaromatik
stilffonamitlerdir. Siillfonamitlerin kimyasal olarak genel yapisi RSO;NH; seklindedir.
Yapidaki R gruplari, genelde aromatik ya da heteroaromatik sistemlerine sahiptir. hRCA
I'nin K; degerleri 10 ile 10 arasinda yer almaktadir. Siilfonamitler kolay bir
bicimde iyonik yapiya doniisebilmektedir. Bu doniisiim, karbonik anhidraz enzimi
tizerindeki inhibisyon i¢in bilyiikk bir 6nem arz etmektedir. Siilfonamitler ile karbonik
anhidrazin etkilesmesi, ilk basamakta RSO,NH" bilesiginde bulunan azot atomunun
karbonik anhidrazin aktif bolgesinde yer alan Zn** metali ile iyonik baglanmasi seklinde
olurken, ikinci basamakta ise hidrofobik etkilesimler sonucu inhibitor ile enzim

arasindaki etkilesme gerceklesmis olur (Maren 1987; Arslan 2001).

Son zamanlarda hCA izoenzimleri i¢in siilfonamitlerin disindaki yapilarda inhibitor
arayigina girilmistir. Bilhassa ila¢ tasarimi gelistirmede kullanmak igin inhibitor
gelistirme ve sentezleme calismalar1 artmistir. Giilgin ve grubu tarafindan da bu tiir
calismalar gelistirilmis ve hatta ilk kez sentezlenerek literatiire kazandirilmis inhibitor

potansiyelli bilesikler bulunmustur (Oktay et al. 2015).

1.12. Calismanin Amaci

Endiistrilesme ve teknolojinin ilerlemesiyle birlikte, dogal yasamdan uzaklasan

insanlarin en biliylikk ve basa ¢ikamadiklari sorunu kronik hastaliklar olmustur.
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Giliniimiizdeki bircok kronik hastaligin olugsmasinda serbest radikallerin ¢ok dnemli bir
rolii oldugu bilinmektedir. Insan hayatina yer etmis bu hastaliklara ¢6ziim bulmak igin,
oncelikle bu hastaliklara sebep olan durumlar1 ortadan kaldirarak, hastaliklarin meydana
gelmesini engellemek gerekir. Bunun igin de dnemli olan dogal ve dengeli bir bigimde
beslenmek gerekir. Boyle bilingli bir beslenme sekli ile antioksidanlarca zengin besin
alim1 sayesinde somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran serbest radikallerin
etkileri minimuma indirgenerek yaygin olan ¢ogu kronik hastaliklardan korunmus
olunur. Ayrica yaslanma ile viicudun antioksidan savunma sisteminde meydana gelen
azalma da dogru ve dengeli beslenme sayesinde giiglendirilebilir. Yasam boyunca
sagligi ve iyi hali korumak, hasta olduktan sonra tedavi olmaktan ¢ok daha 6nemli ve
dogru bir yoldur. Bu nedenle de yapilmasi gereken modern hayatin stresinden ve
karmagasindan olabildigince korunmak ve bunun yaninda saglik i¢in yararli besinlerle
dogru bir sekilde beslenme aliskanliklar1 edinmektir. Yoksa viicutta olusabilecek reaktif
oksijen tiirleri ile savasacak antioksidan eksikliginde oksidatif stres dedigimiz durumla
organizmada bir¢ok tahribat s6z konusudur. Buna bagli olarak en 6nemli etkilerden biri
de DNA iizerinde gerceklesen hasar olur ki bu da protein sentezinden enzimlerin
fonksiyonlarmma kadar ¢ok ciddi aksakliklara sebep olur. Dogal antioksidanlar
profilaktik etki gostererek bu aksakliklarin meydana gelme riskini azaltmaktadir.
Bundan dolayidir ki arastirmacilar daha c¢ok dogal antioksidan kaynaklar iizerinde
caligmalara yon vermektedirler. Hatta laboratuvarlarda bile dogal iirlin sentezleri
oldukga yaygmlagmistir. Bir kismi bitkilerde sekonder metabolit olarak sentezlenen ve
bir kismi da bu metabolitlerin ince barsaklarda donistiigii formlar olan
Secoisolariciresinol (SECO), Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), Dietilstilbestrol,
Enterodiol (END), Enterolakton (ENL), Nordihidroguaretik asit (NOR) ve a-
Conidendrin (a-CON) molekiillerinin sahip olduklar1 kimyasal yapilart itibariyle

potansiyel antioksidan molekiiller olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 1.32. Calismalarda kullanilacak fitodstrojenler

Saglik acisindan faydali olabilecegi diisiiniilen ve alternatif olarak dogal besin kaynakli
antioksidan maddelerin Ozellikle de bitkisel olanlarinin teshis edilmesine ihtiyac
duyulmaktadir. Bu sebepledir ki son yillarda bu alanlardaki c¢aligmalar da
azimsanmayacak bir hizla ivme kazanmistir (Prieto et al. 1999; Giilgin et al. 2006a;
2007a; 2009). Bitkisel kaynakli bazi fenolik maddeler ayn1 zamanda besinlerde bulunan
ve kolay bir sekilde oksitlenebilecek maddeleri bu oksidasyonlardan korurlar (Harborne
1994; Shahidi and Naczk 1995; Moure et al. 2001; Giilgin 2006b).
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Tiim bu sebeplerden dolayr bu tez kapsaminda fitodstrojen 6zellik tasiyan fenolik
karakterli ~ Secoisolariciresinol  (SECO), Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG),
Dietilstilbestrol, Enterodiol (END), Enterolakton (ENL), Nordihidroguaretik asit (NOR)
ve a-Conidendrin (a-CON)’in antioksidan dzellikleri arastirildi. Uzerinde ¢alisacagimiz
molekiillerin, antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi ile birlikte AChE ve BChE
enzimleri ile taze insan kanindan yine tarafimizdan saflastiracak olan Karbonik anhidraz

(hCA 1 ve II) izoenzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri de incelendi.

AChE ve BChE enzimleri baslica beyinde ve sinir hiicrelerinde bulunur (Wilson and
Nachmansohn 1954) ve her iki enzim de hayvanlarda yaygin olarak bulunur. AChE’1n
en Oonemli fizyolojik rolii sinir uglarindan salinip sinaps igerisinde noral impulsun
iletimini saglayan asetilkolinin hidrolizini katalizlemektir (Vale 1998; Pope et al. 2005),
ancak BChE’in ise fizyolojik rolii hala bilinmemektedir (David et al. 2004; Temel
2008). Asetilkolinesteraz’in  fonksiyonunun engellenmesi halinde sempatik ve
parasempatik motor sisteminde ve merkezi sinir sisteminde degisiklikler meydana gelir
(Lotti 1995). Gerek AChE gerekse BChE enzimlerinin aktivitelerinin azalmasi ya da
asir1 ylikselmesinden kaynaklanan ve 6zellikle de norolojik hastaliklarin tedavisinde bu
enzimlerin aktivatorleri ya da inhibitrleri kullanilmaktadir. Fakat bu molekiiller
sentetik maddeler olmalarindan dolay1 elbette yan etkilere sebep olurlar. Bu nedenledir
ki giiniimiizde dogal kaynakli aktivator ya da inhibitorlere yonelim oldukga ragbet

gormektedir.

Gerek hCA | ve 1l izoenzimleri olsun gerekse AChE ve BChE olsun bu dort enzim
sistemi de insan sagligi agisindan ¢ok biiyiikk éneme sahiptir. Insan eritrositlerindeki
hCA seviyesindeki degisiklikler diyabet, 6dem ve hipertansiyon gibi birgok metabolik
rahatsizliklarla iliskilendirilir (Giilgin et al. 2004f). AChE ve BChE enzimleri ise basta
Alzheimer olmak iizere birgok norolojik hastaliklardan ortaya ¢ikmasindan sorumiu

enzimlerdir.

Gergeklestirdigimiz ¢alisma kapsaminda,  fenolik yapidaki bilesiklerin sadece

antioksidan ozellikleri degil ayni zamanda inhibitér olarak kullanilarak inhibisyon
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ozellikleri de arastirilmistir. Elde edilen sonuglara bagli olarak bu molekiillerin veya
tiirevlerinin bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilabilirligi agisindan ilag tasarimlarina
151k tutacagini ve farmakoloji alaninda da kayda deger katkilar saglayabilecegini

ongormekteyiz.
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2. KAYNAK OZETLERI

Dogal antioksidan kaynaklari; sifali bitkiler, ugucu yaglar, caylar, baharatlar, tahillar,
tohumlar, hububatlar, kakao kabugu, sebze ve meyveler, savunma sistemindeki
enzimler ve proteinler olarak sayilabilmektedir (Gokalp 2006). Kanserler de dahil
olmak iizere bu yapilarin pek ¢ok kronik rahatsizliklari 6nlemede ve tedavi etmedeki

fonksiyonlar1 yaygin olarak ¢alisilmistir (Shahidi and Naczk 1995).

Son yillarda kalp hastaliklar1 ve antioksidanlar {izerinde yapilan ¢alismalarin vardigi
sonu¢ ila¢ olarak alman antioksidanlarin kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde etkili
olmadig1 yoniindedir. Hayvanlar iizerinde yapilan bir c¢alismada ise E vitamini
desteginin LDL olarak bilinen kotii kolesterolii arttirdign goriilmiistiir. Meyve ve sebze
agirlikli  beslenmenin kalp hastaliklart riskini azalttigi hatta saglikli  kilonun
korunmasinin ve fiziksel aktivitenin de 6énemli oldugu vurgulaniyor. Yani vurgulamak
istenen o ki antioksidan molekiilleri ilag olarak takviyesinden ziyade besinlerdeki

dengeli miktarlari ile dogal olarak viicuda almak gerekir (Shahidi and Naczk 1995).

Onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi polifenolik bilesiklerin en yaygin olanlari;
katesinler, flavonoller, flavanonlar ve fenolik asitlerdir (Shahidi and Naczk 1995;
Giilgin 2012). Bu bilesiklerce zengin olan besin grubu ozellikle meyve ve sebze
kaynaklaridir. Simdiye kadar bu antioksidan kaynaklari iizerinde pek g¢ok inceleme
yaptlmistir ve halen gerek farkli besin kaynaklarindan saflastirilmis molekiillerin
gerekse sentezlenmis saf molekiillerin antioksidan kapasiteleri lizerine yogun ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu alanda yapilmis olan; dimerik yapiya sahip fenol bilesikleri (Giilgin
and Dastan 2007), serotonin (Giilgin 2008), melatonin (Giilgin et al. 2002; 2003b;
Giilgin 2008), morfin (Giilgin et al. 2004a), propofol (Giilgin et al. 2005a), kafeik asit
(Giil¢in 2006a), dantrolen (Biiyiikokuroglu et al. 2001), rezveratrol (Giilgin 2010), L-
Adrenalin (Giilgin 2009), L-karnitin (Giilgin 2006b), L-Tirozin ve L-Dopa (Giilgin
2007) ve kurkumin (Ak and Giilgin 2008) gibi saflastirilmis ve biyokimyasal olarak da
biiyilk Oneme sahip molekiiller igin antioksidan ve serbest radikal giderme

kapasitelerinin arastirilmasina ornektirler. Hatta ¢alisilmis bu maddelerden bazilari i¢in
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reaksiyon mekanizmalar1 bile Onerilmistir (Gililgin 2006b; Gii¢in 2007). Yapilan
incelemeler sonucu elde edilen aktivite degerleri, bu calismalarda standart olarak
kullanilan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks’un aktivite degerleriyle kiyaslanarak

yorumlanir.

Bu tiir calismalarin disinda, farkli materyallerden saflastirilan maddeler {izerine de
antioksidan kapasitesi arastirmalar1 yapilmistir. Perilla pankinensis bitkisinden
antosiyaninler total olarak saflastirilarak antioksidan c¢alismasi gergeklestirilmistir
(Glilgin et al. 2005b). Alpinia officinarum rizomlar1 ekstraktlari {izerinde antioksidan ve
radikal giderme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir (Polat Kose et al. 2015). Yine
Onopordum Illyricum L.’dan saflastirilan cynarin i¢in baz1 antioksidan ve antiradikal
caligmalar gerceklestirilmistir (Topal et al. 2016). Grubumuz tarafindan yapilmis baska
bir c¢alisma ise, sarmasik bitkisinden saflastirilan a-hederin, hederasaponin-C,
hederakolsizit-E ve -F saponinleri (Giilgin et al. 2004d) ile Chionanthus virginicus
bitkisinden ligustrozit ve oleoropin gibi sekoiridoidler saflastirilarak (Giilgin et al.
2009) hem antioksidan hem de antiradikal aktiviteleri arastirilmistir. Vinca herbacea
bitkisinden de izomajdin ve majdin maddeleri saflastirilarak bu maddeler igin apoptotik,
antioksidan ve antiradikal aktivite 6zellikleri arastirilmistir (Giilgin et al. 2012b). Son
zamanlarda, propofol (Giilgin et al. 2005a), serotonin (Giilgin 2008), rezveratrol (Giilgin
2010), kafeik asit, fenetil esteri (Goger and Giilgin 2011), eugenol (Giilgin 2011) gibi
biyolojik agidan 6nem arz eden molekiillerin de antioksidan aktiviteleri {izerine

caligmalar gerceklestirilmis ve standart antioksidanlar ile kiyaslamalar1 yapilmistir.

Ayrica, kiraz (Wang et al. 1999), kivi (Dawes and Keene 1999), cilek (Abuja et al.
1998), kizilcik (Giilgin et al. 2005c¢), tar¢in (Chua et al. 2008), 1sgin (Oktay et al. 2007),
kuru erik (Donovan 1998), nane (Elmastas et al. 2005), lavanta (Giilgin et al. 2004d),
karnabahar (Koksal and Giilgin 2008), anason (Giilgin et al. 2003a), kiraz sap1 (Cerasus
avium L.) (Bursal et al. 2013), karanfil (Giil¢in et al. 2004d), reyhan (Giilgin et al.
2007a), defne (Elmastas et al. 2006a), turunggiller (Saleh et al. 1998), mantar (Elmastas
et al. 2006Db), brokoli (Giilgin et al. 2004e), 1spanak (Gil et al. 1999), sogan (Ewald et
al. 1999), patates (Friedman 1997) ve fasulye (Ewald et al. 1999), madimak



81

(Polygonum cognatum) (Yildirim et al. 2003), semizotu (Oliveira et al. 2009), evelek
(Rumex crispus) (Yildirim et al. 2001), 1sirgan (Giilgin et al. 2004d), karabiber (Gtilgin
2005), zencefil (Stoilova et al. 2007), meyan kokii (Glycyrrhiza glabra L.) (Serbetci and
Giilgin 2009), ogulotu (Koksal et al. 2011) ve okse otu (Ugar et al. 2006) gibi pek ¢cok
meyve ve sebzeler ile zencefil yagi (Singh et al. 2008) gibi bitkisel kaynakli yag ve
propolis (Giilgin et al. 2010b) i¢in antioksidan kapasiteleri incelenmistir. Bunlara
ilaveten meyve sulart (Wen et al. 1999) ve zeytinyag1 (Blekas et al. 1998) {izerinde
yapilan galismalar sonucu elde edilen verilere gore iyi derecede antioksidan aktivite
sonuglar1 kaydedilmistir. Bunlarin yaninda; sifali bitkiler, baharatlar, ¢aylar, tohumlar,
hububatlar, tahillar, ugucu yaglar, meyve ve sebzeler, enzim ve proteinler de dogal
antioksidan kaynagi smifina girebilirler (Gokalp 2006). Daha once de belirtildigi gibi
dogal antioksidan kaynaklarinin kanser tiirleri de dahil olmak {izere pek ¢ok
kroniklesmis hastaligin olusumunu O©nlemede veya tedavi etmedeki davranislari

incelenmistir (Shahidi and Naczk 1995).

Son zamanlarda, 6zellikle dogal antioksidanlar gerek saglik gerekse gida endiistrisinde
biiylik 6neme sahip bir grup haline gelmistir. Antioksidanlar onceleri 6zellikle gida ve
kozmetik alaninda {riinlerin raf dmriinlin uzatilmas1 amaciyla kullanilmaktaydi. Bu
alanlarda kullanilan antioksidanlar ayrica kauguk, yakit ve petrole ilave edilerek

bunlarin bozunmalarini ve polimerizasyonlarini 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Antioksidanlar, Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonunca (CAC) “gidalardaki yaglarin
acilagmasi ve renklerinin degismesi gibi oksidasyona maruz kalmalari gibi bozunumlari
Onleyen ve friinlerin raf Omiirlerini uzatan maddeler” seklinde tanimlanir. Yani
antioksidan maddeler, yaglarin renk, goriiniis, koku, tat ve besin degeri gibi 6nemli
niteliklerinin kaybolmasini engelleyerek iiriin kalitesini korurlar. Bunun yaninda kiif ve
bakterilerin sebep oldugu bozunmalara kars1 da koruyucudurlar. Dogal antioksidanlara
ornek olarak C vitamini (Askorbik asit, E300) ve E vitamini (E306) verilebilir. Sentetik
antioksidanlara 6rnek ise petrol kokenli BHA (E320) ve BHT (E321) ve TBHQ (E319)
molekiilleri verilebilir (Herbert 1997; Bjelakovic et al. 2007).
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Alzheimer hastaliginin  bir sebebi, beyindeki kolinerjik kayiplarin  oldugu
belirtilmektedir. Kolinerjik kavsak ve sinapslardan salinan asetilkolin miktarinin
Alzheimer hastalarinda azaldiginin saptanmasi ile, 1970’lerde asetilkolini hidroliz yolu
ile parcalayan bir enzim olan asetilkolinesterazin inhibe edilerek asetilkolin miktarinin
artirtlmasi seklinde bir yaklasim ortaya ¢ikmistir (Quinn 1987; Francis et al. 1999).
1940’larda, AChE ve BChE olmak fizere iki tip kolinesteraz enzimi oldugu
kesfedilmistir. Bunlardan AChE enzimi, viicutta merkezi ve periferal, kolinerjik ve
adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda; BChE ise
karaciger ve plazma dahil pek ¢ok doku ile merkezi ve periferik sinir sisteminde daha
yaygin olarak lokalize olmustur (Quinn 1987). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda,
BChE miktarinin, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde normal bireylerden daha fazla
oldugu belirlenmistir (Massoulié¢ et al. 1993). Bu sebeple; BChE inhibisyonunun da
AChE enzimini inhibe eden ilaglarla dogrudan iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir
¢ok caligmada bu enzimleri inhibe etmek amaciyla bazi molekiiller kullanilmistir; Diaril
eter bilesikleri (Ozbey et al. 2016), Rosemarinic acid molekiilii (Giilgin et al. 2016),
tetrahidropirimidin-5-karboksilat tiirevleri (Sujayev et al. 2016) bunladan sadece birkag
tanesidir. Ancak bu tedavilerde kullanilan sentetik ilaglarin biiyiik 6lgiide yan etkileri
gorilmektedir, bu sebeple de dogal kaynakli inhibitérlerin kullanimi daha ¢ok tercih
edilmektedir. Asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmek amaciyla organofosforlu
bilesikler ve karbamat tiirevi bilesikler iizerinde c¢alismalar gergeklestirilmistir.
Fernandez ve arkadaslar1 tarafindan yapilmig bir calismada Anguilla anguilla'da
(Fernandez-Vega et al. 2002), beyin, kas ve solunga¢ dokularinda organofosforlu
bilesiklerin ve karbamat tiirevi bilesiklerin etkileri incelenmis ve toplam AChE
aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir. Buna benzer bir ¢alismada ise, Ferrari ve arkadaglar
tarafindan Carassius auratus’un (Ferrari et al. 2004) beyin dokusunda organofosforlu
bilesiklerin ve karbamat tiirevi molekiillerin etkisi arastirilmis ve yine toplam AChE
aktivitesinde azalma meydana geldigi gozlemlenmistir. Baska bir ¢aligmada ise,
Dembele ve arkadaslar1 organofosforlu chlorfenvinphos ile karbamat carbofuran
etkisinde kalan Cyprinus carpio L’nin beyin dokusunda AChE’nin 6nemli derecede
inhibe oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte carbofuran’in etkisi gegtikten sonra

AChE’mm aktivitesinde geri doniisimiin  kisa zamanda gerceklestigi, ancak
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chlorfenvinphos’un etkisi gectikten sonra aktivitenin tam olarak geri doniisiimii i¢in

uzun zaman gerektigi rapor edilmistir (Dembele et al. 1999).

Bahsedilen bu ¢alismalardan farkli olarak, Rutilus rutilus ile Abramis ballerus iizerinde
AChE ve BChE enzimlerinin duyarliliklart kiyaslanmis ve BChE enziminin
organofosforlu bilesiklere ve karbamat tiirevi bilesiklere olan hassasiyeti AChE’dan
daha fazla oldugu belirtilmistir (Chuiko 2000). Birer organofosfat pestisit olan
malathion ve anilofosun siganlardaki kan, eritrosit ve plazmalarindaki AChE ve BChE
ile beyindeki AChE enzim aktiviteleri kontrol gruplarma gore daha diisiik oldugu
bildirilmistir (Hazarika et al. 2003). AChE ve BChE inhibitorleri olan karbamatlar,
fenol ve tiirevlerinden sentezlenen sentetik molekiillerdir. Temas edildigi takdirde veya
ag1z yolu ile alinmasi1 durumunda mide zehirlenmelerine sebebiyet vermektedir. Ancak,
yag dokusunda birikmez ve kisa siirede de toksisitelerini yitirirler. AChE enziminin
inhibisyonuna sebep olurlar. Pirolan, propoksur ve aldikarb bunlara 6rnek verilebilir

(Sanl1 1988).

Sinir gazi olarak bilinen organofosfatlar, II. Diinya Savas: sirasinda kullanilmis ve sinir
sisteminde yer alan AChE enziminin inhibisyonuna sebep olarak asetilkolinin
hidrolizini engelleyerek asetat ve koline doniisiimiinii engellemistir. Sonug¢ olarak,
asetilkolinin siirekli olarak sinir iletimini saglamasiyla motor kaslarinin durmaksizin
calismasina sebep olarak organizmalarin 6lmesine yol ag¢maktadirlar. Bu amagcla
kullanilan bazi organofosfatlar arasinda Paraokzon, Malaokzon ve Diklorvos
bulunmaktadir (Unal and Giirkan 2004). II. Diinya Savasindan sonra, bu
organofosfatlarin sahip oldugu insektisit etkileri sayesinde zararli boceklere karsi

kullanilmistir.

Tez kapsamindaki baska bir ¢alisma olan karbonik anhidraz (CA) enziminin
saflagtirilmast ve karakterizasyonu islemleridir. Bu alandaki c¢aligmalar da daha ¢ok
hayvan dokular1 lizerinde arastiriliarak gergeklestirilmistir. Son donemlerde bitkilerden
de bu enzimin saflagtirlmas1 islemleri yaygilagmistir. Ancak hayvan ve bitki karbonik

anhidraz enzimleri arasindaki farkliliklar da yapilan ¢alismalar sonucu belirtilmistir
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(Atkins et al. 1972). Karbonik anhidraz ilk olarak sigir eritrositinden saflagtirilmis ve
daha sonra Keilin and Martin (1944) tarafindan yliriitiilen ¢aligmalar sonucu CA’in
katalizleme islevinin ¢inko metali ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Boylece CA
enziminin bir metaloenzim oldugu ortaya c¢ikmustir. Ileriki yillarda ise yiiksek
bitkilerde, suda yasayan canlilarda, bakterilerde, mantar, bocek ve bir¢ok memeli
dokularinda bu enzimin varligi tespit edilmistir (Burt et al. 1992; Bottcher et al. 1994;
Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2005; Yu et al. 2006). Hayvan, bitki ve
bakterilerde karbonik anhidraz enzimi iyon degisimi, asit-baz dengesi, elektrolit
sekresyonu, tire dongiisii ve glukoneogenez gibi metabolik yollar i¢in 6nciil maddelerin
sentezlenmesi gibi fizyolojik ve metabolik olaylarda rolii oldugu bulunmustur (Bursal
2009). Bu enzim merkezi sinir sisteminde, gz ve cigerde olmak {iizere pek c¢ok
dokularda lokalize olmus durumdadir (Beydemir and Giilgin 2004). Bitkilerden
saflagtirilarak elde edilen sonuglara gore, molekiil kiitlesi 160-260 kDa arasinda
hegzamerik yapida oldugu tespit edilmistir. Memelilerde yapilan arastirmalara gore ise
molekiil kiitlesi 30 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman
1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002, Beydemir and Giilgin 2004). Bursal
(2009) tarafindan yapilmis bir ¢alismada kivi meyvesinden saflastirilmis CA enzimini
molekiil agirhgi 66 kDa olarak belirlenmistir. Baska bir ¢alisma ise, maydanoz
bitkisinden saflagtirilan CA enziminin hegzamerik bir yapiya sahip oldugunu ve 180
kDa molekiil agirliginda oldugunu ortaya koymustur. Bu tiir ¢aligmalar sonucunda,
hayvan CA enzimlerinin bitki CA enzimlerinden farkli oldugu belirtilmistir (Tobin
1970).

Baska bir ¢alismada ise, hava soluyan balik tiirlerinden biri olan Amia calva’larin
solungaglarindaki ve hava keseciklerindeki karbonik anhidraz izoenzimlerinin
hiicredeki lokalizasyonlar1 ve karakterizasyonlar1 arastirilmistir. Solungaglarindaki
karbonik anhidarzin hiicre sitoplazmasinda lokalize oldugu ve bir ¢esit CA bulundugu,
bunun da CA 1I ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Hava keseciklerindeki
karbonik anhidraz’in ise hiicre membranmna bagli mikrozomal orjinli oldugu

gozlemlenmistir (Gervais and Tufts 1999).
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Karbonik anhidraz izoenzimleri, insanlarda ve hayvanlarda ortaya c¢ikan bir¢ok
hastaligin tedavisine 151k tutacak Ozellige sahip bir enzimdir. Asetazolamit
(C4HeN403S,), Brinzolamit (C12H21N30sS3) ve Dorzolamit (CioHisN204S3) gibi bazi
stilfonamid tiirevleri yapisina sahip ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleri
smifina girmektedirler. Epilepsi, 6dem ve glukom hastaliklarinin tedavilerinde CA
inhibitorleri ilag olarak kullanilmaktadir (Biilbiil et al. 2003; Akincioglu et al. 2013).

Ancak, pek ¢cok kimyasal atik malzemeleri CA enziminin katalizleme aktivitesini ciddi
derecede azaltmakta ya da inhibe etmektedir. Yapilan bir arastirmada, yilan baliklarinda
(Anguilla anguilla) kadmiyumun in vitro sartlarda, solungac ve barsakta lokalize olmus
CA izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine etkisi incelenmis, sonug olarak da karbonik
anhidraz enzim aktivitelerinin 6nemli derecede inhibe oldugu belirtilmistir (Lionetto et
al. 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Tez kapsaminda gerceklestirilecek olan calismada, antioksidan ve radikal giderme
islemlerinde kullanilacak olan, 2,2’-Azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS), neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH-)
radikali, trikloroasetik asit (TCA), 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), a-tokoferol ve Trolox Sigma-
Aldrich  GmbH, Sternheim, Germany’den satin alindi. Asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimleri, asetilkolintiyoiyodat, biitirilkolintiyoiyodat,
Secoisolariciresinol,  Secoisolariciresinoldiglicoside, Dietilstilbestrol, Enterodiol,
Enterolakton, Nordihidroguaretik asit ve o-Conidendrin Sigma-Aldrich GmbH,
Sternheim, Germany’den satin alindi. Enzim saflagtirilmasi ve karakterizasyonu
islemleri igin kullanilan Sefaroz-4B, standart serum albiimin, L-tirozin ve p-nitrofenil
asetat Sigma Chemical Company’den; siilfanilamit, fosforik asit, siilfirik asit,
hidroklorik asit, sodyum hidroksit, sodyum asetat, sodyum siilfat, , sodyum bikarbonat,
sodyum perklorat, trihidroksimetilaminometan (Tris), 2-merkaptoetanol, brom timol
mavisi, glisin, metanol, etanol, izoproponal, sodyum barbital, akrilamid, N,N’-metilen
bisakrilamid, G-250, coomassie brillant blue R-250 ve diger kimyasal maddeler E.

Merk AG’den; karbondioksit gazi biyokimya arastirma laboratuvarindan saglanmistir.

3.1.2. Yaralanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu, UV-1208
Derin dondurucular (-30 ve -86°C) : Sanyo, Japan
pH metre : Thermo

Hassas terazi : Denver Instrument
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Inkiibator : Wiseven

Otomatik pipetler : Eppendorf ve Socorex

Calkalayici : Niive SL 350

Vorteks : Fisons, Whirlimixer

Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Manyetik karistirici : Jeio Tech

UV-Spektrofotometre kiiveti : 1 cm®’liik Kuartz Kiivet

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve hazirlanma sekilleri

asagida belirtilmistir.

3.1.3.a. Fe**-Fe”" indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. pH 6,6 olan ve 0,2 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na,HPO,4 150 mL
saf suda ¢6ziindii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son hacim 200 mL

olacak sekilde saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

2. %1’lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g saf suda ¢oziindi ve

toplam hacim saf su ile 150 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

3. %10’luk TCA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA saf suda ¢ozlindii ve son hacim

saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

4. %0,1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasit: 85 mg FeClz.6H,0 saf suda ¢6ziindii ve son

hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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3.1.3.b. Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl,, 50 mL saf suda ¢oziinerek

hazirlandi.

2. 7.5x10° M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanmast: 78 mg Neokuprin, 50

mL %96°1lik etanolde ¢oziinerek hazirlandi.

3. pH 6,5 olan ve 1 M’lik CH3COONH, tamponunun hazirlanmasi: 7,7 g CH3COONH,
alind1 ve 80 mL saf suda ¢oziindii, pH metre yardimi ile pH’s1 6,5’¢ ayarlandi ve son

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.1.3.c. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili cozeltiler

1. 10° M’k DPPH: ¢bzeltisinin hazirlanmasi: Aliiminyum folyo ile kaplanmus bir
beher icerisinde 40 mg DPPH, 100 mL %96°lik etanolde tamamen ¢oziinlinceye kadar

bir gece boyunca manyetik karistirici ile karistirilarak hazirlandi.

3.1.3.¢c. ABTS™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. pH 7,4 olan ve 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi: 2,84 g Na;HPO,, 150 mL
saf suda ¢oziindli. pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son hacim saf su ile

200 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. 2 mM’lik ABTS ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 11 mg ABTS, 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponunda tamamen ¢oziliniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi. Son

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
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3. 2,5 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,25 mg K;0gS; 0,1 M’lik
ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik karistiric

ile karistirildi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.1.3.d. FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢cozeltiler

1. pH 3,6 olan ve 0,3 M’lik Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: 2,46 g CH3COONa
alind1 ve 80 mL saf suda ¢oziindii. pH metre yardimi ile pH’s1 3,6’ya ayarlandi ve son

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

2. 40 mM’lik HC1 Cozeltisinin Hazirlanmasit: 0,334 mL %37 lik HCIl ¢o6zeltisinden

alind1 ve son hacim saf su 100 mL’ye ile tamamlanarak hazirlandu.

3. 10 mM’lik TPTZ Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,312 g TPTZ alind1 ve 100 mL 40

mM’lik HCI icerisinde ¢6ziinerek hazirlandi.

4. 20 mM’lik FeCls Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,54 g FeCl3.6H,0 alindi1 ve 100 mL saf

suda ¢oziinerek hazirlandi.

5. FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: 10 hacim 0,3 M’lik asetat tamponu, 1 hacim 10
mM’lik TPTZ ve 1 hacim 20 mM’lik FeCl3.6H,0 olacak sekilde yeterli miktarda ¢ozelti

hazirlandi.

3.1.3.e. Asetilkolinesteraz Enziminin aktivite dl¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. pH 8 olan ve 1 M’lik Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi: 30,27 g Tris ve 0,370 g
EDTA 200 mL saf suda ¢oziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi ve son

hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
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2. 10 mM’lik Asetiltiyokoliniyodat Cozeltisinin Hazirlanmasi: Aliminyum folyo kapli
bir behere 0,145 g Asetiltiyokoliniyodat alind1 ve 50 mL saf suda ¢6ziinerek hazirlandi.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin Hazirlanmasi:
Aliiminyum folyo kapli bir behere 0,01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat alindi 50 mL

destile suda ¢oziildii.

3.1.3.f. Biitirilkolinesteraz Enziminin aktivite él¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. pH 8 olan ve 1 M’lik Tris-HCIl Tamponunun Hazirlanmasi: 30,27 g Tris ve 0,370 g
EDTA 200 mL saf suda ¢oziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi ve son

hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

2. 0,5 mM’lik Biitiriltiyokolin iyodat Cozeltisinin Hazirlanmasi: Aliiminyum folyo kapli
bir behere 0.008 g Biitiriltiyokolin iyodat alindi ve 50 mL saf suda ¢oziinerek

hazirlandi.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis(2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin Hazirlanmast:
0,01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat alind1 50 mL destile suda ¢oziildii.

3.1.3.g. insan Karbonik Anhidraz (hCA 1 ve Il) izoenzimlerinin saflastirilmasi ve

aktivite ol¢ciimlerinde kullanilan cozeltiler

1. pH 8,8 olan ve 0,2 M’lik NaHCOj3 ¢ozeltisi (Sefaroz-4B matriksi iizerinde afinite jeli
hazirlamak i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 16,8 g NaHCO3;, 900 mL saf suda
¢oziinerek, 1N’lik NaOH c¢ozeltisi ile pH 8,8’¢ ayarlandiktan sonra, son hacim saf su ile

1 litreye tamamlandi.
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2. pH 10 olan ve 0,15 M’lik Na,CO3 / 0,1 M’lik NaHCO3 ¢ozeltisi (CO,-hidrataz
aktivitesi Ol¢limii i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 15,9 g (0,15 mol) Na,CO; ve 8,4 g

(0,1 mol) NaHCO3’1n 1 litre saf suda ¢éziinmesiyle hazirlandi.

3. pH 8,7 olan ve 25 mM’lik Tris-HCI / 0,1 M’lik Na,SO,4 ¢ozeltisi (Afinite jelinin
dengelenmesi isleminde kullanilan tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na,SO4 900
mL saf suda ¢oziindii. 1 N’lik HCI ile pH 8,7’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su

ile 1 litreye tamamland.

4, pH 8,7 olan ve 25 mM’lik Tris-HCI / 22 mM’lik Na,SO4 ¢6zeltisi (hemolizatin tatbik
edilmesinden sonra afinite jelinin yikanmasi islemi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti):
3,0275 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g (22 mmol) Na;SO,, 900 mL saf suda ¢oziindi. 1

N’lik HCl ile pH 8,7’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.

5. pH 6,3 olan ve 25 mM’lik Na;HPO,4 / 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi (kolona tutunmus hCA 1
izoenziminin eliisyonu islemi igin kullanilan tampon ¢6zelti): 2,2 g Na,HPO, (veya 0,75
g NaH,PQO,4) ve 14,625 g NaCl 200 mL saf suda ¢oziindii. Daha sonra 1 N’lik HCI

yardimi ile pH 6,3 e ayarlandiktan sonra son hacim 250 mL’ye saf su ile tamamlandi.

6. pH 7,4 olan ve 0,05 M’lik Tris-SO4 ¢0zeltisi (Esteraz aktivitesi ve diyaliz
islemlerinde kullanilan tampon ¢ozelti): 6,055 g Tris 900 mL saf su igerisinde
¢oziinerek, 1 N’lik H,SO4 ile pH’s1 7,4°e ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 1

litreye tamamlandi.

7. pH 5,6 olan ve 0,1 M’lik CH3COONa / 0,5 M’lik NaClO, ¢ozeltisi (kolona tutunmus
hCA 1I izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢6zelti): 9,187 g NaClO,4 ve 2,04
g CH3COONa3H,0 120 mL saf su igerisinde ¢6ziindii. 1 N’lik HCI ile pH’s1 5,6’ya

ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 150 mL’ye tamamlandi.

8. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ¢ozeltisi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢ozelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde
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¢oOziindii. Daha sonra bu ¢ozeltiye %95°lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi

saf su ile 1 litreye tamamlandi.

9. 0,025 M’lik veronal tamponu; 0,025 mol sodyum barbital 900 mL saf suda ¢6ziintip,
0,1 M’lik HCl ile pH 8,2’ye ayarlandiktan sonra saf su ile 1 litreye tamamlandi.

10. CO, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢dzelti): 0 °C’deki saf suyun

icerisinden CO; gaz1 gecirilerek hazirlandi.

11. Indikatér ¢dzeltisi (CO,-hidrataz aktivitesi islemlerinde kullanilan ¢ozelti): 0,0125 g

fenol kirmizist ve 0,218 g NaHCOsiin 1 L saf suda ¢oziinmesiyle hazirlandi.

12. %0,04°liik Brom Timol Mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatoriin, 16 mL 0,01 N’lik NaOH
cozeltisi iginde ¢oziindiikten sonra, ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 250 mL’ye

tamamlanmasiyla hazirlandi.

13. Stok fenolik maddelere ait ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 1 mg Secoisolariciresinol,
Secoisolariciresinoldiglicoside, Dietilstilbestrol, Enterodiol, Enterolakton,

Nordihidroguaretik asit ve a-Conidendrin 1 mL ¢oziiciilerinde ¢oziindii.

e 10 mg Secoisolariciresinol iizerine 7 mL etil alkol eklendi ve ¢alkalandi.
Secoisolariciresinol tamamen ¢oziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye

tamamlandi.

e 10 mg Secoisolariciresinoldiglicoside lizerine 7 mL etil alkol eklendi ve ¢alkalandi.
Secoisolariciresinoldiglicoside tamamen ¢oziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10

mL’ye tamamlandi.

¢ 10 mg Dietilstilbestrol lizerine 7 mL etil alkol eklendi ve ¢alkalandi. Dietilstilbestrol

tamamen ¢ozlindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye tamamlandi.
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e 10 mg Enterodiol iizerine 7 mL etil alkol eklendi ve ¢alkalandi. Enterodiol tamamen

¢oziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye tamamlandi.

e 10 mg Enterolakton iizerine 7 mL etil alkol eklendi ve calkalandi. Enterolakton

tamamen ¢oziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye tamamlandi.

e 10 mg Nordihidroguaretik asit iizerine 7 mL etil alkol eklendi ve ¢alkalandi.
Nordihidroguaretik asit tamamen ¢oziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye

tamamlandi.

e 10 mg a-Conidendrin {izerine 7 mL etil alkol eklendi ve calkalandi. a-Conidendrin

tamamen ¢6ziindiikten sonra son hacim etil alkol ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.8.) SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in kullamlan ¢ozeltiler

1. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 mL 1 M’lik Tris-HCI (pH 6,8) 1
mL %10’luk SDS, 1 mL %100°lik gliserin ve 1 mL %0,1’lik brom timol mavisi
karigtirllarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Bu tamponu
kullanmadan hemen o6nce, 950 pL numune tamponu ile 50 pL B-merkaptoetanol ilave

edilerek karistirildi.

2. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf suda
¢Oziindii, daha sonra karigimin lizerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim

saf su ile 500 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi i¢in kullanilan ¢dzelti): 0,1 g
Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

sekilde yeterli miktarda hazirlandi.
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4. Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamid ve 0,8 ¢

bisakrilamid karisimi1 100 mL saf suda ¢oziinerek hazirlandi.

5. %10’luk SDS c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g SDS 90 g saf suda c¢oziinerek

hazirlandi.

6. pH 8,8 olan ve 3 M’lik Tris-HCI ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 36,3 g Tris, 48 mL 1

M’lik HCl ile karigtirildi ve son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

7. Jel fiksasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 izopropil alkol, %10 TCA ve %40 saf su

olacak sekilde yeterli miktarda ¢6zelti hazirlandi.

8. Jel yikama ¢dzeltisinin hazirlanmasi: %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su

olacak sekilde yeterli miktarda ¢ozelti hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Fe**-Fe®" indirgeme kapasitesi

Demir indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metodunun (1986) hafif modifiye edilmesiyle
gerceklestirildi (Giilgin 2009). Bunun i¢in 6ncelikle konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde numuneler igin stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden farkli
konsantrasyonda numuneler cam tiiplere mikro pipet yardimiyla aktarildi. Hacim saf su
ile 1 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe pH 6,6 olan 0,2 M’lik 2,5 mL fosfat
tamponu ve 2,5 mL %1’lik K3sFe(CN)s ilave edilerek karigim 50 °C’de 20 dk inkiibe
edildi. Daha sonra reaksiyon ortamina 2,5 mL %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave
edildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 mL alindi1 ve bunun tizerine 2,5 mL saf su ve 0,5 mL
FeCl; (%0,1) ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore kars1 okundu. Kor olarak

saf su kullanildi. Kontrol i¢in ise numune yerine saf su kullanildi.
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3.2.2. Cu?*-Cu’ indirgeme kapasitesi

Tez kapsaminda kullamlan fenolik yapidaki molekiillerin Cu®* indirgeme kapasiteleri
bakir iyonlarimi indirgeme metodunun (Apak et al. 2006) hafif modifiye edilmesiyle
uyguland1 (Ak and Giil¢in 2008). Numuneler ile hazirlanan stok g¢ozeltilerden farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler numune tiiplerine pipetlenerek, 0,25 mL CuCl, ¢ozeltisi
(0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢ozeltisi (7,5);10'3 M) ve pH 6,5 olan 1 M’lik
0,25 mL CH3COONH; tampon ¢dzeltisi bu tiiplere sirayla pipetlendi ve vortex’te
dikkatlice calkalanarak karanlikta inkiibe edildi. Yarim saat sonra 450 nm’de kore karsi

absorbans degerleri dlgiilerek kaydedildi. Kor olarak ise saf su kullanildi.

3.2.3. FRAP indirgeme aktivitesi

Oncelikle deney tiiplerine toplam 1 mL ¢ozeltiye 10, 20 ve 30 pg/mL
konsantrasyonlarina denk gelecek bicimde fenolik bilesikler ve standart ¢ozeltiler
pipetlendi. Hacimleri 0,5 mL’ye pH 3,6 olan 0,3 M’lik CH3COONa3H,0O tampon
¢ozeltisi ile tamamlandi. Ardindan deney tiiplerine sirasiyla 2250 pl, 20 mM’lik FeCls
cozeltisi ve 2250 uL. FRAP reaktifi ilave edilerek son hacim 5 mL’ye tamamlandi.
Deney tiipleri Vortex’te dikkatli bir sekilde calkalandi. 10 dakika sonra 593 nm’de

absorbans degerleri 6l¢tildii ve kaydedildi. Kor olarak ise asetat tamponu kullanildi.

3.2.4. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikallerini giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme kapasitesi ¢aligsmalarinda Blois metodu uygulandi (Blois
1958). Serbest radikal olarak DPPHmn 10 M’lik ¢ézeltisi taze hazirlanarak kullanildi.
Numunelerin stok cozeltilerinden deney tiiplerine, 1 mL toplam c¢ozelti icerisinde
strayla 10, 20 ve 30 pg/pL konsantrasyonlarinda olacak sekilde numuneler pipetlendi ve
%096’1ik etanol ile son hacimleri 2 mL’ye tamamlandi. Ardindan numune ve standart
maddelere ait tiiplere taze hazirlanmis DPPH’ ¢ozeltisinden 0,5 mL pipetlendi ve
vortex’te calkalandi. Tiipler 30 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden

olusan kore kars1 517 nm’de absorbans degerleri 6lctilerek sonuclar kaydedildi. Kontrol
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olarak, 2 mL etanol ve 0,5 mL DPPH" ¢ozeltisi kullanildi. Azalan absorbans degeri

giderilmeyen DPPH' Radikali ¢dzeltisinin miktarini gosterir.

3.2.5. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme

aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gore
incelendi (Re et al. 1999). Oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlanarak, ¢ozeltiye
2,45 nM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenmesiyle ABTS radikallerinin {iretilmesi saglandu.
Kontrol olarak 500 pL ABTS radikal ¢ozeltisi ve 1500 uL %96’lik etanol kullanildi.
ABTS radikal ¢ozeltisi kullanilmadan dnce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi
0,1 M ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile 0,900+0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal
giderme aktivitesine bakilacak olan fenolik bilesiklerin farkli konsantrasyonlarina (20-
60 pg/mL) 0,5’er mL ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edildi ve son hacim %96’lik etanol
ile 2 mL’ye ayarlandi. 30 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra, etanolden olusan
kore karst 734 nm’de absorbans degerleri Olciilerek kaydedildi. Numune

konsantrasyonlar1 artik¢a azalan bir absorbsiyon gozlendi.

3.2.6. Asetilkolinesteraz enzimi iizerine fenolik bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilan fenolik bilesiklerin, Asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki
etkisi arastirildi. Bu ¢alismada Asetilkolinesteraz yontemi kullanildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda Isg ve K degerleri hesaplanarak inhibisyon tiirleri belirlendi. Metodun
prensibi; daha onceki bdliimlerde de bahsedildigi gibi AChE, asetilkolinin hidrolizini
katalizleyerek parcalanma iiriinleri olan tiyokolin ve asetatin olusumundan sorumludur.
Inhibisyon ¢alismalar1 sirasinda kullanilan DTNB’nin pargalanma iiriinlerinden olan
tiyokolin ile etkilesimi sonucu sar1 renkli bir bilesik olan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
olusur. Olusan renkli bilesigin renk siddeti 412 nm’de 6l¢iiliir (Ellman et al. 1961).
Numune ve kor kiivetlerinin 412 nm’de, baslangicta ve 5. dakikadaki absorbanslari

Olgiiliir.
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Sekil 3.1. Asetilkolinesteraz aktivitesinin Ellman metoduyla tayin reaksiyonu
mekanizmasi (Ellman et al. 1961)

Cizelge 3.1. Asetilkolinesteraz enzimine ait kinetik ¢alismalarda kullanilan kiivet igerigi

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (ul) Numune Tiipii

Tris-HCI 100 100
Saf Su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 10 10
Calkalanir ve 30 °C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Asetilkolintiyoiyodiir 50 50

3.2.7. Biitirilkolinesteraz enzimi iizerine fenolik bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi

Calismamizda kullandigimiz fenolik bilesikler’in, Biitirilkolinesteraz enzimi tizerindeki
inhibisyon etkisi arastirildi. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in de Ellman ve arkadaslar
(1961) tarafindan gelistirilen Asetilkolinesteraz yontemi uygulandi. Elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak Isg ve K; hesaplanarak inhibisyon tiirleri belirlendi. Bu

enzim i¢in kullanilan ¢alisma prosediirii AChE yontemi ile aynidir. Sadece AChE
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yonteminde substrat olarak Asetiltiyokolin iyodat kullanilir, BChE enzimi igin substrat
olarak biitiriltiyokolin iyodat kullanilir.

3.2.8. insan Karbonik Anhidraz (hCA | ve 1) izoenzimlerinin saflastirilmasi icin

kullanilacak kanin temini

Insan kan1 Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi, Kan Merkezi’nden taze olarak

temin edildi. Deneylerde kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.9. insan Karbonik Anhidraz (hCA | ve I1) izoenzimlerinin saflastirma

calismalar

3.2.10. CA enzim hemolizatinin hazirlanmasi

Alinan taze kan santrifiyj tliplerine doldurularak, 15 dakika boyunca 2500xg’de santrifiij
edildi. Santrifiijjden alinan tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi
damlalikla dikkatli bir sekilde alindi. Tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti 0.154 M
NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile iic defa dikkatlice yikandi. Her defasinda 2500xg’de 15
dakika santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kati kadar buzlu
su ile ve buz banyosunda 45 dk hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit
hiicre zarlarini uzaklastirmak igin +4 °C’de 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust
kisimdaki hemolizat damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra toz tris ile
dikkatlice pH 8,7’ye ayarlanir. Geriye kalan taze kan ise daha sonraki ¢alismalarda
kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edildi (Hunaiti and Soud 2000; Coban et al.
2008).



99

3.2.11. CA enziminin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasiyla ilgili calismalar

3.2.11.a. Sefaroz-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis sefaroz-4B matriksi tlizerinde hazirlandi. Kolon
materyaline L-tirozinin kovalent olarak baglanmasi saglandi. Daha sonraki asamalarda
stilfanilamitin diazollanarak tirozine kenetlenmesi saglandi. Burada tirozin afinite
jelinin uzanti kolunu, siilfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismim
olusturmaktadir. Siilfanilamit, karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite
jelinin yapisinda bulunarak s6z konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasi amaciyla

kullanilmaktadir (Soyiit 2006). Afinite jeli asagidaki prosediire gére hazirlandi:

3.2.11.b. CNBr ile aktiflestirilmis sefaroz-4B’ye tirozin takilmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis sefaroz-4B, 250 mL soguk pH 10 olan ve 0,1 M’lik NaHCO3
tamponu ile yikanarak bir behere alindi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin
¢ozlinerek, kolon materyalinin igerisinde bulundugu soguk c¢ozeltiye ilave edilerek
karistirtlmasi saglandi. Yikama islemi, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle dikkatlice
karigtirma iglemlerinin 90 saniyeden daha kisa bir siirede tamamlandig1 gézlendi. Daha
sonra, siispansiyonun +4 °C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida yavas bir sekilde
karistirilmas1 ve akabinde 16 saat boyunca da +4 °C’de bekletilmesi saglandi. Bu
islemler sonucunda, yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye dek bol su ile
yikanarak reaksiyona girmeyen tirozinin tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Yikama
islemi pH 8,8 olan ve 100 mL 0,2 M’lik NaHCO3 tamponu ile tekrarlandi. Son olarak

tirozin takili jel ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alinarak sonraki islemler i¢in bekletildi.

3.2.11.c. Siulfanilamit kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamit, 0 °C sicakliginda 10 mL ve 1 M’lik HCI igerisinde ¢6ziindii. Daha
sonra igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0 °C’deki 5 mL ¢o6zelti, siilfanilamid ¢ozeltisine

damla damla ilave edildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis olan
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stilfanilamit, 40 mL Sefaroz-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile
pH 9,5’te sabit tutulmak suretiyle, 3 saat siireyle oda sicakliginda yavas yavas
karistirildi. Akabinde 1 L saf su ve pH 7,4 olan 200 mL 0,05 M’lik Tris-SO4
tamponuyla yikandi. Son olarak iizerine bir miktar daha ayni tampondan ilave edilerek
+4 °C’da muhafaza edildi. Tiim basamaktaki reaksiyonlarin ac¢ik formiilleri Sekil 3.2°de
gosterildi (Sdyiit 2006; Oztiirk Sarikaya 2009).
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Sekil 3.2. CNBr Sefaroz 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
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3.2.11.¢. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH 7,8) i¢ine alinip siispanse edildi. Su
trombu kullanilarak vakum ile hava kabarciklar1 giderildi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu gegirildi. Peristaltik pompa
vasitasiyla kolonun akis hizi 20 mL/saat’e ayarlandi. Kolonun dengelenmis oldugu eluat

ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi.

3.2.11.d. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 Tris ile pH’s1 8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi. Kolon pH 8,7
olan 25 mM’lik Tris-HCI / 22 mM Na,SO, tampon ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece CA
izoenzimlerinin kolona tutunmasi ve diger safsizliklarin uzaklastirilmasi saglandi. Sonra
pH 6,3 olan 1 M’lik NaCl / 25 mM Na;HPO, tamponu dengelenmis kolona tathik
edilerek hCA | enzimi eliie edildi. Ardindan, tekrar dengeleme tamponu kolana tatbik
edilir kolon renk degisimi ayirt edilince, pH 5,6 olan 0,1 M’lik CH3COONa / 0,5 M
NaClO, tampon ¢ozeltisi kolona tatbik edilerek hCA Il enziminin eliie edilmesi
saglandi. Fraksiyonlar 5’er mL olacak sekilde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbans

degerlerine bakildi.

3.2.12. CA izoenzimleri aktivitesi tayini

3.2.12.a. Hidrataz aktivitesi

Bu amagla oncelikle hidrataz aktivitesi yontemi kullanildi (Wilbur and Anderson 1948).
Bu yontem Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemidir (Rickli et al. 1964). Bu yontemin prensibi, CO;’nin hidrasyonu sonucu agiga
¢tkan H' iyonundan kaynaklanan pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii

yardimiyla belirlenip, gecen siirenin dl¢iilmesi esasina dayanir.
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Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiip igerisine, pH 8,2 olan 0.025 M’lik 1 mL veronal
tamponu, 0,1 mL %0,04’liikk brom timol mavisi, 0,6 mL saf su ve 2,5 mL CO, ¢ozeltisi
ilave edildi. Boylece aktivite 6lglim ortaminda toplam hacim 4,2 mL oldu. Daha sonra
bir kronometre yardimiyla CO;, ¢d6zeltisi katildigi andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarimst yesile doniismesi (pH 6,3) igin gecen siire belirlendi (to). Numune
tiipline ise sudan 0,05 mL azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave ediledi ve yine
en son olarak CO, ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi

yesile doniismesi (pH 6,3) i¢in gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (tc).

Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim tnitesi (EU), enzimsiz olarak meydana

gelen CO; hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktart olarak tanimlanmaktadir.

Formiiliine gore; kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi i¢in enzim iinitesi hesaplandi (Maren
1960). Hemolizat ve saf enzim c¢ozeltisi aktivite tayininde aymi islemler uygulandi.

Kinetik ve inhibisyon calismalari i¢in esteraz aktivite yontemi uygulandi.

3.2.12.b. Esteraz aktivitesi

Yontem, CA’nin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. Yontemin
prensibi; karbonik anhidraz enziminin substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati1 348
nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmesidir.

Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir.

X I
om@—o CH; + H,0 OZN@OH + HOJ\CH3
p-Nitrofenilasetat p-Nitrofenol Asetik asit

Sekil 3.3. p-Nitrofenilasetat’in hidroliz mekanizmasi
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Bu yontemde, 348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’mn her ikisi ayni absorbansi
gostermektedir. Bu nedenle reaksiyonda sirasinda fenol ya da fenolat olusumu 6lgiimii
etkilememektedir (Armstrong et al. 1966; Verpoorte et al. 1967; Goger and Giilgin
2013). 348 nm’de p-nitrofenilasetat ¢ok az da olsa absorbsiyon verdigi i¢in, kor olarak
kullanilmaktadir. Olgiimlerde 3 mL’lik kuvartz kiivetler kullanilarak reaksiyon karisimi

asagidaki siralamaya gore karistirilarak aktivite tayin prosediirii uygulandi.

Cizelge 3.2. hCA izoenzimleri i¢in Esteraz aktivitesi ¢alismalarinda kullanilan 3 mL’lik
kiivet icerigi

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (Kor) (uL) Numune Tiipii

0,5 M Tris-SO, pH 7,4 1400 1400
p-Nitrofenol asetat 1000 1000
Saf su 600 500
Enzim ¢ozeltisi - 100
Toplam hacim 3000 3000

Bununla birlikte, 1 mL’lik kuvartz kiivetler kullanilarak yapilan aktivite tayini
caligmalar1 sirasinda reaksiyon ortamini olusturan her bir maddenin katilma siras1 ve

miktar1 asagidaki prosediire gore uygulandi;

Cizelge 3.4. hCA izoenzimleri i¢in Esteraz aktivitesinde kullanilan ¢6zeltilerin kullanim
siras1 ve 1 mL’lik kiivet igerikleri

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (Kor) (uL) Numune Tiipii
0,05 M Tris-SQy4, pH 7,4 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333
Saf su 200 167
Enzim ¢6zeltisi - 33

Toplam hacim 1000 1000
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Cizelge 3.4’deki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans
degerleri okunarak 3 dakika sonunda 25 °C’deki 348 nm’de absorbansi okunarak
sifirinc1 saniyedeki absorbans degeri ile arasindaki farki alindi. Spektrofotometre,
Cizelge 3.4°deki kor tiipii hazirlanarak 3 dakika sonunda absorbansi ile sifira ayarlandi.
Deneyde substrat ¢ozeltisi olarak kullanilan p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi, aliiminyum
folyoya sarili bir beher igerisinde giinliik olarak hazirlandi: 27,2 mg ester, 1 mL saf
aseton igerisinde ¢Oziinerek, manyetik karistiricida hizli bir sekilde karistirilan 49 mL
saf suya yavas yavas ilave edildi. Bu c¢ozelti 3 mM’lik olup, esterin smirh
coziinlirliigiinden dolayr daha derisigini hazirlamak mimkiin degildir. Aseton, yapilan
aragtirmalar sonucu diger organik c¢oziiclilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az
inhibe eden ¢o6ziicii oldugu tespit edildigi i¢in tercih edildi (Verpoorte et al. 1967).
Yapilan kinetik c¢alismalarda aktivite Ol¢iim islemleri enzimin esteraz aktivitesi

prosediiriine gore gergeklestirildi.

3.2.13. Protein Tayini

3.2.13.a Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan aromatik amino
asitler olan triptofan ve tirozinin yapisindaki konjuge cift baglar sayesinde maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metot ile gerceklestirilen
kromatografi islemlerinde esit hacimlerde tiiplere alinan biitiin fraksiyonlara Kalitatif
protein tayini igslemi uygulandi. Fraksiyonlarin kuvartz kiivetler yardimiyla absorbans

degerleri spektrofotometrede kore karsi okunarak kaydedildi.

3.2.13.b. Kantitatif protein tayini

Hem hemolizattaki hem de afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan enzim
¢ozeltisindeki protein miktarlart Kkantitatif protein tayini yontemiyle belirlendi. Bu
yontemin esasi, Coomassie Brillant Blue G-250’nin proteine baglanmasina dayanr.

Boyar madde ve proteinin etkilesmesi ile olusan kompleks 595 nm’de maksimum
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absorbans gosterir. Kompleks olusum reaksiyonu ¢ok hizli bir sekilde gergeklesir. Bu
yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976). Tayin islemlerinde takip
edilen prosediir;, 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alinarak, saf su ile tiim
tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlanarak 5 mL renklendirme reaktifi tiiplere ilave edilip
vorteks ile karistirilarak karanlikta inkiibe edildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik

kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.

Kor olarak, 0,1 mL ayni tampon ¢ozeltisi ve 5 mL renkli boyar madde reaktifinden
olusan karisim kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri
standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilacak numuneler i¢in de ayni yontem

uygulanarak standart grafikten miktar tayini yapildi.

3.2.14. CA izoenzimleri icin yapilan kinetik ¢calismalar

3.2.14.a. Ky, ve Vinax degerlerinin bulunmasi ile ilgili ¢calismalar

Taze insan kanindan saflastirilan hCA izoenzimlerinin Kn, ve Vpax degerlerinin
belirlenebilmesi igin en az bes farkli substrat konsantrasyonu kullanildi. Optimum
sartlarda aktivite 6l¢timii gergeklestirildi. Elde edilen verilerle Lineweaver-Burk grafigi

cizildi ve bu grafikten de K Ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.2.15. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

hCA | ve Il izoenzimlerinin saflastirilmasindan sonra Laemmli tarafindan gelistirilen
yontem olan SDS-PAGE teknigi ile enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi (1970).
Saflagtirilan enzim Ornekleri jele yiikklenmeden once %1 SDS ve %I10’luk 2-
merkaptoetanol ile muamele edildikten sonra, 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
Numuneler %20 ayirma jelindeki elektroforezden sonra boyama yapilarak bantlar tespit
edildi (Coban et al. 2008).
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3.2.16. hCA 1 ve 1l izoenzimleri iizerine fenolik bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi

Calismalarimizda kullandigimiz  fenolik bilesikler’in, saflastirilacak olan hCA
izoenzimleri lizerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Esteraz aktivitesi tayin yontemi
kullanilarak 6lgtimler yapildi. Elde edilen sonuglarla 1Csp ve K degerleri hesaplanarak

inhibisyon tiirleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma bulgulan

4.1.1. Antioksidan ¢alismalar ile ilgili arastirma bulgular:

4.1.1.a. Fe**-Fe*" indirgeme kuvveti bulgulari

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu metot ile test ¢ozeltisinin sahip oldugu sar1 renk
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme kapasitelerinden dolay1 yesilin
farkli tonlarndaki renklere doniismektedir (Giilgin 2006b; Giilgin et al. 2006a). Bu
calismada kullanilan fenolik bilesiklerin indirgeme kapasiteleri artan konsantrasyon ile
dogru orantili olarak artmaktadir. Kullanilan fenolik bilesiklerin indirgeme
potansiyelleri farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) ¢ozeltilerinin 700 nm’deki
absorbanslari olgtilerek belirlendi (Sekil 4.1).

—e— BHA

w
[=)

Absorbans (700 nm)

—a&— BHT
—— o-Tokoferol
—@— Troloks

—©— Nordihidroguaretik asit
—a— Dietilstilbestrol

—o— SECO

—B8—SDG

—%— o-Conidendrin

—+— Enterodiol

*
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T T I —»— Enterolakton
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) bazi fenolik bilesiklerin ferrik iyonlarini
(Fe*") indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile kargilagtirmasi
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Kullanilan fenolik bilesiklerin ferrik iyonlarini (Fe**) ferrdz iyonlarma (Fe?") indirgeme
kapasitesi grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.1) her bir standart antioksidan ve kullanilan
fenolik bilesikler i¢cin 10 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de
verilerek birbirleriyle mukayeseleri yapildi. Bu konsantrasyonda kullanilan fenolik
molekiillerin ve standart antioksidanlarin ferrik iyonlarmi (Fe**) indirgeme
kuvvetlerinin birbirleriyle karsilastirilmalari; Nordihidroguaretik asit > BHA >
Dietilstilbestrol > Secoisolariciresinol > BHT > Secoisolariciresinoldiglicoside > a-
Conidendrin > a-Tokoferol > Troloks > Enterodiol > Enterolakton seklinde oldugu
belirlendi. Ayrica Cizelge 4.1’de gosterilen yiiksek absorbans degerleri yiiksek

indirgeme kapasitesini gostermektedir.

4.1.1.b. Cu**-Cu* indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular

Kullanilan bu metot ile fenolik yapidaki bilesiklerinin kuprik iyonlarmi (Cu?")
indirgeme kapasiteleri, konsantrasyon ile orantili olarak arttig1 gozlemlendi. Kullanilan
fenolik molekiillerin, kuprik iyonlarm (Cu?*) indirgeme Kkapasitesi farkl:
konsantrasyondaki (10-30 pg/mL) c¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbans degerleri
Olgiilerek Dbelirlendi (Sekil 4.2). Bu fenolik bilesiklere ait ¢ozeltilerin ve standart
antioksidanlarin kuprik iyonlarini (Cu®) indirgeme grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 4.2)
her bir standart antioksidan ve fenolik bilesikler icin 10 pg/mL’ye karsilik gelen
absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL) kullanilan baz1 fenolik bilesiklerin kuprik
iyonlarim (Cu?") indirgeme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, o-
tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Bu konsantrasyonda kullanilan fenolik bilesiklerin ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi (Cu?*) kuprdz iyonlarma (Cu®) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildiklarinda, Nordihidroguaretik asit > BHA > Secoisolariciresinol >
Dietilstilbestrol > BHT > a-Conidendrin > Secoisolariciresinoldiglicoside > Troloks >

a-Tokoferol > Enterodiol > Enterolakton seklinde siralandig: belirlendi.

4.1.1.c. Ferrik indirgeme kuvveti (FRAP) bulgular:

FRAP metodu, kullanilan fenolik maddelerin elektron vererek antioksidan aktivite
gostermesi esasina dayanan bir metottur. Bu metotta ferrik iyonlar (Fe**) ferroz
iyonlarina (Fez+) indirgenir. Ortamda olusan ferroz (Fez+) iyonlar1 ise Tripiridil triazin
(TPTZ) ile koyu mavi renkli bir kompleks olusturur. Bu renkli kompleks ise 593 nm’de
maksimum absorbans gostermektedir. Kullandigimiz fenolik bilesiklerin FRAP
metoduna gore ferrik iyonlar (Fe**) ferréz iyonlarma (Fe?") indirgeme kapasitesi,

konsantrasyon ile orantili olarak arttig1 gézlemlendi (Sekil4.3.).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) bazi fenolik bilesiklerin FRAP metoduna
gore indirgeme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks
ile karsilastirmast

Calismamizda kullandigimiz fenolik bilesiklerin indirgeme kapasitelerinin standart
antioksidanlarla mukayesesi yapildi. Nordihidroguaretik asit > Secoisolariciresinol >
BHA > Dietilstilbestrol > a-Conidendrin > Secoisolariciresinoldiglicoside > Troloks >
BHT > a-Tokoferol > Enterolakton > Enterodiol seklinde bir siralama gozlendi. Cizelge

4.1°de ise 10 ug/mL ‘deki absorbans degerleri mukayese edildi.
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Cizelge 4.1. 10 pg/mL konsantrasyonunda fenolik bilesiklere ait ¢ozeltilerin ferrik iyonlarini
(Fe*") ve kuprik (Cu?") iyonlarin indirgeme kapasitelerinin absorbans degerlerinin birer standart
antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

" eods " heods _wetom
BHA 1,48 1,32 1,56
BHT 0,99 1,00 1,01
a-Tokoferol 0,54 0,46 0,67
Troloks 0,52 0,53 1,13
Nordihidroguaretik Asit 2,32 2,09 1,81
Dietilstilbestrol 1,33 1,04 1,40
Secoisolariciresinol 14810 1,18 1,77
Secoisolariciresinoldiglicoside 0,93 0,59 1,17
a- Conidendrin 0,76 0,67 1,32
Enterodiol 0,16 0,06 0,36
Enterolakton 0,15 0,04 0,37

4.1.1.c. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgular

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ¢aligmalar1 Blois tarafindan gelistirilen metoda
gore yapildi (1958). Serbest radikal olarak DPPH’in 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi.
Numune olarak daha once hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyonlardaki stok cozeltiler
kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozelti
olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 0,8 mL olacak sekilde
etanol ile tamamlandi. Daha sonra her bir numune tiipiine stok DPPH' ¢6zeltisinden 0,2
mL ilave edildi. Yarim saat oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildikten sonra
etanolden olusan kore kars1 517 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Kontrol olarak, 0,8

mL etanol ve 0,2 mL DPPH:- ¢ozeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPH'
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cozeltisi miktari1 yani serbest radikal giderme aktivitesini verir. DPPH" radikali

giderme aktivite tayini icin 6ncelikle standart grafik olusturuldu (r*: 0,9889) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. DPPH' radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart DPPH grafigi

DPPH' radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH' radikal miktar1

standart grafikten elde edilen ve agagida verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (As17nm) =0,0056 x [DPPH] — 0,0325
DPPH' radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

DPPH- giderme aktivitesi (%) = (1- ijloo

17-K
Burada As17.n DPPH-' radikal ¢6zeltisine numune eklendikten ve inkiibe edildikten sonra
bulunan absorbans degeri, As17.x iSe sadece DPPH' radikal ¢ozeltisi igeren kontrol
degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak birer standart antioksidan

olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks kullanild.
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Kullanilan fenolik bilesiklerine ait ¢ozeltilerin DPPH' radikali giderme aktivitesi Sekil

4.5’te gorildiigii gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL) kullanilan fenolik bilesiklerin DPPH
radikali giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol
ile karsilagtirmast

Fenolik bilesiklerin ¢ozeltilerinin DPPH' radikali giderme aktivitesi grafigi cizildikten
sonra (Sekil 4.5) her bir standart, her bir molekiil i¢in ICsy degerleri (10 pg/mL)
karsilastirildi (Cizelge 4.2). Fenolik bilesikler ve kullanilan standart antioksidan
molekiiller sirasiyla su sekilde DPPH' radikali giderme aktivitesi sergilediler: Troloks =
Nordihidroguaretik asit > a-Tokoferol = BHA = Secoisolariciresinol >
Secoisolariciresinoldiglicoside > BHT > Dietilstilbestrol > a-Conidendrin > Enterodiol

> Enterolakton seklindedir.

4.1.1.d. ABTS radikal giderme aktivitesi bulgulari

DPPH' serbest radikal giderme aktivitesine benzer sekilde ABTS™ giderme aktivitesi de
ekstrelerin, sulu karigimlarin, saf maddelerin ya da igeceklerin radikal giderme aktivite

tayininde siklikla kullanilmaktadir (Miller et al. 1996). Bunun i¢in oncellikle ABTS
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bilesiginden ABTS™ olusumu saglandi. Bu asamadan sonra fenolik bilesiklere ait
cozeltilerinin, BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin
ABTS " giderme aktivite calismalart yapildi (r%:0,9968), (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. ABTS™ giderme aktivitesi tayininde kullamlan ABTS™ i¢in hazirlanan
standart grafik

ABTS™ radikali giderme aktivitesi tayininden sonra arta kalan ABTS™ radikali

miktarlar1 standart grafikten elde edilen ve asagida gosterilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (A73snm) =0,0073 x [ABTS ] - 0,0163
ABTS™ giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

ABTS" Giderme (%)= (1- MJ %100

34-K
Burada Azas.n ABTS ™ ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
Maax ise sadece ABTS™ cozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansini ifade eder.
Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullanildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) fenolik bilesiklerin ABTS™ giderme

aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol

karsilagtirmasi

ve troloks

ile

Kullanilan Fenolik bilesiklere ait ¢ozeltilerin ABTS™ radikali giderme aktivitesi

cizildikten sonra (Sekil 4.7) her standart ve fenolik bilesikler igin 1Csy degerleri (10

pg/mL) tabloda verildi (Cizelge 4.2).

Kullanilan fenolik bilesikler ve standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde

ABTS™ giderme aktivitesi sergilediler: Secoisolariciresinol > Dietilstilbestrol

Nordihidroguaretik asit = Secoisolariciresinoldiglicoside > a-Conidendrin > BHT

Troloks > BHA > Enterodiol > Enterolakton > a-Tokoferol.
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Cizelge 4.2. 10 pg/mL konsantrasyonunda fenolik bilesiklere ait ¢dzeltilerin DPPH' ve ABTS'+
radikallerini giderme kapasitelerinin 1Csy degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, o-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmalari

Antioksidanlar DPPH’ Giderme ABTS™ Giderme
BHA 48,70 18,94
BHT 77,52 16,91
a-Tokoferol 47,48 125,79
Troloks 35,50 17,47
Nordihidroguaretik Asit 36,18 9,83
Dietilstilbestrol 118,71 9,30
Secoisolariciresinol 49,33 7,18
Secoisolariciresinoldiglicoside 71,67 10,48
a- Conidendrin 126,62 12,99
Enterodiol 4220,77 37,89
Enterolakton 6331,16 64,18

4.1.2. Asetilkolinesteraz enziminin aktiviteleri lizerine fenolik bilesiklerin

inhibisyon etkilerinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma sonug¢lari

Doygun substrat konsantrasyonlarinda Asetilkolinesteraz enzimi i¢in fenolik bilesiklerin
inhibisyon etkileri incelendi. Olgiimler Ellman ve arkadaslar1 (1961) tarafindan
gelistirilen Asetilkolinesteraz yontemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren her molekiil
icin Aktivite (%)-[1] ve K grafigi ¢izildi. Cizilen grafiklerden her molekiil i¢in K;

degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.8. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile calisilan bes farkli
a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[a-(-) Conidendrin] grafigi
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Sekil 4.9. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile calisilan bes farkli
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Dietilstilbestrol] grafigi
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Sekil 4.11. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkl1 Dietilstilbestrol konsantrasyonunda gizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.12. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile ¢alisilan bes
farkli Enterodiol konsantrasyonunda c¢izilen Aktivite (%)-[Enterodiol] grafigi
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Sekil 4.13. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
tic farkli Enterodiol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



120

100

(o] o]
o o

N
o

Aktivite (%)

N
o

O T T T T
0 2,5 5 7,5 10

[Enterolakton] (nM)

Sekil 4.14. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile ¢alisilan bes
farkli Enterolakton konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Enterolakton] grafigi
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Sekil 4.15. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
tic farkli Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.16. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile calisilan bes farkli
Nordihidroguaretik Asit konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Nordihidroguaretik Asit]

grafigi
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Sekil 4.17. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Nordihidroguaretik Asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile calisilan bes farkli
Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol] grafigi
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Sekil 4.19. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. Asetilkolinesteraz enziminin Asetilkolinesteraz yontemiyle ile calisilan bes farkli
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda g¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol
diglucoside] grafigi
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Sekil 4.21. Asetilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.3. Asetilkolinesteraz enzimi tiizerine inhibisyon etkisi gosteren fenolik
bilesiklerin ICsq ve K; degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitor (Ir](l:\ilo) Ort;:ama Inthllollrs: on r?
(hM)

a-(-) Conidendrin 8,75 1,54 Yarigmali 0,9871
Dietilstilbestrol 19,91 1,55 Yarigmali 0,9862
Enterodiol 9,08 141 Yarigsmali 0,9808
Enterolakton 14,02 1,29 Yarigmali 0,9883
Nordihidroguaretik Asit 14,93 1,62 Yarismal 0,9903
Secoisolariciresinol 8,30 1,30 Yarigmali 0,9893
Secoisolariciresinol diglucoside 7,04 0,72 Yarigmali 0,9857

4.1.3. Biitirilkolinesteraz enziminin aktivitesi iizerine fenolik bilesiklerin

inhibisyon etkilerinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma sonug¢lari

Doygun substrat konsantrasyonlarinda Biitirilkolinesteraz enzimi igin fenolik yapidaki
bilesiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Olgiimler Ellman ve arkadaslari (1961)
tarafindan gelistirilen metot ile yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren her molekiil i¢in
Aktivite (%)-[1] ve K; grafigi ¢izildi. Cizilen grafiklerden her molekiil i¢in K; degerleri
hesaplandi.
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Sekil 4.22. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli
a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[a-(-) Conidendrin] grafigi
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Sekil 4.23. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.24. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Dietilstilbestrol] grafigi
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Sekil 4.25. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkl1 Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



127

100

[o2] o]
o o

N
o

Aktivite (%)

N
o

0 T T 1
0 0,6 1,2 1,8

[Enterodiol] (nM)

Sekil 4.26. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli
Enterodiol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Enterodiol] grafigi
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Sekil 4.27. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli Enterodiol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.28. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile ¢alisilan bes farkli
Enterolakton konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Enterolakton] grafigi
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Sekil 4.29. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.30. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli
Nordihidroguaretik asit konsantrasyonunda c¢izilen Aktivite (%)-[Nordihidroguaretik Asit]
grafigi
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Sekil 4.31. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve {ig
farkli Nordihidroguaretik asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.32. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile ¢alisitlan bes farkl
Secoisolariciresinol konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol] grafigi
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Sekil 4.33. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.34. Biitirilkolinesteraz enziminin Ellman metodu ile c¢alisilan bes farkli
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda gizilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol
diglucoside] grafigi
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Sekil 4.35. Biitirilkolinesteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢
farkli Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



132

Cizelge 4.4. Biitirilkolinesteraz enziminin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren
bazi fenolik bilesiklere ait 1Cso ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitér 1Cs0 Ki Inhibisyon 2
(nM) Ortalama(nM) Tiirii

a-(-) Conidendrin 0,74 0,15 Yarigmal 0,9690
Dietilstilbestrol 0,71 0,15 Yarismal 0,9604
Enterodiol 0,66 0,14 Yarismali 0,9680
Enterolakton 0,64 0,16 Yarigmali 0,9884
Nordihidroguaretik Asit 0,78 0,17 Yarigmali 0,9875
Secoisolariciresinol 0,70 0,20 Yarigmali 0,9746

Secoisolariciresinol

diglucoside 0,36 0,08 Yarismali 0,9709

4.1.4. Karbonik anhidraz enzimi ile ilgili yapilan ¢calisma bulgular

4.1.4.a. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Kantitatif protein tayini iglemlerinde Bradford (1976) tarafindan gelistirilen Coomassie
Brillant Blue ydntemi kullamldi. Ilk olarak bu ydntem igin sigir serum albiimin’inden
bir standart egri hazirlandi. Ardindan insan kaniyla hazirlanan hemolizat ve saflastirilan
enzim ¢Ozeltisindeki protein miktarlart bu standart egriden yararlanilarak hesaplandi.
Kantitatif olarak bulunan protein miktarlar1 Sekil 4.36’daki grafikten elde edilen
denklemden hesaplandi (r*: 0,9630).
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Sekil 4.36. Sigir serum albiimini ve Bradford yontemi kullanilarak kantitatif protein
tayini i¢in hazirlanan standart grafik

4.1.4.b. hCA | ve Il izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirma islemi

sonuclari

Taze insan kanindan elde edilen eritrositlerden, hCA | ve Il izoenzimlerinin
saflastirilma islemi gergeklestirildi. Toz Tris kullanilarak pH’s1 8,7’ ye ayarlanmis olan
hemolizat dengelenmis afinite kolonuna yiiklendi. pH 8,7 olan 25 mM’lik Tris-HCI / 22
mM Na,SO, tampon ¢ozeltisi ile yikama islemi yapildi. Daha sonra, kolondan pH:6,3
olan 1 M’lik NaCl / 25 mM NayHPO,4 tamponu gegirilerek hCA | enzimi elie edildi.
Akabinde 40 mL dengeleme tamponu kolondan gegirilerek pH:5,6 olan 0,1 M’lik
NaCH3;COO /0,5 M NaClO,4 tampon ¢6zeltisi yardimiyla hCA Il enzimini eliie edilmesi
saglandi. Fraksiyon toplama tiipleri ile eliiatlar 5’er mL halinde topland1 ve 280 nm’de
absorbanslar1 Olgiilerek absorbans gosteren tiiplerdeki eliiatlar i¢in CO, ile hidrataz
aktivitesi uygulandi. Cok kez yapilan saflagtirma islemlerinden birinin sonuglart Sekil
4.37°de gosterildi.
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Sekil 4.37. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA | ve Il izoenzimlerinin sirasiyla 1M NaCl /
25 mM Na;HPO,4 pH 6,3 ve 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO, pH 5,6 tamponlariyla eliisyonu
sonucu yapilan aktivite-absorbans grafigi

4.1.4.c. hCA | ve Il izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflagtirma

basamaklar1 sonuclari

Taze insan kanindan elde edilen hemolizattan ve saf enzimden 1’er mL numune alind1.
Hidrataz aktivitesi ve Coomassie Brillant Blue yontemi kullanilarak kantitatif protein
tayini yapildi. Elde edilen degerlere gore hemolizatin, Sefaroz-4B-L-tirozin-siilfanilamit
afinite kolonuna uygulanmas: sonucu ile ka¢ kat saflastirildigi hesaplanarak sonuglar

Cizelge 4.5’te gosterildi.
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Cizelge 4.5. Afinite kromatografi tekniginden faydalanilarak, insan kanindan elde edilen enzim
hemolizatindan enzim f{initesi, spesifik aktivite ve ayrica hemolizattan saflagtirilan hCA | ve Il
izoenzimlerinin enzim {initesi, spesifik aktivite ve saflagtirma katsayisi sonuglari

Numune Aktivite Thoae;li?rr,n Protein ;?g,::ir: Toplam iﬁteim:a( Verim  Saflagtirma
Tiirii (EU/mL) (mL) (mg/mL) (mg) aktivite (EU/MQ) (%) katsayisi
Hemolizat 1229,21 25 46,75 1168,75  30730,25 26,29 100 1
Sefaroz-4B-L-  pca | 1691,50 9 0,37 3,33 1522350  4571,62 49,54 173,90
tirozin-
stilfanilamid
afinite kolon hCA Il 2800 55 0,18 0,99 15400 15555,56 50,11 591,69

kromatografisi

4.1.4.¢c. SDS-PAGE sonuglari

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan saflagtirilan
hCA T ve II izoenzimlerinin safligt SDS-PAGE teknigi uygulanarak kontrol edildi.
Kiyaslama amaciyla molekiil agirlig1 bilinen standart protein markirlar1 kullanildi. SDS-
PAGE jel kuyularina insan kanidan saflastirilan hCA I ve Il izoenzimleri tatbik edilerek
yiirlitme iglemi gerceklestirildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi (Sekil
4.38).

Sekil 4.38. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin
SDS-PAGE fotografi
*a: hCA |, b: Standart proteinler (1: 130 kDa 2: 100 kDa, 3: 70 kDa 4: 55 kDa 5: 40 kDa 6: 35 kDa 7: 25
kDa 8: 15 kDa), c: hCA Il
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4.1.4.d. hCA I ve |l izoenzimleri ile ilgili yapilan Kkinetik calismalara ait sonugclar

4.1.4.e. hCA 1 ve Il izoenzimleri igin Ky, Ve Vax degerlerinin hesaplanmasi ile ilgili

calismalarin sonuclari

Insan kanindan saflagtirilan hCA | ve Il izoenzimlerinin Ky, ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi igin en az bes farkli substrat konsantrasyonundan faydalanarak optimum
sartlarda aktivite 6l¢iimii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek ve bu grafiklerden

Km Ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.39 ve 4.40).
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Sekil 4.39. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | enzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 4.40. insan eritrositlerinden saflastirlan hCA Il enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

Insan kanindan saflastirilarak elde edilen hCA | ve Il izoenzimlerine ait Ky Ve Viax
degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplandi. hCA | enzimine ait Ky, 0,827
MM ve Vax 0,373 EU/mL.dak olarak hesaplandi. hCA 1l enzimine ait Ky, 0,956 mM ve
Vmax 0, 964 EU/mL.dak olarak hesaplandi.

hCA izoenzimlerinin aktif bélgesinde yer alan Zn®* metal iyonuna kullandigimiz
inhibitorlerin  hidroksil gruplarinin iyonik olarak etkilesmesi sonucu inhibisyon
gosterdigi sanilmaktadir. Bu inhibitérlerden enterodiol’iin baglanma modelinin Sekil

4.41°de gosterildigi gibi oldugu diistintilmektedir.
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Sekil 4.41. hCA izoenzimlerine Enterodiol’iin muhtemel baglanma modeli

4.1.4.f. hCA | ve Il izoenzimleri esteraz aktiviteleri iizerine fenolik bilesiklerin

etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan kinetik ¢calisma sonuglari

4.1.4.9. hCA | enziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

fenolik bilesikler ile ilgili sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrositlerinden saflastirllan hCA | enzimi
icin fenolik yapidaki bilesiklerin, hCA | enzimi iizerindeki etkileri arastirildi. Esteraz
aktivite tayin yontemi kullanilarak Slgiimler yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren her bir
madde i¢in aktivite (%)-[1] ve K; grafikleri ¢izildi. Elde edilen verilere gore g¢izilen

grafiklerden her bir molekiil i¢in K; degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.42. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli
a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[a-(-) Conidendrin] grafigi
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Sekil 4.43. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli a-
(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.44. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farklhi
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Dietilstilbestrol] grafigi
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Sekil 4.45. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.46. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Enterodiol
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Enterodiol] grafigi
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Sekil 4.47. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve li¢ farkli
Enterodiol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.48. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli
Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Enterolakton] grafigi
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Sekil 4.49. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.50. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Nordihidroguaretik
Asit konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Nordihidroguaretik Asit] grafigi
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Sekil 4.51. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Nordihidroguaretik Asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.52. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Secoisolariciresinol
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol] grafigi
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Sekil 4.53. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve {i¢ farkli
Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.54. hCA | enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Secoisolariciresinol
diglucoside konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol diglucoside] grafigi
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Sekil 4.55. hCA | enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.6. hCA | enziminin esteraz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren
fenolik bilesiklerin ICs ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitor ('n(l:\jl") Ki O(;t,\"’}l')""ma I"hT"ﬁ'f’Z on 2

a-(-) Conidendrin 9,08 2,11 Yarigmasiz 0,9952
Dietilstilbestrol 50,00 3,00 Yarismasiz 0,9970
Enterodiol 14,07 2,74 Yarismasiz 0,9961
Enterolakton 130,00 3,30 Yarigsmasiz 0,9945
Nordihidroguaretik Asit 17,40 2,81 Yarigmasiz 0,9988
Secoisolariciresinol 180,00 2,14 Yarismasiz 0,9994
Secoisolariciresinol diglucoside 7,74 1,27 Yarigmasiz 0,9966

4.1.4.h. hCA 1l enziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

fenolik bilesikler ile ilgili sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan kanindan saflastirilan hCA 1l enzimi igin
fenolik yapisindaki bilesiklerin, hCA 1l enzimi tizerindeki etkileri arastirildi. Esteraz
aktivitesi tayin ydntemleri kullanilarak 6lciimler elde edildi. Inhibisyon etkisi gdsteren
fenolik yapidaki bilesikler icin aktivite (%)-[I] ve K; grafikleri ¢izildi. Elde edilen

Olgtimler kullanilarak ¢izilen grafiklerden her bir molekiil i¢in K;j degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.56. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli
a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[a-(-) Conidendrin] grafigi
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Sekil 4.57. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
a-(-) Conidendrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.58. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Dietilstilbestrol] grafigi
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Sekil 4.59. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Dietilstilbestrol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.60. hCA 1l enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Enterodiol
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Enterodiol] grafigi
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Sekil 4.61. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Enterodiol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.62. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile calisilan bes farkli
Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Enterolakton] grafigi
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Sekil 4.63. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Enterolakton konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.64. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli
Nordihidroguaretik Asit konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Nordihidroguaretik Asit]

grafigi
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Sekil 4.65. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Nordihidroguaretik Asit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.66. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢alisilan bes farkli

Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol] grafigi

120 o Kontrol

m[0.690 nM]
4[2.759 nM]
| o[4.415nM]

©
o

1V (EU/mL)™
3

w
o
1

1/[S] (mM)™*

Sekil 4.67. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Secoisolariciresinol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Il enziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkl
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda g¢izilen Aktivite (%)-[Secoisolariciresinol
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Sekil 4.69. hCA Il enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ii¢ farkli
Secoisolariciresinol diglucoside konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.7. hCA 1l enziminin esteraz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren
fenolik bilesiklerin 1Csg ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitor ('ncl\jlo) Ki ?m\"’/‘l')""ma I“I‘T‘:’l‘rsz on r?

a-(-) Conidendrin 17,47 2,03 Yarigmasiz 0,9912
Dietilstilbestrol 223,60 2,78 Yarismasiz 0,9991
Enterodiol 22,78 2,68 Yarismasiz 0,9995
Enterolakton 26,05 2,63 Yarigmasiz 0,9999
Nordihidroguaretik Asit 36,29 2,56 Yarigmasiz 0,9977
Secoisolariciresinol 8,96 2,52 Yarigmasiz 0,9916
Secoisolariciresinol diglucoside 48,54 1,11 Yarigmasiz 0,9992

4.2. Tartisma

Bir molekiiliin elektron verebilme kapasitesinin antioksidan 6zelligi gosterebilmesi ile
iliskili oldugu bilinir. Bu 6zellik biyoaktif olan molekiillerin indirgeme kapasitelerini
yansitir  (Arabshahi-Delouee and Urooj 2006). Antioksidan molekiiller redoks
reaksiyonlarinda indirgeyici gili¢ olarak gorev alarak ortamdaki rediiktant ve oksidan
molekiillerin kararliligin1 saglamada islev gortirler. Tez c¢alismast kapsaminda
indirgeme metodu i¢in en yaygin olan ii¢ metot kullanildi. ilk olarak kullanilan yéntem
ise, onemli metotlardan biri olan Fe[(CN)6]3+ c¢ozeltisindeki Fe3+'nin Fe2+’ye
indirgenmesi metoduydu. Bu ydntem, c¢aligma kapsaminda kullanilan fenolik
bilesiklerin ilavesiyle ortamda olusan indirgenmis {iriine Fe3+ eklenmesi, 700 nm’de
gicli bir sekilde absorbans veren ve Prussian mavisi rengindeki kompleks olan
Fe4[Fe(CN)6]’1n meydana gelmesine sebep olur. Elde edilen absorbans artis1, kompleks

olusumundan dolay1 meydana gelen artis1 ve buna bagli olarak da artan bir indirgeme

kapasitesi oldugunu gosterir.
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Metodun kontrol ¢ozeltisinin rengi saridir ve antioksidan aktiviteye sahip fenolik
karakterde olan numunelerin ortama ilave edilmesiyle de indirgeme kapasitelerine bagl
olarak ortamin rengi farkli tonlarda yesil-mavi rengine doniisiir. Eger bir molekiil Fe**
iyonlarii gii¢lii bir sekilde indirgeyebiliyorsa, bu molekiil yiiksek antioksidan aktivitesi
de gosterebilir (Benzie and Strain 1996). Calismalarimizda elde ettigimiz sonuglar bu
metot icin degerlendirildiginde kullandigimiz fenolik bilesiklerin bir kismi standart
antioksidanlara gore daha yiiksek, bir kismi yakin degerler bazilar1 da standartlardan

daha diislik indirgeme kuvvetine sahip oldugu tespit edildi.

Son yillarda Apak ve grubu tarafindan gelistirilen Kuprak metodu ile Cu®* iyonlarini
indirgeme kapasitesi analizleri Giilgin ve grubu tarafindan siklikla uygulanmaktadir
(Apak et al. 2006; Giilgin 2008; 2010; Giil¢in et al. 2010; Polat Kose et al. 2015). Bu
metodun maliyetinin diislik olmasiyla birlikte; kararli, kisa silirede ve rahat uygulanabilir
olmast da metodun kullanimini arttirmaktadir. Ayrica indirgeme Ozelligi gosteren
molekiiliin kimyasal yapisina ya da hidrofilik 6zellikte olup olmadigina bakilmaksizin
cogu antioksidan molekiil i¢in uygulanabilen bir metot olmustur. Glutatyonda oldugu
gibi -SH grubu barindiran pek ¢ok antioksidanin aktivite Sl¢limiinde yaygin olarak
uygulanir (Huang et al. 2005). Kuprak metodu kromojenik bir metot olmakla birlikte bir
redoks tepkimesidir, ayrica metot fizyolojik pH’ya yakin bir pH aralig1 olan pH 6,5’da
calisilmaktadir (Apak et al. 2006; Giil¢in 2008; Koksal et al. 2009). Bu metot i¢in elde
ettigimiz sonuglara gore ¢aligma kapsaminda kullanilan molekiillerin indirgeme
kuvvetleri Fe** iyonlarinin indirgenme metodu ile paralellik gostermektedir. Daha dnce
de belirtildigi gibi ayni molekiil yapisina sahip olan fenolik bilesikler i¢in fenol
halkasina bagli olan hidroksil grubunun pozisyonu da antioksidan kapasitesi

bakimindan 6nemli bir unsur olmustur (Giilgin 2012).

3+, 2+,

Bu konuda calisilan bir diger yontem de FRAP metodudur ve bu metot Fe™ ’iin Fe* ’ye
indirgenme kuvveti metotlarindandir. FRAP metodu ile diisik pH’da Fe*"iin Fe?*’ye
indirgenmesi ile birlikte renkli bir bilesik olan Fe’*-TPTZ kompleksinin olusumu
gerceklesir. FRAP metodu ile olusan bu kompleks kuvvetli asidik ortamda
gercekleserek indirgeme kapasiteleri belirlenir (Benzie and Strain 1996). Fe*-Fe**
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indirgeme metodu ile FRAP metodu arasindaki fark, FRAP metodunun daha kuvvetli
asidik bir ortamda ve reaktif kullanarak yapilmasidir. Bununla birlikte Fe** tuzunun
redoks potansiyeli yaklasik olarak 0,70 V civarinda bir degere sahip olmasiyla,
ABTSnin redoks potansiyeline yakin (0,68 V) bir degerde oldugu da gériilmektedir.
Bu sebeple de FRAP ve ABTS™ yontemleri arasinda pek fazla fark yoktur. Sadece
FRAP metodunun reaksiyon ortami oldukg¢a kuvvetli asidik (pH 3,6) bir ortamdir. Hem
asidik ortamda hem de antioksidan molekiilleri ile birlikte Fe**-TPTZ kompleksinin
Fe?*-TPTZ kompleksine indirgenmesiyle olusan renkli ¢ézeltinin 595 nm’de maksimum
absorbansi dlgiiliir. FRAP yontemi ile elde edilen sonuglar analiz zamanina bagli olarak
degiskenlik gosterebilir. Ferulik asit, kafeik asit, tannik asit ve kuersetin gibi bazi
polifenolik bilesikler yavas hareket etmektedirler. Bu nedenle de analiz sonuglarini
belirlemek icin daha da uzun bir reaksiyon siiresi gereklidir. Bu metot yalnizca demir
iyonlarin1 esas almaktadir. Bu sebeple de mekanik ve fizyolojik agidan antioksidan
aktivitesi Ol¢limleri i¢in uygun olmamaktadir. Bununla birlikte, diger metotlarin aksine
FRAP metodu kolay, kisa siirede gerceklestirilen, diisiikk maliyetli ve 6zel ekipmanlar da

gerektirmemektedir (Huang et al. 2005; MacDonald-Wicks et al. 2006).

Metabolizmada yer alan serbest haldeki demir ve bakir iyonlariin kontrolii miimkiin
olabilmektedir. Organizmada demir iyonlar1 barsaklarda emilerek transferrin proteinleri
tarafindan da Fe** olarak demir ihtiyacinin oldugu hiicrelere taginmakta ve Fe?* seklinde
de ferritin ve hemosiderin proteinleri ile depolanmaktadir. Spesifik bir sekilde
transferrine  bagli olan Fe®* iyonlari serbest radikal reaksiyonlarinda yer
almamaktadirlar. Organizma i¢in fazla olan demir iyonlar: da birer “demir havuzu” olan

ferritin ve hemosiderin proteinleri ile depolanmaktadir.

Insan plazmasinda mevcut olan bakir iyonlarinm biiyiik bir gogunlugu serbest radikal
reaksiyonlarimin olusumunu tetiklemeyen bir yapida olmakla beraber, seruloplazmin
proteinine bagli halde bulunur (Halliwell 1994). Metabolizmanin normal durumu bu
sekilde iken, bu dengenin degismesi durumunda hidroksil radikalleri olusmaktadir
(Chevion et al. 1993). Meydana gelen bu radikaller doku tahribatlarina neden oldugu

icin organizmadaki yabanci maddeleri sindirerek yok eden fagositlerin aktivasyonu ya
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da liziz olmus olan hiicrelerden gecis metali iyonlarinin yayilmasiyla birlikte serbest
radikal olusumu s6z konusudur. Meydana gelen bu serbest radikallerden dolay1 da doku
ve hiicreler zarar gorerek dolayl bir sekilde gegis metali iyonlarinin yayilmasi ile daha
cok serbest radikalin olugsmasina dolayisiyla da hiicre ve dokulardaki zararlarin daha da
artmasina neden olmaktadir. Protein ve enzimlerin biinyelerindeki amino asitlerin -SH
gruplariin da oksitlenerek deaktive olmasina sebep olurlar. Bununla birlikte hiicre
membranlarinda bulunan ¢ift bag igeren yag asitlerinin de oksitlenmesine sebep olarak
onemli derecede hiicre hasarlarina yol agmaktadir (Giilgin 2012). Gegis metal iyonlari,
yag oksidasyonunun baslangi¢ kademesinde aktivasyon enerjisinin indirgenmesi sonucu
yagin okside olmasini hizlandirirlar. Metal iyonlari lipit alkil radikallerinin iiretilmesini
saglayarak lipitlerle direkt olarak reaksiyon verirler. Ayrica gecis metal iyonlar singlet
oksijen, hidroksi radikali ve hidrojen peroksit olusumunu da gergeklestirirler. Ortamda
bulunan lipit alkil radikali ile reaktif oksijen tiirleri yaglarin oksidasyonlarin
hizlandirmaktadirlar. Bununla birlikte hidroperoksitlerin par¢alanmasina da yol agarak
yaglarin otooksidasyonunu hizlandirmaktadirlar. Fenolik yapidaki molekiiller bu tiir
durumlarda agir metal iyonlarini selatlarlar ve metallerin indiiklemis oldugu oksidatif
reaksiyonlar1 azaltirlar. Bunun yamsira, fenolik bilesikler Fe®* iyonlarm
hidroperoksitlerin bozunmasini katalizleme durumunda daha aktif olan Fe?* iyonlarina
doniistiirerek  oksidatif reaksiyonlarin meydana gelmesini arttirabilmektedirler

(Annakkaya 2012; Giil¢in 2012).

Son donemlerde yapilan arastirmalar ile antioksidan molekiilleri igeren gidalarin
katarakt ve pek ¢ok kanser tiirinii 6nledigi ve bu 6nleyici etkisi sayesinde 6zellikle de
meyve ve sebzelerin yapisinda bulunan dogal antioksidan maddelere olan ilgi her ge¢en
giin daha da artmakta ve yapilan bu c¢aligmalar da 6nem kazanmaktadir (Baysal and

Ersus 1999; Giil¢in 2012).

Yakin zamanda pek ¢ok molekiil ya da ekstraktin sentetik yapidaki serbest radikalleri
giderme kapasiteleri lizerinde caligmalar yapilarak, bu konu ile alakali bircok yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda DPPH' (Giilgin 2006b, 2012) ve ABTS™ serbest

radikallerinin giderilmesi aktivitesi (Giilgin et al. 2006a) gibi yontemler yer almaktadir.



158

Kullanilan bu metotlarin yaygin kullanim alanina sahip olmasinin nedenleri arasinda
kolay caligilabilirlikleri, hassas dl¢iimler vermeleri ve analiz islemlerinin kisa siirede
uygulanmasi seklindeki avantajlarindan kaynaklanmaktadir (Van den Berg et al. 1999;
Awika et al. 2003). Gerek saf haldeki molekiillerin gerekse de bitkisel kaynakli
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri i¢in yapilan c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan
metotlar DPPH- ve ABTS™ serbest radikallerinin kullanildig1 ve spektrofotometrik
yontem olan DPPH- ve ABTS-" radikali giderme metotlaridir. Bununla birlikte, hem
DPPH- hem de ABTS-" radikallerini giderme metotlar1 kolay, kisa siirede sonug elde
edilen, sec¢ici ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan dolayr da c¢ok tercih
edilmektedir (Ozcelik et al. 2003). Bu yontemlerde kullanilan antioksidan 6zellikteki
maddeler, gerek DPPH- radikali ¢ozeltisi olsun gerekse ABTS-" radikal ¢dzeltisi olsun
bunlardan birine ilave edildiginde c¢ozelti ortamindaki radikal olusumu durur ve

ortamdaki radikaller indirgenerek reaksiyon ortami renksizlesir.

DPPH- + AH DPPH, + A

ABTST + AH ABTStT + A

Kromojenik yontemler olan, menekse rengindeki DPPH- ve yesil-mavi rengindeki
ABTS-" yontemlerini kullanmak ve uygulamak olduk¢a kolaydir. Bu metotlarin
hassasiyetleri oldukc¢a yiiksektir. Ayrica kolay ve kisa siirede c¢alisilmalar: sebebiyle bu
yontemlerde ayni anda ¢ok sayida numune ile ¢aligilabilmektedir (Awika et al. 2003).

Bu metotlar arasinda radikal olarak kullanilan DPPH' radikali uzun 6miirlii bir radikal
olmast ile birlikte radikal giderme kapasitelerini belirlemede en ¢ok kullanilan
yontemdir (Ozcelik et al. 2003). Bu ydntem ile antioksidan aktiviteye sahip maddeler
menekse renginde olan DPPH' radikalinin sar1 renkli olan ve indirgenmis difenil-
pikrilhidrazine doniistiiriirler. Yontemin prosediirii, hidrojen verici gruplar iceren
antioksidan karakterli maddeler ile etil alkolde ¢Oziinmiis olan DPPH" serbest
radikallerinin indirgenmesi esasina dayanir (Sekil 4.70). Bu indirgenme tepkimesi ile

indirgenmis ve radikal 6zellik tasimayan DPPH-H molekiilleri olusmaktadir. DPPH-H
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molekiilleri de 517 nm’de absorbans vermemektedir. Boylece DPPH" radikalleri
miktarlarindaki azalma da spektrofotometrede 517 nm’de Slclilmesiyle aktivite tayini
yapilir. Reaksiyon ortaminda bulunan antioksidan ya da antiradikaller [(AH),]
varliginda DPPH' radikali Sekil 4.70’de gosterildigi gibi indirgenmis DPPH-H forma
dontisiir (Giilgin 2002).

NO, NO,
O,N No, + (AHn 5 0N NO, + (A)n

N NH

DPPH DPPH-H

Sekil 4.70. DPPH" radikalinin antioksidan ile DPPH-H’¢ indirgenmesi

Radikal giderme kapasitesi ile ilgi bircok caligma yliriitilmesiyle beraber son
donemlerde bu reaksiyonlarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile alakali da pek ¢ok
calisma yapilmistir. Giilgin tarafindan yapilmis bir ¢alismada L-Karnitinin DPPH'
radikalini giderme kapasitesi incelenerek indirgeme mekanizmasina agiklik getirilmistir
(Giilgin  2006b). L-Karnitin, yapisindaki karbonil grubu iizerinden gergeklesen

konjugasyon sayesinde elektron saglayarak antioksidan etki gosterir.

Bu konuda yapilmis benzer bir ¢alisma da Nishizawa ve arkadaslar1 tarafindan
yiiriitiilmiis olup, konjugasyona sahip olan askorbik asit ve hidrokinon i¢in de radikal

giderme mekanizmasi onerilmistir (Nishizawa et al. 2005).

DPPH DPPH-H

Os_o OH A o OH Ox~0, OH
Y —
HOMOH ()MOH OMOH

H 0-
0 - Il{ e}
DPPH:

Sekil 4.71. Askorbik asit’in DPPH' radikallerini giderme mekanizmasi
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Askorbik asit ile DPPH' radikali arasinda bir etkilesim oldugu zaman, askorbik asidin 3
nolu karbonuna bagli olan hidroksil grubundaki oksijen ile hidrojen arasindaki kovalent
bag homolitik olarak parcalanir ve hidrojen atomu elektronunu alarak DPPH" biinyesine
katilarak indirgenmis DPPH-H molekiiliiniin olusumuna olanak saglar. Bu sirada
askorbik asit de askorbil radikaline donlismektedir. Daha sonra askorbil radikali de
DPPH' radikaline bir hidrojen aktararak hem radikali sondiiriir hem de kendisinin
dehidroksi askorbik asit’e doniismesini saglar. Son yillarda Giilgin tarafindan yiiriitiilen
calismalar ile farkli kimyasal yapilara sahip Rezveratrol ve L-Adrenalin’in DPPH
radikalini sondiirme reaksiyonu i¢in bir mekanizma ongoriilmiistiir (Giilgin 2009). Bu
caligmalarada kullanilan rezveratrol, DPPH' radikalini indirgeyerek kendisi fenoksi
radikali olarak bir ara iriine doniistiigli bildirilmistir. Ortamda bulunan bu radikal ara
tirlintin elektronu fenol halka tizerinde delokalize oldugu bildirilmistir. L-Adrenalin de
rezveratrole benzer bir mekanizma ile DPPH- radikalini giderdigi yapilan arastirmalar

sonucu tespit edilmistir (Giilgin 2009) (Sekil 4.72).

NO2 SNH NO: “NH
OH OH
O,N NOo, * —————> ON NOo, *
¥ IﬁH
N HO N HO
0O o oo

DPPH* L- Adrenalin DPPH-H

Sekil 4.72. L-Adrenalin molekiiliniin DPPH- radikalini gidermesi ve L-Adrenalin’in
radikalik ara {liriinliniin olusum mekanizmasi

Hidrokinonlar kimyasal yapilar1 geregi bir tane DPPH- radikali ile etkileserek
hidrokinon radikaline ardindan ikinci bir DPPH- radikali ile etkileserek 1,4-benzokinona
dontigiir. Boylece iki tane radikal sondiirmiis olur, ancak mono fenolik yapiya sahip
molekiiller bir hidroksil grubu tasidigi i¢in sadece bir tane DPPH- radikalini
sondiirebilirler. DPPH' radikali giderme aktivitesinde oldugu gibi ABTS™ radikali
giderme aktivitesi yontemi de saf maddelerin, ekstrelerin, igeceklerin ve sulu karisimlar

tizerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Miller 1996; Giilgin 2006b).



161

Bu yontemde ilk olarak ABTS " serbest radikali olusturulmasi gerekir. Metot, ABTS ve
K,S;0g karisimi ile meydana gelen etkilesimle mavi-yesil renkli ABTS™ ¢ozeltinin
direkt olarak olusmasi ve olusan bu radikal katyonun spektrofotometrik olarak

Olclilmesi esasina dayanir.

g S SO; NH," S S SO3 NH,*
N N =< K;S,03 N ,N=<
=N N - . =N N
NH," 058 S Q

S k - NH,* O3S

ABTS ABTS™

Sekil 4.73. ABTS ™ radikalinin olusum mekanizmasi

Elde edilen ABTS:" radikalinin 734 nm’de gosterdigi maksimum absorbans degeri
olgiilerek analizler yorumlanmaktadir. ABTS-" radikali farkli oksidan &zellikli
molekiillerle de hazirlanabilir. Burada ise oksidan madde olarak K;S,;0g kullanilmistir,
bunun disinda Mn,03’de elektron alict olarak kullanilabilir. ABTS-" radikalleri, ABTS /
K2S;0g  ortaminda asagidaki gibi meydana gelmektedir. Tepkime sirasinda
peroksidisiilfatin yikim asamasi elektron transferi gergeklestikten sonra olur. Asiri

ABTS varliginda, stilfat radikali asagidaki sekilde tepkime verir.

K,S,0g4 + ABTS K,S0, + SO,” + ABTS™
SO~ + 2ABTS ——» SO,> + 2ABTS*

S,0¢* + 3ABTS 250, + 3ABTS™

ABTS™ radikalleri DPPH' radikallerine gére daha da reaktiftir ve bir tane H atomu
transferi gerektiren DPPH' radikali giderme reaksiyonlarmndan farkhidir. ABTS-*
radikalleri i¢in bir tane elektron transferi gerekmektedir (Kaviarasan et al. 2007). Ancak
ABTS:" radikallerinin giderilme mekanizmasi ise daha 6nce belirtilen DPPH' radikali

gidermesindeki reaksiyon mekanizmasi ile benzer 6zellik tasir.
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Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen bilgilere gore hem AChE hem de BChE
enzimleri Ozellikle demans hastaliklar1 agisindan ¢ok Onemli bir yere sahiptir.
Kolinesterazlar, bir¢ok dokuda, plazmada ve viicut sivilarinda bulunan 6nemli
fonksiyonlara sahip enzimlerdir. Substrat 6zgiilliigii ve inhibitér hassasiyetlerine gore
AChE ve BChE olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Yildiz et al. 2004; Radic et al.
1993; Bodur et al. 2008). AChE (EC 3.1.1.7) beyinde, kaslarda ve eritrosit zarinda
lokalize olan asil kolinesteraz olarak islev gormektedir (Grisaru et al. 1999). ACh’in
kolinerjik sinapstan salinimi gergeklestikten sonra kolinesteraz enzimleri tarafindan
hidroliz edilmesi sonucu sinirler arasi iletim sonlanmaktadir (Massoulié¢ et al. 1993).
BChE (EC 3.1.1.8) ise hem kolin esterlerini hem de bu molekiillerin tiyol tiirevlerini ve
aspirin ve pestisitler de dahil olmak iizere birgok ilag ve karbamat esterlerini,
organofosfat bilesiklerini yikabilen ve serumda bulunan detoksifiye edici bir enzimdir
(Y1ldiz et al. 2004; Radic et al. 1993; Bodur et al. 2008; Grisaru et al. 1999; Massoulié
et al. 1993; Bodur et al. 2001; Masson and Lockridge 2010). Cok sayida farkli
molekiilleri hidroliz edebilmesine karsin, biitirilkolinesteraz’in  dogal subtrati
bilinmemektedir (Masson and Lockridge 2010). Fakat BChE’in en uygun substrat1 da
Biitirilkolin molekiiliidiir (Augustinsson 1971). Biitirilkolin, sigir kornea epiteli ve
beyinde lokalize olmaktadir, fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte
norotransmitter bir molekiil olabilecegi disiiniilmektedir (Duysen et al. 2012).
Asetilkolinesteraz, asetilkolini hidroliz ederken ortamdaki diger ndrotransmitter
molekiil olan serotonin, norepinefrin ve epinefrin molekiilleri tizerinde herhangi bir
reaksiyona sebep olmazlar. Serotonin, norepinefrin ve epinefrin sinaptik bosluk
tarafindan absorbe edilerek santral sinir iletiminde hayati fonksiyonlar goriirler.
Asetilkolinesteraz enzimi beyinde, sinir hiicrelerinde, eritrositlerde ve kaslarda
bulunmaktadir, pséodokolinesteraz yani biitirilkolinesteraz ~ enzimi ise ayni
mekanizmaya sahip olmasia ragmen plazmada bulunur ve asetilkolinin hidroliz
reaksiyonunu dolasimda gerceklestirir. AChE, sinir uglar1 dniinde biriken molekiilleri
parcalayarak oradan uzaklastirilmalarini saglar. Boylelikle, daha sonradan gelen
norotransmitterlerin 6nii siirekli agik olur ve sinir iletiminde bir aksaklik olmaz (Wilson

and Nachmansohn 1954).
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Aktif hale getirilmis notrofiller ve makrofajlardan meydana gelen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve oksidan molekiiller, Alzheimer hastaligi gibi pek ¢ok norodejeneratif
hastaliklarin ve agrili patojenik bir¢ok hastalifin ortaya ¢ikmasinda oldukca etkilidirler
(Gibson and Huang 2005; Fawole et al. 2010). Sonug olarak, farkli metabolik yollarda
meydana gelen aksakliklar sonucu Alzheimer hastaligi basta olmak lizere pek ¢ok

norolojik rahatsizlik ortaya ¢ikmaktadir.

Alzheimer hastalig1 genglerde de goriilebilmesinde ragmen, daha c¢ok yash kisilerde
goriilebilen bir hastaliktir. Alzheimer hastaligi sonucu beyindeki norotransmiter
miktarina azalma goriilmektedir ve bu rahatsizlikta miktarinda en ¢ok azalma goriilen
norotransmitter molekiil asetilkolindir. Bu hastalig1 tedavi etmek veya engelleyebilmek
icin asetilkolinin hidrolizi azaltilmalidir ki bu durum asetilkolini pargalayan AChE’in
inhibisyonu ile miimkiindiir. Bu sebeple de Alzheimer hastaliginin tedavisi igin
kullanilan ve tasarlanan ilaglar asetilkolin seviyesini ayarlamak amaciyla kullaniimakta
ve bu duruma gore sentez tasarimlar1 yapilmaktadir (Heinrich and Teoh 2004). Bununla
birlikte, kullanilan ilaglarin pek cok yan etkisi mevcuttur. Ilaglarin gdsterdigi yan
etkilerin bir kismi; gastrointestinal sistem rahatsizliklari, bulanti, hepatotoksisite, bas
donmesi, kusma, diyare ve daha pek ¢ok problemlerdir (Schulz 2003; Mukherjee et al.
2007). Hastalik tedavi edilirken karsilasilan bu yan etkilerin bagka rahatsizliklara
sebebiyet vermesinden dolayr gerek AChE gerekse BChE igin daha iyi sonuglar
alinabilecegi diigiiniilen dogal inhibitdr kaynaklar: ilgi ¢ekmektedir. Tez kapsaminda
kullandigimiz SECO, SDG, Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve a-CON birer dogal
kaynakl1 fenolik bilesiklerdir. Bu bakimdan kullanilan fenolik bilesikler, AChE ya da
BChE inhibitorleri olarak ilag sentez tasariminda kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
Caligmalarimizda kullandigimiz molekiillerin fenolik yapiya sahip olmalarindan dolay1
serbest radikal giderme islevine sahiptirler. Bilindigi gibi serbest radikaller viicutta pek
cok doku ve hiicreleri hasara ugratarak ciddi hastaliklara neden olmaktadir ki bu
hastaliklardan biride nérolojik bir rahatsizlik olan Alzheimer hastaligidir. Dogal
kaynakli fenolik bilesikler viicutta hem serbest radikalleri giderir hem de serbest

radikallerin sebep oldugu hastaliklart onlerler.
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Karbonik anhidraz (EC 4.2.1.1) enzimi gerek insan gerekse hayvanlarin pek ¢ok
dokusundan basarili bir sekilde saflagtirillmis ve karakterize edilmistir (Oktay et al.
2015; Polat Kose et al. 2015). pH diizenleyici olarak da fonksiyon goéren ve aktif
merkezinde Zn?* metali bulunduran CA enzimi karbondioksitin, bikarbonat ve protona
doniistim reaksiyonunu da olduk¢a hizli bir sekilde katalizlemektedir (Giilgin et al.
2004f). CA bu doniisiim reaksiyonunu, aktivasyon enerjisini diisiirerek daha diisiik bir
enerji ile reaksiyon hizinin artmasini saglayarak saniyede 10%-10° reaksiyon hizina

kadar ulastirir. Sonug olarak da %100 doniisiim gergeklestirir (Coban et al. 2007).

CA, genel olarak metabolik yoldaki CO;’in hidratasyonunun saglanmasinda,
dokulardaki H* ve HCOj3 diizenlenmesinde de rol alarak pH diizenlenmesinde islev
goriir. Ornegin, goz lensi, gastrik mukoza ve bdbrek bu dokulardan sadece birkag
tanesidir. Bu konudaki c¢alismalar ilerledikce daha farkli dokulardan da karbonik
anhidraz saflastirilmast islemleri karsimiza c¢ikmaktadir. Sigir eritrositleri, sican
eritrositleri, balik eritrositleri, Insan eritrositleri, sigir 16kositleri, sigir kemigi, sican
tilkriigli, histokimyasal metotlarla kaslar, prostat, tiikiiriik bezleri, sinir miyelin kilifi,
endometrium dokularindan, pankreas, beyin ve g¢esitli bakteriler, farkli bitki
kaynaklarindan saflastirilarak pek ¢ok kaynaktan da karakterize edilmistir (Feldstein
and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin
2004; Polat Kose et al. 2015).

Bitki ve hayvan CA enzimleri arasinda farkliliklarin oldugu yapilan ¢aligmalar sonucu
ortaya konulmustur (Atkins et al. 1972). Karbonik anhidrazin molekiil kiitlesi
memelilerde 30 kDa civarinda iken bitkilerdeki molekiil kiitlesi ise 160 ile 260 kDa
civarinda hegzamerik bir yapiya sahip oldugu gézlemlenmistir (Feldstein and Silverman

1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002).

Son zamanlarda CA’nin katalizleme mekanizmasi iizerinde pek ¢ok calismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore, CA enziminin metabolik yollarda oldukca
onemli fonksiyonlara sahip olmasi, sulu ortamda kararli bir davranis segilemesi ve

uygun sartlarda aktivitesini koruyarak uzun bir siire saklanabilmesi seklindeki bir¢ok
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avantaj saglayan ozellikleri tespit edilmistir. Ayrica ilgili enzimin hayati fonksiyonlara
rol almasi, c¢esitliligi, calisilabilirligi ve genis bir ¢aligma alanina sahip olmasi bu tez
kapsamindaki ¢alismalar i¢in secilmesinde yol gostermistir. Bu nedenle 6nemli bir
fenolik bilesik smifi olan bazi lignan bilesikleri ve yine fenolik bir bilesik olan
dietilstilbestrol’tin  hCA I ve II izoenzimleri {iizerindeki inhibisyon etkilerinin
arastirilmasi tez ¢aligmalarimizin son basamagi olmustur. Caligsmalarimizin bu kisminda
taze insan kanindan hCA 1 ve II izoenzimleri afinite kromatografisi teknigi kullanilarak
ayr1 ayri saflagtirildi. Grubumuz tarafindan, Sefaroz-4B-L-Tirozin igeren afinite kolon
materyali olan jel hazirlandi. Bu afinite kolonu jeli, Sefaroz-4B yapisindaki kati bir
destek materyali iizerinde hazirlandi. Sefaroz-4B’nin serbest hidroksil gruplar
literatiirlerde siklikla CNBr ile aktiflestirilerek islem gérmektedir. Hazirladigimiz kolon
materyali i¢in grubumuz da ayni yontemi kullanilarak Sefaroz-4B afinite jelini CNBr ile
aktiflestirilmesini ger¢eklestirdikten sonra, L-Tirozinin kovalent olarak baglanmasi
saglanarak, siilfonamit diazolanip L-Tirozine kenetlendirildi. Afinite jeli i¢in uzanti
kolu olarak L-Tirozin ve enzimi spesifik olarak baglamak amaciyla ligand olarak da
stilfonilamit kullanildi. Siilfanilamit CA’in spesifik bir inhibitdrii olmasindan dolay1

afinite jelinde ligand olarak kullanildi (Farell et al. 1997; Akincioglu et al. 2013).

Yine kolon materyalinde uzanti kolu olarak kullanilan L-Tirozin’in kullanilma amaci
ise; CA’nin ligand ile daha iyi bir etkilesim gergeklestirmesine olanak saglamaktir.
Ciinkii CA’in aktif bolgesini olusturan kistm enzimin globiiler yapisimn 12-15 A
derinligine sahip oldugu X-isinlar1 kristallografisi ¢alismalar1 ile tespit edilmistir
(Cuatracases 1970). Bu sebeple de hazirladigimiz afinite jelinde bahsedilen derinlige
ulasabilmek i¢in bu uzunluktaki bir uzant1 kolunun baglanmasi ile erisilebilmektedir. L-
Tirozin de afinite jelinin yapisina girip CA enziminin yiiksek bir oranda saflagtirilmasi

amaci ile kullanildi (Chegwidden et al. 2000).
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5. SONUC

Tez kapsaminda yiriitilen c¢alismada kullanilan Secoisolariciresinol (SECO),
Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), Dietilstilbestrol, Enterodiol (END), Enterolakton
(ENL), Nordihidroguaretik asit (NOR) ve a-Conidendrin (a-CON)’in antioksidan
aktivitelerinin ve antiradikal o6zelliklerinin incelenmesi gerceklestirildi. Fe**-Fe*
indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlarim (Cu?*) kupréz iyonlarina
(Cu®) indirgeme kapasitesi, FRAP metodu ile Fe**-TPTZ indirgeme kapasitesi, DPPH:
serbest radikali giderme aktivitesi ve ABTS™ radikali giderme aktivitesi gibi farkl
biyoanalitik  yontemler kullanilarak farkli konsantrasyonlarda SECO, SDG,
Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve o-CON igin antioksidan kapasiteleri incelendi.
Faydalanilan antioksidan ve antiradikal yontemler ile elde edilen sonuglar, gida ve ilag
endustrisinde siklikla kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks’tan olusan sentetik

ve standart antioksidanlarla kiyaslandi.

Fenolik bilesiklerin ¢alisilan konsantrasyonlarinda (10-30 pug/mL), artan konsantrasyon
ile dogru orantili olarak demir iyonlarini ve bakir iyonlarini indirgeme kapasitelerinde,
DPPH ve ABTS serbest radikal giderme aktivitelerinde konsantrasyona bagli artis

gorildii.

Antioksidan aktivitesi ¢alismalar ile elde edilen sonuglar; ¢alisilan fenolik molekiiller
olan SECO, SDG, Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve o-CON’in standartlarla
mukayese edilmesinde standart antioksidan molekiiller olan BHA, BHT, a-tokoferol ve

troloks kullanildi.

Kullanilan antioksidan yonteminlerinin ¢ogunda, tez kapsaminda kullanilan fenolik
bilesiklerin cogunlugunun aktivitesinin, kullanilan standartlarin esit
konsantrasyonlarindaki aktivitelerinden cok daha yiiksek az sayidaki molekiillerinde

biraz diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.
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Indirgeme kapasitesi, bir molekiikiin antioksidan aktiviteye sahip olup olmadigin
belirlemede 6nemli bir faktordir (Meir et al. 1995). Ayrica saf olan bir molekiiliin
antioksidan karakteri i¢in farkli mekanizmalarda goriilebilir. Antioksidan 6zellikteki
molekiiller antioksidan kapasitelerini, geg¢is metallerinin iyonlarmi baglama ve
radikalleri siipiirme gibi farkli mekanizmalarla ortaya koymaktadirlar (Diplock 1997,
Giilgin 2002). Yiiriitiilen bu ¢alismada, incelenen ti¢ farkli indirme kapasitesi metodu da
bu manada 6nemlidir ve bu ii¢ indirgeme kapasitesi yonteminden elde edilen sonuglara
gore de tez kapsaminda calisilan fenolik bilesiklerin indirgeme kapasitelerinin artan

konsantrasyonla orantili olarak arttig1 gézlemlenmistir.

Calisma kapsaminda kullandigimiz fenolik bilesiklerden SECO, SDG, Dietilstilbestrol,
END, ENL, NOR ve a-CON biinyesindeki hidroksil gruplar1 para pozisyonunda iken
END, ENL molekiillerinin hidroksil gruplar1 meta pozisyonunda yer almaktadir. Bu
sebepledir ki SECO, SDG, NOR ve a-CON ve Dietilstilbestrol Kuprak metodunda da
oldugu gibi pek ¢ok yontemde END ve ENL’a kiyasla daha iyi antioksidan aktivitesi
sergiledigi tespit edilmistir. Bu durum, molekiillerin kimyasal yapilarina bakildigi

zaman zaten beklenen bir sonugtur (Giilgin 2012).

SECO, SDG, Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve a-CON’in FRAP metodu ile Fe**
iyonlarmi Fe®" iyonlarina indirgeme kapasiteleri, konsantrasyon ile dogru orantili bir
sekilde arttig1 tespit edildi. Yiiritilen bu calisma kapsaminda SECO, SDG,
Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve o-CON i¢in indirgeme kapasitelerinin
aciklanmasi amaciyla faydalanilan bu ii¢ indirgeme yontemi arasinda bir korelasyon
oldugu ve ayrica artan numune konsantrasyonlarina bagli olarak indirgeme

kapasitelerinde artis oldugu da belirlendi (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. 10 pg/mL konsantrasyonunda fenolik bilesiklere ait ¢ozeltilerin ferrik iyonlarini
(Fe*") ve kuprik (Cu?") iyonlarin indirgeme kapasitelerinin absorbans degerlerinin birer standart
antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

" eods " heods_wetom
BHA 1,48 1,32 1,56
BHT 0,99 1,00 1,01
a-Tokoferol 0,54 0,46 0,67
Troloks 0,52 0,53 1,13
Nordihidroguaretik Asit 2,32 2,09 1,81
Dietilstilbestrol 1,33 1,04 1,40
Secoisolariciresinol 14810 1,18 1,77
Secoisolariciresinoldiglicoside 0,93 0,59 1,17
a- Conidendrin 0,76 0,67 1,32
Enterodiol 0,16 0,06 0,36
Enterolakton 0,15 0,04 0,37

Bu ¢ indirgeme metodunda da kullanilan fenolik bilesiklerin bir kismi standart
antioksidanlardan daha gii¢lii indirgeme gergeklestiriken bir kismi standartlara yakin bir
degerde indirgeme gerceklestirdi. Bunun yaninda standartlar arasinda da en iyi sonucu

BHA gosterdi.

Tez kapsaminda yiiriitiillen bu calismada, DPPH" ve ABTS™ radikallerini gii¢lii bir
sekilde gidermektedir. Elde edilen sonuglara gore SECO, SDG, Dietilstilbestrol, END,
ENL, NOR ve a-CON’1n ICs degerleri Cizelge 5.2°de verilmistir.
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Cizelge 5.2. 10 pg/mL konsantrasyonunda fenolik bilesiklere ait ¢ozeltilerin DPPH' ve ABTS’
radikallerini giderme kapasitelerinin 1Csy degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, ao-tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

Antioksidanlar DPPH’ Giderme ABTS™ Giderme
BHA 48,70 18,94
BHT 77,52 16,90
a-Tokoferol 47,48 125,79
Troloks 35,50 17,47
Nordihidroguaretik Asit 36,18 9,83
Dietilstilbestrol 118,71 9,30
Secoisolariciresinol 49,33 7,18
Secoisolariciresinoldiglicoside 71,67 10,48
a- Conidendrin 126,62 12,99
Enterodiol 4220,77 37,89
Enterolakton 6331,16 64,18

Kullanilan yontemlerden elde edilen sonuglara bakilarak, Secoisolariciresinol (SECO),
Secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), Dietilstilbestrol, Enterodiol (END), Enterolakton
(ENL), Nordihidroguaretik asit (NOR) ve a-Conidendrin (0-CON)’in antioksidan
aktivitelerini degerlendirmek gerekirse; ftizerinde c¢alisilan molekiillerin bir kismi
analizlerde kullanilan antioksidan standartlarina gére daha yiiksek antioksidan aktivite
sergilerken bir kisminin standartlara yakin etki gosterdigi bir kisminin da standartlardan
daha disiik etki gosterdigi anlasilmistir. Tabi ki burada etkin olan durum, hem bu
molekiillere bagli hidroksil gruplarinin sayis1 hem de bu gruplarin fenol halkasina

baglanma pozisyonlaridir.

Calismalarimizda kullanmis oldugumuz fenolik yapiya sahip olan SECO, SDG,
Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve a-CON molekiillerinin hem AChE hem de BChE



170

enzimleri lizerindeki inhibisyon 6zellikleri de arastirildi. Bu her iki enzim iizerindeki
inhibisyon etkileri incelendikten sonra inhibisyon tiirii, K; ve 1Csp degeri tespit edildi.
Bu c¢alisma sirasinda Ellman metodu (Ellman et al. 1961) kullanildi. Elde edilen
sonuglar hem AChE hem de BChE i¢in nM seviyesinde olmasi antioksidan karakterli ve
radikal giderme ozelligine sahip SECO, SDG, Dietilstilbestrol, END, ENL, NOR ve a-

CON molekiilleri i¢in beklenen bir sonug olmustur.

inhibisyon caligmalarina ait sonuglar, ICsp Ve K; degerleri ve inhibisyon tiirleri Cizelge
5.3 ve 5.4’te gosterilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen verilere gore;
kullanilan fenolik bilesiklerin farmakolojik olarak yol gosterebilecegi ve bununla
birlikte Ozellikle bir demans rahatsizligi olan Alzheimer hastaliginin tedavisi igin

yapilan arastirmalarda kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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Cizelge 5.3. Asectilkolinesteraz enzimi tlizerine inhibisyon etkisi gosteren fenolik
bilesiklerin ICs ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

Inhibitdr (In(lj\ilo) OrtaIaPr<nia(n M) Inthle . r

a-(-) Conidendrin 8,75 1,54 Yarigmal 0,9871
Dietilstilbestrol 19,91 1,55 Yarigmali 0,9862
Enterodiol 9,08 1,41 Yarigsmali 0,9808
Enterolakton 14,02 1,29 Yarigsmali 0,9883
Nordihidroguaretik Asit 14,93 1,62 Yarigmal 0,9903
Secoisolariciresinol 8,30 1,30 Yarismal 0,9893

Secoisolariciresinol

diglucoside 7,04 0,72 Yarigmali 0,9857

Cizelge 5.4. Biitirilkolinesteraz enziminin aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren
bazi fenolik bilesiklere ait 1Cso ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitér ICs0 Ki Inhibisyon 2
(nM) Ortalama(nM) Tiirii

a-(-) Conidendrin 0,74 0,15 Yarigmali 0,9690
Dietilstilbestrol 0,71 0,15 Yarigsmali 0,9604
Enterodiol 0,66 0,14 Yarigsmali 0,9680
Enterolakton 0,64 0,16 Yarigsmali 0,9884
Nordihidroguaretik Asit 0,78 0,17 Yarigsmali 0,9875
Secoisolariciresinol 0,70 0,20 Yarigmali 0,9746

Secoisolariciresinol

diglucoside 0,36 0,08 Yarigmali 0,9709
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Sonu¢ olarak grubumuz tarafindan hazirlanan jeli kullanarak hCA 1 ve 1I
izoenzimlerinin dogrudan hemolizattan saflastirilmasi saglandi. Afinite jeline tutunan
hCA 1 ve II izoenzimlerinin eliie edilebilmesi i¢in, sirayla pH 6,3 olan 25 mM’hk
Na;HPO,4 /1 M NaCl tampon ¢ozeltisi ve pH 5,6 olan 0,1 M’lik CH3COONa / 0,5 M
NaClO, tampon ¢ozeltisi kullanildi. Saflagtirilan izoenzimlerin saflik derecelerinin
kontrolii i¢cin de SDS-PAGE teknigini uygulandi. hCA I ve Il izoenzimlerine ait tek bant
elde edildi (Sekil 5.1). Enzimlere ait tespit edilen molekiil agirhigi yaklasik olarak 30
kDa agirhiginda olup literatiirlerdeki veriler ile de uyumlu oldugu goriilmektedir

(Kitchen et al. 1973).

Sekil 5.1. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

SDS-PAGE fotografi
*a: hCA 1, b: Standart proteinler (1: 130 kDa 2: 100 kDa, 3: 70 kDa 4: 55 kDa 5: 40 kDa 6: 35 kDa 7: 25
kDa 8: 15 kDa), c: hCA 1l

hCA T igin spesifik aktivite degeri 4571,62 EU/mg olup %49,54 verim ile saflastirild.
hCA 1I izoenzimi i¢in ise spesifik aktivite degeri 15555,56 EU/mg olup %50,11 verim
ile saflagtirildi. Bunlara ilaveten, taze insan kanindan elde edilen hemolizattan enzim
iinitesi, spesifik aktivite ve afinite kolonu kullanilarak hemolizattan saflastirilan hCA I
ve II izoenzimlerinin enzim Tniteleri, spesifik aktiviteleri ve saflastirma sonuclari

Cizelge 5.5’te verildi.
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Cizelge 5.5. Afinite kromatografi tekniginden faydalanilarak, insan kanindan elde edilen enzim
hemolizatindan enzim {initesi, spesifik aktivite ve ayrica hemolizattan saflastirilan hCA 1 ve 11
izoenzimlerinin enzim iinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma katsayis1 sonuglari

Numune Aktivite anpcli?rr]n Protein ;(r)g':gm Toplam iﬁ;s\;w: Verim  Saflagtirma
Tiirii (EU/mL) (mL) (mg/mL) (mg) aktivite (EU/mg) (%) katsayisi
Hemolizat 1229,21 25 46,75 1168,75  30730,25 26,29 100 1
Sefaroz-4B-L- oA 1691,50 9 0,37 3,33 1522350  4571,62 49,54 173,90
tirozin-
stilfanilamid
afinite kolon hCA Il 2800 55 0,18 0,99 15400 15555,56 50,11 591,69

kromatografisi

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak, enzim igin yapilan kinetik ¢alisma sonuglarina
gore Ky ve Vmax degerleri hesaplandi. Insan kanindan saflastirilan hCA 1 ve II
izoenzimleri i¢in Kp, Ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplandi.
hCA I izoenzimine ait Ky, 0,827 mM ve Vax 0,373 EU/mL.dak olarak hesaplandi. hCA
Il izoenzimine ait Ky, 0,956 mM ve Vax 0, 964 EU/mL.dak olarak hesaplandi (Sekil 5.2
ve 5.3).

[REN
»

[REN

1/V (EU/mL)™
co

S

D

1/[PNA] (mM)™

Sekil 5.2. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 enzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 5.3. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA II enzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

Afinite kromatografisi teknigi sayesinde tek kademede yiiksek saflikta enzim
saflastirma islemleri i¢in oldukca biiylik bir Oneme sahiptir. Bu tez calismasi
kapsaminda, afinite kolonundan esit hacimlerde eliiatlar alinip, tiim fraksiyonlar i¢in de
280 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek kalitatif protein tayini yapildi. Bu yontem ile yapilan
kalitatif protein tayini prosediirii, proteinin yapisindaki aromatik ve konjuge cift baglara
sahip olan tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans

vermesine dayanir (Segel 1968).
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Sekil 5.4. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA 1 ve II izoenzimlerinin sirastyla 1M NaCl / 25
mM Na,HPO, pH 6,3 ve 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO, pH 5,6 tamponlariyla eliisyonu
sonucu yapilan aktivite-absorbans grafigi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda; kalitatif protein tayinlerinin yaninda bir de kantitatif protein
tayinleri yapildi. Kantitatif protein tayininde Bradford tarafindan gelistirilen Coomassie-
Blue yontemi kullanildi. Bu ydntemin diger protein tayinlerine gore daha ¢ok tercih
edilmesinin nedeni de; yontemin kisa siirede gerceklestirilmesi, hata paymin yliksek
olmamasi, protein-boya komplaeksinin uzun siire korunmasi ve hassasiyetinin 1yi bir

deger olarak sayilabilen bir deger olan 1-100 pg arasinda olmasidir (Bradford 1976).

hCA I ve Il izoenzimlerinin aktivite tayini islemleri i¢in ¢alisma kapsaminda iki yontem
kullanildi. Ilk olarak Maren ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemi olarak da bilinen CO; hidrataz aktivitesi yontemini ellisyon grafigi i¢in
kullanild1 (Maren 1960). Yontem; CO,’in H,O ile reaksiyonu sonucunda meydana gelen
H,COjz’in H" ve HCOj3 iyonlarimi olusturacak sekilde ayrismasi ile ortamin pH degerini
degistirme siiresinin Olg¢lilmesi esasina dayanir. Ayrica bu yontem saflastirma islemleri
sonucu eliiatlardaki aktivitelerin belirlenmesi kademesinde yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir.
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Tez kapsaminda hCA I ve II izoenzimleri i¢in kullanilan ikinci aktivite yontemi ise
esteraz aktivitesi yontemidir. Amstrong ve arkadaglari tarafindan oOnerilen yontemin
esast ise CA’nin ester baglarin1 hidrolizleyerek pargalamasina dayanmaktadir
(Armstrong et al. 1966). CA enzimi, p-nitrofenil asetati, p-nitrofenol ve asetik asite
hidroliz eder. Olusan p-nitrofenol bilesigi ¢ozelti ortaminda sar1 bir renk olusturur ki bu
renk siddetinin ise 348 nm’de absorbsiyonu Olgiilmektedir. Amstrong ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen yontemin hassasiyeti Wilbur-Anderson (1948) metoduna gore
daha yiiksek oldugu i¢in tercih edilmektedir. p-Nitrofenil asetat’in sudaki ¢oziiniirliigii
yok denecek kadar az oldugu i¢in ilk olarak 1 mL saf asetonda ¢6ziinmesi saglandi,
ardindan saf su ile seyreltilerek sulu ¢ozeltisi hazirlanarak calismalarda kullanildi.
Organik bir ¢oziicii olan saf asetonun tercih edilmesinin nedeni ise asetonun bu hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden bir ¢oziicli olmasidir (Armstrong et al. 1966; Verportee
et al. 1967).

Inhibitor olarak islev goren bir molekiiliin inhibisyon etkisinin belirlenmesinde 1Csg
degerleri kullanilir. Bu islem i¢in de taze insan kanindan saflastirilarak elde edilen hCA
I ve II izoenzimleri igin bes farkli inhibitor konsantrasyonlarinda esteraz aktivitesi
Olctimleri yapildi. hCA 1 ve II izoenzimleri lizerinde inhibisyon etkisi gosteren ve tez
kapsaminda kullanilan fenolik bilesikler i¢in Aktivite (%)-[I] grafikleri ¢izilerek 1Cs
degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda g¢izilen Aktivite (%)-[1] grafiklerinden

bulunan ICsy degerleri Cizelge 5.6 ve 5.7°de gosterildi.
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Cizelge 5.6. hCA I enziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren
fenolik bilesiklerin 1Csp ve K; degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitor ('n(l:\jl") Ki O(;t,\"’}l')""ma I"hT"ﬁ'f’Z on 2

a-(-) Conidendrin 9,08 2,11 Yarigmasiz 0,9952
Dietilstilbestrol 50,00 3,00 Yarismasiz 0,9970
Enterodiol 14,07 2,74 Yarismasiz 0,9961
Enterolakton 130,00 3,30 Yarigsmasiz 0,9945
Nordihidroguaretik Asit 17,40 2,81 Yarigmasiz 0,9988
Secoisolariciresinol 180,00 2,14 Yarismasiz 0,9994
Secoisolariciresinol diglucoside 7,74 1,27 Yarigmasiz 0,9966

Cizelge 5.7. hCA Il enziminin esteraz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gdsteren
fenolik bilesiklerin ICs ve K degerleri ile inhibisyon tiirleri

inhibitor ('n?\jf) Ki Czr:f\"’/‘l')""ma I“‘;ﬁ‘:j on r?

a-(-) Conidendrin 17,47 2,03 Yarigmasiz 0,9912
Dietilstilbestrol 223,60 2,78 Yarigmasiz 0,9991
Enterodiol 22,78 2,68 Yarigsmasiz 0,9995
Enterolakton 26,05 2,63 Yarismasiz 0,9999
Nordihidroguaretik Asit 36,29 2,56 Yarigmasiz 0,9977
Secoisolariciresinol 8,96 2,52 Yarigmasiz 0,9916

Secoisolariciresinol diglucoside 48,54 1,11 Yarigmasiz 0,9992
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Daha sonra hCA | ve Il izoenzimlerinin K; degerlerinin dl¢iimii i¢in ii¢ farkli uygun
inhibitér konsantrasyonunda denemeler yapildi. hCA 1 ve II izoenzimleri iizerinde
inhibisyon etkisi gosteren fenolik bilesikler i¢in Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek K

degerleri hesaplandi.

Gerek glukoma gerekse diyabet hastaligi gibi hCA izoenzimlerinin fonksiyon
bozuklugunda ortaya ¢ikan pek ¢ok hastaliktan dolay1 6zellikle hCA 1I ile ilgili bir¢ok
inhibisyon caligmasi yapilmis ve hali hazirda yapilmaktadir. Dogal kaynakli fenolik
bilesiklerin de glukoma hastalig1 basta olmak tlizere hCA kaynakli bir¢ok hastalik i¢in
sentezlenebilecek yeni ilaglarin sentez tasariminda Onemli bir rol oynayacagi

stiphesizdir.



179

KAYNAKLAR

Abuja, P.M., Murkovic, M., Pfannhauser, W., 1998. Antioxidant and prooxidant
activities of elderberry (Sambucus nigra) extract in low-density lipoprotein
oxidation. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46, 4091-4096.

Ak, T., 2006. Curcumunin antioksidan ve antiradikal Ozelliklerinin incelenmesi.
YiiksekLisans Tezi, Atatiirk Universitesi, Erzurum.

Ak, T., Giil¢in, 1., 2008. Antioxidant and radical scavenging properties of curcumin.
Chemico-Biological Interaction, 174, 27-37.

Akbaba, Y., Akincioglu, A., Goger, H., Goksu, S., Giilgin, 1., Supuran, C.T., 2014.
Carbonic anhydrase inhibitory properties of novel sulfonamide derivatives of
aminoindanes and aminotetralins. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 29, 35-42.

Akincioglu, A., Akbaba, Y., Goger, H., Goksu, S., Giil¢in, 1., Supuran, C.T., 2013.
Novel sulfamides as potential carbonic anhydrase isoenzymes inhibitors.
Bioorganic and Medicinal Chemistry, 21, 1379-1385.

Al-Attar A.M. 2011. Antioxidant effect of vitamin E treatment on some heavy metals-
induced renal and testicular injuries in male mice. Saudi Journal of Biological
Sciences 18, 63-72.

Albertazzi, P., Purdie, W.D., 2002. The nature and utility of the phytoestrogens: a
review of the evidence. Maturitas, 173-185.

Aldridge, W.N, Reiner E., 1969. Acetylcholinesterase. Two types of inhibition by an
organophosphorus compound: one the formation of phosphorylated enzyme and
the other analogous to inhibition by substrate. Biochemical Journal, 115, 147-
162.

Allam, A.R., Sridhar, G.R., Das, U.N., 2007. Elevated butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase may predict the development of type 2 diabetes mellitus and
Alzheimer’s disease. Medical Hypothesis, 69, 1272-1276.

Alles, G.A. and Hawes, R.C., 1940. Cholinesterases in the blood of man. Journal
of Biological Chemistry, 133, 375-390.

Alterio, V., Fiore D.A., D’Ambrosio, K., Supuran, C.T., Simone G.D., 2012.
Multiple binding modes of mbhibitors to carbonic anhydrases: how to
design specific drugs targeting 15 different isoforms? American Chemical
Society, 112, 4421-4468.

Altinisik, M., 2000. Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidanlar. ADU Tip Fakiiltesi
Biyokimya A. D. Aydin.

Annakkaya, P., 2012. Turna yemisi (Vaccinium macrocarpon) ve mersinin (Myrtus
communis) liyofilize edilmis su ekstrelerinin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi ve fenolik iceriklerinin aydinlatilmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Anonim, 2006. Bitkilerde Dogal Renk Maddeleri ve Fenolik Bilesikler. Mesleki Egitim
ve Ogretim Sisteminin Giiglendirilmesi Projesi, Ankara.

Anonmyous, 1984. Soymilk in Brief. A Case That Makes Sense. STS Soya Technology
Systems Ltd. 11 Dhoby Ghaut 11-06, 0922 Cathay Building Singapore.



180

Apak, R., Giiglii, K., Ozyiirek, M., Karademir, S.E., Erca, E., 2006. The Cupric lon
Reducing Antioxidant Capacity And Polyphenolic Content Of Some Herbal
Teas. International Journal of Food Science and Nutrition, 57, 292-304.

Arabshahi-Delouee, S. and Urooj, A., 2006. Antioxidant properties of various solvent
extracts of mulberry (Morus indica L.) leaves. Food Chemistry, 102, 1233-1240.

Arisoy Agirgdl, B., Yilmaz, U., Isleten, F., Semerci, E., Kutsal, C., 2008. Serum
biitirilkolinesteraz aktivitesinin ameliyat oncesi anksiyete ve lipit diizeyleriyle
iliskisi. Turkish Journal of Biochemistry, 33, 9-13.

Armstrong, J.M., Myers, D.R., Verpoorte, J.A., Edsall, J.T., 1966. Purification and
properties of human erythrocyte carbonic anhydrase. Journal of Biological
Chemistry, 214, 5137-5149.

Arouma, O.l., Cuppett, S.L., 1997. Antioxidant Methodology-in vivo And in vitro
Concepts. AOCS Press, USA, 141-172.

Arslan, O., 2001. Inhibition of bovine carbonic anhydrase by new sulfonamide
compounds. Turkish Journal of Medical Sciences., 66, 982.

Arslan, O., 1994. Glaucoma tedavisinde kullanilmaya aday karbonik anhidrazi
nhibitorlerinin sentezi ve inhibisyon etkilerinin arastirilmasi. Doktora Tezi, Fen
Bilimleri Enstitusi, Erzurum.

Atkins, C.A., Patterson, B.D., Graham, D., 1972. Plant carbonic anhydrases. Preparation
and some properties of monocotyledon and dicotyledon enzyme types. Plant
Physiology, 50, 218-223.

Augustinsson, K.B., 1971. Comparative aspects of the purification and properties of
cholinesterases. Bulletin of the World Health Organization, 44, 81-89.

Awika, J.M., Rooney, L.W., Wu, X., Prior, R.L., Cisneros-Zevallos, L., 2003. Screening
methods to measure antioxidant activity of Sorghum (Sorghum ialmatei) and
Sorghum product. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 6657.

Barak, D., Kronman, C., Ordentlich, A., Ariel, N., Bromberg, A., Marcus, D., Lazar, A.,
Velan, B., Shafferman, A., 1994. Acetylcholinesterase peripheral anionic site
degeneracy conferred by amino acid arrays sharing a common core. Journal of
Biological Chemistry, 269, 6296-6305.

Barak, D., Ordentlich, A., Kaplan, D., Barak, R., Mizrahi, D., Kronman, C., Segall,
Y. Velan, B., Shafferman, A., 2000. Evidence for P-N bond scission in
phosphoroamidate nerve agent adducts of human acetylcholinesterase.
Biochemistry, 39,1156-1161.

Baser, C.H., 2002. Fonksyonel Gidalar Ve Nutrasotikler, 14. Bitkisel ilag
Hammaddeleri Toplantisi, Bildiriler, Eskisehir.

Baysal, T. and Ersus, S., 1999. Karotenoitler ve insan saghgi. Gida, 24, 177-185.

Becker, L.B., Vanden Hoek, T.L., Shao, Z.H., Li, C.Q., Schumacker, P.T., 1999.
Generation of superoxide in cardiomyocytes during ischemia before reperfusion.
American Journal of Physiology, 277, 2240- 2246.

Becker, B., 1954. Decrease in intraocular pressure in man by a carbonic anhydrase
inhibitor, Diamox. American Journal of Ophthalmology, 37, 13-15.

Belgemen, T, Akar, N., 2004. Cinkonun Yasamsal Fonksiyonlari ve Cinko
Metabolizmasi ile Iliskili Genler. T1p Fakiiltesi Mecmuasi1, Ankara, 57, 161-166.

Benzie, I.F.F. and Strain, J.J., 1996. The ferric reducing ability of plasma as a measure
of ‘antioxidant power’: the FRAP assay. Analytical Biochemistry, 239, 70-76.



181

Berg, J.M., Tymoczko, J.L., Stryer, L., 2014. Biyokimya, Palme Yayncilik, 1054 s,
(Ceviri editorii: Denizli A., Ozden A. K.,), Ankara.

Beydemir, S., Ciftci, M., Kiifrevioglu, O.I., 2002. Effects of gentamicine sulfate on
enzyme activities of carbonic anhydrase from human erytrocytes in vitro and
from rat erytrocytes in vivo. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 25, 966-
969.

Beydemir, S., Giil¢in 1., 2004. Effect of melatonin on carbonic anhydrase from human
erythrocyte in vitro and from rat erythrocyte in vivo. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, 19, 193-197.

Beydemir, S., Hisar, O., Giil¢in, 1., Kiifrevioglu, O.1., Supuran, C.T., 2005. Effects of
low molecular weight plasma inhibitors rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) on
human erythrocyte carbonic anhydrase-11 isozyme activity in vitro and rat
erythrocytes in vivo. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 20,
35-39.

Bilaloglu, G.V. ve Harmandar, M., 1999. Flavonoidler. Aktif Yayinevi, Istanbul.
Bingham, S. A., Atkinson, C., Liggins, J., Bluck, L., Coward, A., 1998. Phyto-
oestrogens: where are we now? British Journal of Nutrition, 79, 393-406.
Bjelakovic, G., Nikolova, D., Gluud, L.L., Simonetti, R.G., Gluud, C., 2007.
Antioxidant supplements for primary and secondary prevention systematic
review and meta-analysis. Journal of the American Medical Association, 297,

842-857.

Blekas, G., Boskou, D., 1998. Antioxidative activity of 3,4-dihydroxtphenil acetic acid
and a-tocopherol on the triglyceride matrix of olive oil. Effect of acidity.
Grasasy Aceites, 49, 34-37.

Blois, M.S., 1958. Antioxidant deteminations by the use of a stable free radical. Nature,
26, 1199-1200.

Bodur, E., Nese Cokugras, A., Tezcan, E.F., 2001. Inhibition Effects of Benactyzine and
Drofenine on Human Serum Butyrylcholinesterase. Archives of Biochemistry
and Biophysics, 386, 25-29.

Bodur, E., Yildiz, O., Ozer, N., Cokugras, A.N., 2008. Steady-State Kinetics of Rat
Intestinal Butyrylcholinesterase., Turkish Journal of Biochemistry, 33, 41-44.

Boker, K.L., Schouw, D.T., Grabbee, E.D., Reeters, H.M.P., 2004. Dietary
phytoestrogens and breast cancer risk. American Journal of Clinical Nutrition,
79, 282-288.

Bottcher, K., Waheed, A., Sly, W. S., 1994. Membrane-associated carbonic anhydrase
from the Crab Gill: Purification, characterization, and comparison with
mammalian CAs. Archives of Biochemistry and Biophysics, 312, 429-435.

Bozdag, M., Carta, F., Vullo, D., Akdemir, A., Isik, S., Lanzi, C., Scozzafava, A.,
Masini, E., Supuran, C.T., 2015. Synthesis of a new series of dithiocarbamates
with effective human carbonic anhydrase inhibitory activity and antiglaucoma
action. Bioorganic and Medicinal Chemistry, 23, 2368-2376.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248.

Bramley, P.M., 2000. Is lycopene beneficial to human health ,Review. Phytochemistry.
54, 233-6.

Brown, J.E., 1999. Nutrition Now. 2nd edition, West/Wadswort, Belmont.



182

Brown, S.S., Kalow, W., Pilz, W., Whittaker, M.,Woronick, C.L., 1981. The plasma
cholinesterases: a new perspective. Advances in Clinical Chemistry, 22, 1-123.

Buettner, G.R., 1993. The pecking order of free radicals and antioxidants: lipid
peroxidation, alpha-tocopherol, and ascorbate. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 300, 535-543.

Bursal, E., 2009. Kivi meyvesinin (Actinidia deliciosa) antioksidan ve antiradikal
aktivitelerinin belirlenmesi, karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu. Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Bursal, E., K&ksal, E., Giilgin, 1., Bilsel, G., Goren, A.C., 2013. Antioxidant activity and
polyphenol content of cherry stem (Cerasus avium L.) determined by LC-—
MS/MS. Food Research International, 51, 66—74.

Burt, E., Darlington, M.V., Graf, G., Meyer, H.J., 1992. Isolation, purification and
characterization of an insect carbonic anhydrase. Insect Biochemistry and
Molecular Biology, 22, 285-291.

Biilbiil, M., Hisar, R.O., Beydemir, S., Ciftci, M., Kiifrevioglu, O.1., 2003. The In vitro
And In Vivo Inhibitory Effects Of Some Sulfonamide Derivatives On Rainbow
Trout (Oncorhynchus  mykiss) Erythrocyte Carbonic Anhydrase Activity.
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 18, 371-375.

Biiyiikokuroglu, M.E., Giilgin, I, Oktay, M., Kiifrevioglu, O.i., 2001. In vitro
antioxidant properties of dantrolene sodium. Pharmacological Research, 44, 491-
495.

Biiytiktuncer, Z., 2000. Fitoostrojenlerin menopoz uzerine etkileri. IV. Uluslararasi
Beslenmeve Diyetetik Kongresi Bildiriler Kitabi, Kayseri.

Canorug, N., Cicek, R., Atamer, A., Dursun, M., Turgut, C., Giineli, E., Canorug, F.,
2001. Protective effects of vitamin E selenium and allopurinol against stres-
incluced ulcer formation in rats. Turkish Journal of Medical Sciences, 31, 199-
203.

Carlo, G., 1999. Flavonoids: old and new aspects of a class of natural therapeutic drugs.
Life Science, 4, 337-53.

Carlson, P., 1992. Tip ve Fen Bilimleri icin Biyokimya (Editor:Telefoncu, A.)
Kirikkale. 420.

Cassidy, A., 2004. Phytoestrogens and women’s health. Women’s Health Medicine, 1,
30-33.

Caton, P.W., Pothecary, M.R., Lees, D.M., Khan, N.Q., Wood, E.G., Shoji, T., Kanda,
T., Rull, G., Corder, R., 2010. Regulation of vascular endothelial function by
procyanidin-rich foods and beverages. Journal of Agriculture and Food
Chemistry, 58, 4008-4113.

Cemeroglu, B., Acar, J., 1986. Meyve ve Sebze Isleme Teknolojisi. Ankara Universitesi
Gida Miihendisligi Anabilimdali, 37-38, Yayin No:6:, Ankara.

Cemeroglu, B., Yemenicioglu, A., Ozkan, M., 2004. Meyve Ve Sebzelerin Bilesimi,
Meyve Sebze Isleme Teknolojisi, Baskent Matbaacilik, 1-174., Meyve Sebze
Teknolojisi. 2. Baski, , Ankara.

Ceruso, M., Vullo, D., Scozzafava, A., Supuran, C.T., 2014. Sulfonamides
incorporating fluorine and 1,3,5-triazine moieties are effective inhibitors of three
B-class carbonic anhydrases from Mycobacterium tuberculosis. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 29, 686—689.



183

Chatonnet, A. and Lockridge, O., 1989. Comparison of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase. Biochemical Journal, 260, 625-634.

Chegwidden, W.R., Edwards, Y., Carter, N., 2000. The Carbonic Anhydrase-New
Horizons. Molecular Bases of Inherited Disease (Scriver, C.R., Beaudet, A. L.,
Sly, W. S., and Valle, D., eds) 8th Ed., pp. 2165-2204, McGraw-Hill, Inc.,
Newyork.

Chevion, M., Liang, Y., Harel, R., Berenhstein, E., Uretzky, G., Kitrossky, N., 1993.
Copper and iron are mobilized following myocardial ischemia: Possible
productive criteria for tissue injury. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA, 90, 1102-1106.

Chua, M.T., Tung, Y.T., Chang, S.T., 2008. Antioxidant activities of ethanolic extracts
from the twigs of Cinnamomum osmophloeum. Bioresource Technology, 99,
1918-1925.

Chuiko, G.M., 2000. Comparative study of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase in brain and serum of several freshwater fish: spesific
activities and in vitro inhibition by DDVP, an organophosphorus pesticide.
Comparative Biochemistry and Physiology Part C, 127, 233-242.

Cook, N.C., Samman, S., 1996. Flavonoids-chemistry, metabolism, cardioprotective
effects and dietary sources. Nutrational Biochemistry, 7, 66-76.

Cornwell, T., Cohick, W., Raskin, I., 2004. Dietary phytoestrogens and health.
Phytochemistry, 65, 995-1016.

Coskun, T., 2005. Fonksiyonel besinlerin sagligimiz iizerine etkileri. Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Dergisi, 48, 69-84.

Cuatracases, P., 1970. Protein purification by affinity chromatography. Derivatizations
of agarose and polyacrilamide beads. Journal of Biological Chemistry, 245,
3059.

Capanoglu, E., Boyacioglu, D., 2009. Meyve ve sebzelerin flavonoid igerigi iizerine
islemenin etkisi. Akademik Gida 7, 41-46.

Cetinkaya, Y., Gocer, H., Menzek, A., Giilgin, 1., 2012. Synthesis and antioxidant
properties of (3,4-dihydroxyphenyl)(2,3,4-trinydroxyphenyl)methanone and its
derivatives. Archive Der Parmazie, 345, 323-334.

Coban, T.A., Beydemir, S., Giil¢in, I., Ekinci D., 2008. The inhibitory effect of ethanol
on carbonic anhydrase isoenzymes: in vivo and in vitro studies. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 23, 266-270.

Coban, T.A., Beydemir, S., Giilgin, 1., Ekinci, D., 2007. Morphine inhibits erythrocyte
carbonic anhydrase in vitro and in vivo. Biological and Pharmaceutical Bulletin,
30, 2257-2261.

Dailianis, S., Domouhtsidou, G.P., Raftopoulou, E., Kaloyianni, M., Dimitriadis, V.K.,
2003. Evaluation of neutral red retention assay, micronucleus test,
acetylcholinesterase activity and a signal transduction molecule (CAMP) in
tissues of Mytilus galloprovincialis (L.), in pollution monitoring. Marine
Environmental Research, 56, 443-470.

Daimon, M., Hama, K., Susa, S., Kimura, M., Yamatani, K., Ohnuma, H., Manaka, H.,
Kato, T., 1998. Hyperglycemia is a factor for an increase in serum ceruloplasmin
in type 2 diabetes. Diabetes Care, 21, 1525-1528.



184

Darvesh, S., Macdonald, LR., Martin, E., 2013. Selectivity of phenothiazine
cholinesterase inhibitors for neurotransmitter systems. Bioorganic and Medicinal
Chemistry Letters, 23, 3822-3825.

David, G., Wilkinson, P.T., Schwam, E., Parrish, J.P., 2004. Cholinesterase inhibitors
used in the treatment of alzheimer’s disease. the relationship between
pharmacological effects and clinical efficacy. Drugs Aging, 21, 453-478.

Davies, K., 2000. Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal, repair,
and replacement systems. International Union of Biochemistry and Molecular
Biology Life, 50, 279-289.

Davis, S., Dalais, F., Simpson, E., Murkies, A., 1999. Phytoestrogens In Health And
Disease. Recent Progress in Hormone Research, 54, 185-211.

Dawes, H.W., Keene, J.B., 1999. Phenolic composition of kiwi fruit juice. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 47, 2398-2403.

Defeng and W., Cederbaum, A.l., 2003. Alcohol, oxidative stres and free radical
damage. Alcohol Research & Heath, 27, 4, 277-284.

Dembele, K., Haubruge, E., Gaspar, C., 1999. Recovery of acetylcholinesterase activity
in the common carp (Cyprinus carpio L.) after inhibition by organophosphate
and carbamate compounds. Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, 62, 731-742.

Demir, H., Turkoglu, V., 2005. Effects of neostigmine methylsulphate on enzyme
activity of acetylcholinesterase in rat serum, plazma, muscle and liver in vivo.
Scandinavian Journal of Laboratory Animals, 32, 25-30.

Devlin, T.M., 2002. Biochemistry With Clinical Correlations. Kanada.

Di Mambroa, V.M., Azzolini, A., Valim, Y., Fonseca, M., 2003. Comparison of
antioxidant activities of tocopherols alone and in pharmaceutical formulations.
International Journal of Pharmaceutics, 262, 93-99.

Diplock, A., 1998. Healty lifestyles nutrition and physical activity: Antioxidant

nutrients. ILSI Europe concise monograph series, 59 p. Belgium.

Diplock, A.T., 1997. Will the good fairies please prove us that vitamin E lessens human
degenerative disease. Free Radical Research, 27, 511-532.

Diplock, A.T., Charleux, J.L., Crozier-Willi, G., Kok, F.J., Rice-Evans, C., Roberfroid,
M., Stahl, W., Vina-Ribes, J., 1998. Functional foodscience and defence against
reactive oxidative species. British Journal of Nutrition, 80, 77-112.

Disilvestro, R.A., 2001. Flavonoids as Antioxidants. In R.E.C. Wildman (ed),
Handbook of Nutraceuticals and Functional Foods. CRC Press, USA. New
York.

Dizdaroglu, M., 1991. Chemical determination of free radical-induced damage to DNA.
Free Radical Biology and Medicine, 10, 225-242.

Donovan, J.L., Meyer, A.S., Waterhouse, A.L., 1998. Phenolic composition and
antioxidant activity of prunes and prune juice (Prunus domestica). Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 46, 1247-1252.

Dragsted, L.O., Strube, M., Leth, T., 1997. Dietary levels of plant phenols and other
non-nutritive components: could they prevent cancer?. European Journal of
Cancer Prevention, 6, 522-528.

Duthie, A.G., Skinner, J.D., Robinson, T.J., 1989. The Distribution and status of the
endangered Riverine Rabbit, Bunolagus monticularis. Biological Conservation,
47, 195-202.



185

Duysen, E.G., Cashman, J.R., Schopfer, L.M., Nachon, F., Masson, P., Lockridge, O.,
2012. Differential sensitivity of plasma carboxylesterase-null mice to parathion,
chlorpyrifos and chlorpyrifos oxon, but not to diazinon, dichlorvos,
diisopropylfluorophosphate, cresyl saligenin  phosphate, cyclosarin 55
thiocholine, tabun thiocholine, and carbofuran. Chemico-Biological Interactions,
195, 189-198.

Elliot, J.G., 1999. Application of antioxidant vitamins in foods and beverages. Food
Technology, 53, 46-48.

Ellman, G.L., Courtney, K.D., Andres, V., Jr Feather-Stone, R.M., 1961. A new and
rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology, 7, 88-95.

Elmastas, M., Giilgin, 1., Isildak, O., Kiifrevioglu, O.1., Ibaoglu, K., Aboul-Enein, H.Y.,
2006a. Antioxidant capacity of bay (Laurus nobilis L.) leave extracts. Journal of
the Iranian Chemical Society, 3, 258-266.

Elmastas, M., Tiirkekul, 1., Oztiirk, L., Giilgin, I., Isildak, O., Aboul-Enein, H.Y.,
2006b. The antioxidant activity of two wild edible mushrooms (Morchella
vulgaris and Morchella esculanta). Combinatorial Chemistry and High
Throughput Screening, 6, 443-448.

Elmastas, M., Giilgin, 1., Oztiirk, L., Gokee, 1., 2005. Investigation of antioxidant
properties of spearmint (Mentha spicata L.). Asian Journal of Chemistry, 17,
137-148.

Erbas, M., 2006. Yeni Bir Gida Grubu Olarak Fonksiyonel Gidalar. Tiirkiye 9. Gida
Kongresi, Bolu.

Erbas, M., Giil, S., Sekerci, H., 2008. Fonksiyonel Gida Bileseni Olarak Diyetsel
Antioksidanlar. Tiirkiye 10. Gida Kongresi, Erzurum.

Ewald, C., Fjelkner-Modig, S., Johansson, K., Sjoholm, 1., Akesson, B., 1999. Effect of
processing on major flavanoids in processed onions, grean beans and peas. Food
Chemistry, 64, 231-235.

Farell, J.M., Barber, M., Krause, D., Litovitz, T.A., 1997. Effects of low frequency
electromagnetic fields on the activity of ornithine decarboxylase in developing
chicken embryos. Bioelectrochemistry and Bioenergetics, 43, 91-96.

Fawole, O.A., Amoo, S.O., Ndhlala, A.R., Light, M.E., Finnie, J.F., Van Staden, J.,
2010. Anti-inflammatory, anticholinesterase, antioxidant and phytochemical
prop-erties of medicinal plants used for pain-related ailments in South Africa.
Journal of Ethnopharmacology, 127, 235-241.

Feldstein, J.B., Silverman, D.N., 1984. Purification and characterization of carbonic
anhydrase from the saliva of the rat. Journal of Biological Chemistry, 259, 5447-
5453.

Fennema, O.R., 1997. Food Chemistry. Third Edition, University of Wisconsin-
Madison.

Fernandez-Lopez, J., Zhi, N., Aleson-Carbonell, I., Perez-Alvarez, A., Kuri, V., 2005.
Antioxidant and antibacterial activities of natural extract,application in beef
meatballs. Meat Science, 69, 371-380.

Fernandez-Vega, C., Sancho, E., Ferrando, M.D., Andreu, E., 2002. Thiobencarb-
induced changes in acetylcholinesterase activity of the fish Anguilla anguilla.
Pesticide Biochemistry and Physiology, 72, 55-63.



186

Ferrari, A., Venturino, A., Pechen de D’angelo, A.M., 2004. Time course of brain
cholinesterase inhibition and recovery following acute and subacute
azinphosmethyl, parathion and carbaryl exposure in the goldfish (Carassius
auratus). Ecotoxicology and Environmental Safety, 57, 420-425.

Finkel, T., Holbrook, N.J., 2000. Oxidants, oxidative stress and the biology of aging.
Nature 408, 240-247.

Francis, P.T., Palmer, A.M., Snape, M., Wilcock, G.K., 1999. The Cholinergic
Hypothesis of Alzheimer’s Disease: A Review of Progress. Journal of
Neurology Neurosurgery Psychiatry, 66, 137-47.

Friedman, M., 1997. Chemistry, biochemistry and dietary role of potato polyphenols.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 1523-1540.

Fukuto, T.R., 1990. Mechanism of Action of Organophosphorus and Carbamate
Insecticides. Environ Health Perspect, 87, 245-254.

Gervais, M.R. and Tufts. B.L., 1999. Carbonic anhydrase and anion exchange in the
erythrocytes of bowfin (Amia calva), a primitive air-breathing fish. Comparative
Biochemistry and Physiology Part A, 123, 343-350.

Gibson, G.E. and Huang, H.M., 2005. Oxidative stress in Alzheimer’s disease.
Neurobiology of Aging, 26, 575-578.

Gil, M.1., Ferreres, F., Tomas-Barberan, F.A., 1999. Effect of postharvest storage and
processing on the antioxidant constituents (flavonoids and vitamin C) of fresh-
cut spinach. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47, 2213-2217.

Giovanucci, E., Ascherio, A., Rimm, E.B., Stampfer, M.J., Colditz, G.A., Willett, V.C.,
1995. Intake of carotenoids and retinol in relation to risk of prostate cancer.
Journal of the National Cancer Institute, 87, 1767-1776.

Godbout, J.P., Berg, B.M., Kelley, K.W., Johnson, R.W., 2004. a-Tocopherol reduces
lipopolysaccharide-induced peroxide radical formation and interleukin-6
secretion in primary murine microglia and in brain. Journal of
Neuroimmunology, 149, 101-109.

Golgberg, G., 2001. Plants: Diet and Health. British Journal Foundation, 138-146.

Goger, H. and Giilgin, 1., 2011. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE): Correlation of
structure and antioxidant properties. International Journal of Food Sciences and
Nutrition, 62, 821-825.

Goger, H. and Giilgin, 1., 2013. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE): A potent carbonic
anhydrase isoenzymes inhibitor. International Journal of Academic Research, 5,
149-154.

Goger, H., Akincioglu, A., Oztaskin, N., Goksu, S., Giilgin 1., 2013. Synthesis,
antioxidant, and antiacetylcholinesterase activities of sulfonamide derivatives of
dopamine-related compounds. Archiv der Pharmazie, 346, 783-792.

Gokalp, N., 2006. Dogal antioksidanlar, Tezsiz Yiiksek Lisans Donem Projesi, Ankara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Grisaru, D., Sternfeld, M., Eldor, A., Glick, D., Soreq, H., 1999. Structural roles of
acetylcholinesterase variants in biology and pathology. European Journal of
Biochemistry, 264, 672-686.

Guus, H.E., Jansen Ilja, C.W., Arts Michel, W.F., Michael Miiller, N., Peter, C.H., Jaap
Keijer, H., 2005. Uptake and metabolism of enterolactone and enterodiol by
human colon epithelial cells. Archives of Biochemistry and Biophysics, 435, 74—
82.



187

Giilgin I., 2007. Comparison of in vitro antioxidant and antiradical activities of L-
tyrosine and L-Dopa. Amino Acids, 32, 431-438.

Giilgin, 1., 2002. Isirgan otunun (Urtica dioica) antioksidan aktivitesinin belirlenmesi,
oksidatif enzimlerinin karakterizasyonu ve bazi in vivo etkilerinin incelenmesi.
Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, s 114, Erzurum.

Giilgin, 1., 2005. The antioxidant and radical scavenging activities of black pepper
(Piper nigrum) seeds. International Journal of Food Sciences and Nutrition, 56,
491-499.

Giilgin, 1., 2006a. Antioxidant activity of caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid).
Toxicology, 217, 213-220.

Giil¢in, 1., 2006b. Antioxidant and antiradical activities of L-Carnitine. Life Sciences,
78, 803-811.

Giilgin, 1., 2007. Comparison of in vitro antioxidant and antiradical activities of L-
tyrosine and L-Dopa. Amino Acids, 32, 431-438.

Giilgin, 1., 2008. Measurement of antioxidant ability of melatonin and serotonin by the
DMPD and CUPRAC methods as trolox equivalent. Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, 23, 871-876.

Giilgin, 1., 2009. Antioxidant activity of L-Adrenaline: An activity-structure insight.
Chemico-Biological Interaction, 179, 71-80.

Giilgin, 1., 2010. Antioxidant properties of resveratrol: A structure-activity insight.
Innovative Food Science and Emerging Technologies, 11, 210-218.

Giilgin, 1., 2011. Antioxidant activity of eugenol-a structure and activity relationship
study. Journal of Medicinal Food, 14, 975-985.

Giilgin, 1., 2012. Antioxidant activity of food constituents: an overeview. Archives of
Toxicology, 86, 345-391.

Giil¢in, 1., Alici, H.A., Cesur, M., 2005a. Determination of in vitro antioxidant and
radical scavenging activities of propofol. Chemical and Pharmaceutical Bulletin,
53, 281-285.

Giilgin, 1., Berashvili, D., Gepdiremen, A., 2005b. Antiradical and antioxidant activity
of total anthocyanins from Perilla pankinensis decne. Journal of
Ethnopharmacology, 101, 287-293.

Giilgin, 1., Beydemir, S., Alici, H.A., Elmastas, M., Biiyiikokuroglu, M.E., 2004e. In
vitro antioxidant properties of morphine. Pharmacological Research, 49, 59-66.

Giilgin, 1., Beydemir, S., Biiyiikokuroglu, M.E., 2004f. In vitro and in vivo effects of
dantrolene on carbonic anhydrase enzyme activities. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 27, 613-616.

Giilgin, 1., Beydemir, S., Sat, 1.G., Kiifrevioglu, O.1., 2005c. Evolution of antioxidant
activity of cornelian cherry (Cornus mas L.). Acta Alimentaria, 34, 193-202.

Giilgin, I., Biiyiikokuroglu, M.E., Oktay, M., Kiifrevioglu O.1., 2002. On the in vitro
antioxidant properties of melatonin. Journal of Pineal Research, 33, 167-171.

Giilgin, 1., Biiyiikokuroglu, M.E., Kiifrevioglu, O.l., 2003b. Metal chelating and
hydrogen peroxide scavenging effects of melatonin. Journal of Pineal Research,
34, 278-281.

Giilgin, 1., Elias, R., Gepdiremen, A., Taoubi, K., Koksal, E., 2009. Antioxidant
secoiridoids from fringe tree (Chionanthus virginicus L.). Wood Sciences and
Technology, 43, 195-212.



188

Giil¢in, I., Elmastas, M., Aboul-Enein, H.Y., 2007a. Determination of antioxidant and
radical scavenging activity of basil (Ocimum basilicum) assayed by different
methodologies. Phytotherapy Research, 21, 354-361.

Giilgin, 1., Topal, F., Cakmakci, R., Bilsel, M., Géren, A.C., Erdogan, U., 2011.
Pomological features, nutritional quality, polyphenol content analysis, and
antioxidant properties of domesticated and 3 wild ecotype forms of raspberries
(Rubus idaeus L.). Journal of Food Science, 76, C585-C593.

Giilgin, 1., Gagua, N., Beydemir, S., Bayram, R., Bakuridze, A., Gepdiremen, A., 2012b.
Apoptotic, antioxidant and antiradical effects of majdine and isomajdine from
Vinca herbacea Waldst. and kit. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 27, 528-32.

Giilgin, I., Mshvildadze, V., Gepdiremen, A., Elias, R., 2006a. Antioxidant activity of a
triterpenoid glycoside isolated from the berries of Hedera colchica: 3-O-(B-D-
glucopyranosyl)-hederagenin. Phytotherapy Research, 20, 130-134.

Giilgin, I., Bursal, E., Sehitoglu, M.H., Bilsel, M., Goren, A.C., 2010. Polyphenol
contents and antioxidant activity of lyophilized aqueous extract of propolis from
Erzurum, Turkey. Food and Chemical Toxicology, 48, 2227-2238.

Giilgin, I., Oktay, M., Kiregci, E., Kiifrevioglu, O.1., 2003, Screening of antioxidant and
antimicrobial activities of anise (Pimpinella anisum L.) seed extracts. Food
Chemistry, 83, 371-382.

Giilgin, I. and Dastan, A., 2007. Synthesis of dimeric phenol derivatives and
determination of in vitro antioxidant and radical scavenging activities. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 22, 685-695.

Giilgin, I., Oktay, M., Kirecci, E., Kiifrevioglu, O.1., 2003a. Screening of antioxidant
and antimicrobial activities of anise (Pimpinella anisum L.) seed extracts. Food
Chemistry, 83, 371-382.

Giilgin, 1., Kiifrevioglu, O.1., Oktay, M., Biiyiikokuroglu, M.E., 2004d. Antioxidant,
antimicrobial, antiulcer and analgesic activities of nettle (Urtica dioica L.).
Journal of Ethnopharmacology, 90, 205-215

Giilgin, I., Sat, 1.G., Beydemir, S., Kiifrevioglu, O.1., 2004b. Evaluation of the in vitro
antioxidant properties of extracts of broccoli (Brassica oleracea L.). Italian
Journal of Food Sciences, 16, 17-30.

Giilgin, I., Sat, I.G., Beydemir, S., Elmastas, M., Kiifrevioglu, O.I., 2004a. Comparison
of antioxidant activity of clove (Eugenia caryophylata Thunb) buds and lavender
(Lavandula stoechas L.). Food Chemistry, 87, 393-400.

Giilgin, 1., Scozzafava, A., Supuran, C.T., Koksal, Z., Turkan, F., Cetinkaya, S., Bingdl,
Z., Huyut, Z., Alwasel, S.H., 2016. Rosmarinic acid inhibits some metabolic
enzymes including glutathione S-transferase, lactoperoxidase,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and carbonic anhydrase isoenzymes.
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 87, 1-5.

Giiven, A., 2000. Importance of Acetylcholinesterase and Its Inhibitors. Kafkas
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 6, 145-151, Kars.

Halliwell, B., 1991. Drug antioxidant effects. Drugs, 42, 569-605.

Halliwell, B., 1994, Free Radicals and antioxidants: A personal view. Nutritional
Review, 52, 253-265.

Halliwell B. 1999. Vitamin C: poison, prophylactic or panacea?. Trends in Biochemical
Sciences, 24, 255-259.



189

Harborne, J.B., Baxter, H., Moss, G.P., 1999. Phytochemical dictionary: handbook of
bioactive compounds from plants, 2nd edn. Taylor and Francis, London.

Harborne, J.B., 1994. The Flavonoids advances in research since 1986. Chapman and
Hall/CRC, p.638, USA.

Hazarika, A., Sarkar, S.N., Hajare, S., Kataria, M., Malik, J.K., 2003. Influence of
malathion pretreatment on the toxicity of anilofos in male rats: A biochemical
interaction study. Toxicology, 185, 1-8.

Hazen, S.A., Waheed, A., Sly, W.S., LaNoue, K.F., Lynch, C.J., 1996. Differentiation
dependent expression of CA V and the role of carbonic anhydrase isozymes in
pyruvate carboxylation in adipocytes. Federation of American Societies for
Experimental Biology, 10, 481-490.

Heinrich, M. and Teoh, H.L., 2004. Galanthamine from snowdrop — the development
ofa modern drug against Alzheimer’s disease from local Caucasian knowledge.
Journal of Ethnopharmacology, 92, 147-162.

Herbert, V., 1997. The value of antioxidant supplements vs their natural counterparts.
Journal of the American Dietetic Association, 375-376.

Hollman, P.C.H., Hertog, M.G.L., Katan, M.B., 1996. Analysis and health effects of
flavonoids. Food Chemistry, 57, 43-46.

Huang, D., Ou, B., Prior, R.L., 2005. The chemistry behind antioxidant capacity assays.
Journal of Agricaltural and Food Chemistry, 53, 1841-1856.

Hudson, B.J.F., 1990. Food Antioxidants. Elsevier Applied Science, London and New
York, p 1-316.

Hunaiti, A.A. and Soud, M., 2000. Effect of lead concentration on the level of
glutathione, glutathione S-transferase, reductase and peroksidase in human
blood. The Science of the Total Environment, 248, 45-50.

Jabusch, J.R., and Deutsch, H.F., 1989. Localization of the lysines actylated in ubiquitin
reacted with p-nitrophenyl acetat. Archives of Biochemistry and Biophysics,
238, 170-177.

Jiang, Q., Christen, S., Shigenaga, M.K., Ames, B.N., 2001. Gammatocopherol, the
major form of vitamin E in the US diet, deserves more attention. The American
Journal of Clinical Nutrition, 74, 714-722.

Kafkas, E., Bozdogan, A., Burgut, A., Tiiremis, N., Paydas Kargi, S., Cabaroglu, T.,
2006. Baz iiziimsii meyvelerde toplam fenol ve antosiyanin igerikleri. I1. Ulusal
Uziimsii Meyveler Sempozyumu, Tokat, 309-312.

Kasnak, C. and Palamutoglu, R., 2015. Dogal antioksidanlarin smiflandirilmasi ve
insan saglhigina etkileri. Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3, 226-
234.

Kaviarasan, S., Naik, G.H., Ganga Bhagirathi, R., Anuradha, C.V., Priyadarsini, K.I.,
2007. In vitro studies on antiradical and antioxidant activities of fenugreek
(Trigonella foenum graecum) seeds. Food Chemistry, 103, 31-37.

Keha, E.E., Kiifrevioglu, O.1., 2005. Biyokimya, Aktif Yayinevi, 642 s, Erzurum.

Keilin, D., Martin, T., 1944. Activity of purified carbonic anhydrase. Nature, 153, 107-
108.

Khachik, F., Carvalho, L., Bernstein, P.S., Muir, G.J., Zhao, D.Y., Katz, N.B., 2002.
Chemistry, distribution and metabolism of tomato carotenoids and their impact
on human health Review. Experimental Biology and Medicine (Maywood) 227,
845-51.



190

Kitchen, B.J., Masters, C.J., Winzor, D.J., 1973. Effects of lipid removal on the
molecular size and kinetic properties of bovine plasma arylesterase. Biochemical
Journal, 135, 93.

Kneepkens, C.M., Lepage, G., Roy, C.C., 1994. The potential of the hydrocarbon breath
test as a measure of lipid peroxidation. Free Radical Biology and Medicine, 17,
127-160.

Koca, N. and Karadeniz, F., 2005. Gidalardaki Dogal Antioksidan Bilesikler. Gida, 30,
229-236.

Koellner, G., Kryger, G., Millard, C.B., Silman, I., Sussman, J.L. Steiner, T., 2000.
Active-site gorge and buried water molecules in crystal structures of
acetylcholinesterase from Torpedo californica. Journal of Molecular Biology,
296, 713-735.

Kéksal, E., Bursal, E., Dikici, E., Tozoglu, F., Giilgin, 1., 2011. Antioxidant activity of
Melissa officinalis leaves. Journal of Medicinal Plants Research, 5, 217-222.

Ké&ksal, E., Giilgin, 1., 2008. Antioxidant Activity Of Cauliflower (Brassica oleracea
L.). Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 32, 65-78.

Kéksal, E., Giilgin, 1., Oztiirk Sarikaya, S.B., Bursal, E., 2009. On the in vitro
antioxidant activity of silymarin. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 24, 395-405.

Krungkrai, S.R., Suraveratum, N., Rochanakij, S., Krungkrai, J., 2001. Characterization
of carbonic anhydrase in Plasmodium falciparium. International Journal of
Parasitology, 31, 661-668.

La Du, B.N. and Dewald, B., 1970. Genetic regulation of plasma cholinesterase in man.
Advances in Enzyme Regulation, 9, 317-332.

Laemmli, D.K., 1970. Cleavage of structural proteins during in assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227, 680.

Lakkis, M.M., Bergenhem, N.C.H., Tashian, R.E., 1996. Expression of mouse carbonic
anhydrase VII m E-Coli and demonstration of its CO;, hydrase activity.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 226, 268-272.

Layer, P.G., Allebrandt, K., Andermann, P., Bodur, E., Boopathy, R., Bytyqi, A.H.,
Paraoanu, L.E., 2005. On the multifunctionality of cholinesterases. Chemico-
Biological Interactions, 157-158, 37-41.

Liang, Y.l. and Lipscom, W.N., 1991. Substrate and inhibitor binding to human
carbonic anhydrase II: A theoretical study. inhibitors in the carbonic anhydrase
from biochemistry and physiology and clinical medicine. (Botré F. et al, eds).
VCH Publishers, Weinheim., 50-64.

Lichtenthaler, R., Marx, F., Kind, O.M., 2003. Determination of antioxidative capacities
using an enhanced total oxidant scavenging capacity (TOSC) assay. European
Food Research and Technology, 216, 166-173.

Lindskog, S., 1997. Structure and mechanism of carbonic anhydrase. Pharmacology and
Therapeutics, 74, 1-20.

Lionetto, M.G., Giordano, M.E., Vilella, S., Schettino, T., 2000. Inhibition of eel
enzymatic activities by cadmium. Aquatic Toxicology, 48, 561-571.

Lloyd, R.V., Hanna, P.M., Mason, R.P., 1997. The origin of the hydroxyl radical
oxygen in the Fenton reaction. Free Radical Biology and Medicine, 22, 885-888.



191

Lockridge, O., 1990. Genetic variants of human serum cholinesterase influence
metabolism of the muscle relaxant succinylcholine. Pharmacology and
Therapeutics, 47, 35-60.

Lotti, M., 1995. Cholinesterase inhibition: complexities in interpretation. Clinical
Chemistry, 41, 1814-1818.

MacDonald-Wicks, L.K., Wood, L.G., Garg, M.L., 2006. Methodology for the
determination of biological antioxidant capacity in vitro: a review. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 86, 2046—2056.

Magalhaes, L.M., Santos, M., Segundo, M.A., Reis, S., Lima, J.L.F.C., 2009. Flow
injection based method for fast screening of antioxidant capacity. Talanta 77,
1559-1566.

Magee, J.P. and Rowland, R., 2004. Phytooestrogens, their mechanism of action;
current evidence for a role in breast and prostate cancer. British Journal of
Nutrition, 91, 513-531.

Maren, T.H., 1967. Carbonic anhydrase; chemistry, phsiology and inhibition.
Physiological Reviews, 47, 595-781.

Maren, T.H., 1960. A simplifield micromethod for the determination of carbonic
anhydrase and its inhibitors. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 126-130.

Maren, T.H., 1987. Carbonic anhydrase: General perspectives and advances in
glaucuma research. Drug Development Research, 10, 255.

Massie, B.M., Szlachcic, Y., Tabau, J.F., 1993. Scintigraphic and electrocardiographic
evedence of slient coronary artery disease in asymptomatic hypertension: a case
control study. Journal of the American College of Cardiology, 22, 1598-1606.

Masson, P. and Lockridge, O., 2010. Butyrylcholinesterase for protection from
organophosphorus poisons: catalytic complexities and hysteretic behavior.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 494, 107-120.

Masson, P., Fortier, P.L., Albaret, C., Froment, M.T., Bartels, C.F., Lockridge, O.,
1997. Aging of di-isopropyl-phosphorylated human butyrylcholinesterase.
Biochemical Journal, 327, 601-607.

Masson, P., Froment, M., Bartels, C., Lockridge, O., 1997a. Importance of aspartate-70
in organophosphate inhibition, oxime re-activation and aging of human
butyrylcholinesterase. Biochemical Journal, 325, 53-61.

Masson, P., Froment, M.T., Fortier, P.L., Visicchio, J.E., Bartels, C.F., Lockridge, O.,
1998. Butyrylcholinesterase-catalysed hydrolysis of aspirin, a negatively
charged ester, and aspirin-related neutral esters. Biochimica et Biophysica Acta,
1387, 41-52.

Massoulié, J., Pezzementi, L., Bon, S., Krejci, E., Vallette, F.M., 1993. Molecular and
cellular biology of cholinesterases. Progress in Neurobiology, 41, 31-91.

Megep, 2006. Fenolik Bilesikler ve Dogal Renk Maddeleri. Mesleki Egitim ve Ogretim
Sisteminin Gtlig¢lendirilmesi Projesi, Ankara.

Meir, S., Kanner, J., Akiri, B., Hadas, S.P., 1995. Determination and involvement of
aqueous reducing compounds in oxidative defense systems of various senescing
leaves. Journal Agricaltural Food Chemistry, 43, 1813-18109.

Middleton, E., Kandaswami, C., 1992. Effects of flavonoids on immune and
inflammatory cell functions. Biochemical Pharmacology, 43, 1167-1179.



192

Miller, D.D., 1996. Mineral. Food Chemistry, Fennema, O.R. (Ed.), Dekker: New York,
618-649.

Moure, A., Cruz, J.M., Franco, D., Dominguez, M., Sineiro, J., Dominguez, H., Nunez,
MJ., Parajo, J.C., 2001. Natural antioxidants from residual source. Food
Chemistry, 72, 145-171.

Mukherjee, A., Fryar, A.E., Howell, P.D., 2007. Regional hydrostratigraphy and
groundwater flow modeling in the arsenic affected areas of the western Bengal
Basin, West Bengal, India. Hydrogeology Journal, 15, 1397-1418.

Nachmansohn, D., 1952. In Modern Trens in Physicology, Biochemistry. Academic
Press, 229 p, New York.

Nachon, F., Asojo, O.A., Borgstahl, G.E., Masson, P., Lockridge, O., 2005. Role of
water in aging of human butyrylcholinesterase inhibited by echothiophate: the
crystal structure suggests two alternative mechanisms of aging. Biochemistry,
44, 1154-1162.

Nelson, D.L., Cox, M.M., 2005. Lehninger Biyokimyanin Ilkeleri, Palme yayncilik,
1152 s, Tiirkiye.

Nelson, D.L., Cox, M.M., 1993. 3D structure of Proteins. Principles of Biochemistry,
New York, Worth Publishers Inc., 2th Edition., 198-239.

Nese, C., 2003, Butyrylcholinesterase: Structure and physiological importance. Turkish
Journal of Biochemistry, 28, 54-61.

Neuzil, J., Thomas, S.R., Stocker, R., 1997. Requirement for, promotion, or inhibition
by alpha-tocopherol of radicalinduced initiation of plasma lipoprotein lipid
peroxidation. Free Radical Biology & Medicine, 22, 57-71.

Niki, E., Kawakami, A., Yamamoto, Y., Kamiya, Y., 1985. Oxidation of lipids: VIII.
Synergistic inhibition of oxidation of phosphatidylcholine liposome in aqueous
dispersion by vitamin E and vitamin C. Bulletin of the Chemical Society of
Japan, 58, 1971-1975.

Niki, E., Tsuchiya, J., Tanimura, R., Kamiya, Y., 1982. Regeneration of vitamin E from
a-chromanoxyl radical by glutathione and vitamin C. Chemistry Letters, 27,
789-792.

Nishikimi, M., Fukuyama, R., Minoshima, S., Shimizu, N., Yagi, K., 1994. Cloning and
chromosomal mapping of the human nonfunctional gene for L-gulono-gamma-
lactone oxidase, the enzyme for Lascorbic acid biosynthesis missing in man.
Journal of Biological Chemistry, 269, 13685-13688.

Nishikimi, M., Yagi, K., 1996. Biochemistry and molecular biology of ascorbic acid
biosynthesis. Subcellular Biochemistry, 25, 17-309.

Nishizawa, M., Kohno, M., Nishimura, M., Kitagava, A., Nivano, Y., 2005. Non-
reductive  scavenging of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) by
peroxyradical: a useful method for quantitative analysis of peroxyradical.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 53, 714-716.

Oakeshott, J.G., Van Papenrecht, E.A., Boyce T.M., Healy, M.J., Russell, R.J., 1993.
Evolutionary Genetics of Drosophila Esterases. Genetica, 90, 239- 268.

Oakeshott, J.G., Claudianos, C., Russell, R.J., Robin, G.C., 1999.
Carboxyl/cholinesterases: A Case Study Of The Evolution Of A Successful
Multigene Family. BioEssays, 21, 1031-1042.

Oktay, K., Polat Kose, L., Sendil, K., Giiltekin, M.S., Giilgin, I., Supuran, C.T., 2015,
The synthesis of (Z)-4-oxo-4-(arylamino)but-2enoic acids derivatives and



193

determination of their inhibition properties against human carbonic anhydrase |
and Il isoenzymes. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31,
939-945.

Oktay, M., Yildinim, A., Bilaloglu, V., Giilgin, 1., 2007. Antioxidant activity of different
parts of 1sgin (Rheum ribes L.). Asian Journal of Chemistry, 19, 3047- 3055.

Oliveira, 1., Valentao, P., Lopes, R., Andrade, P.A., Bento, A., Pereira, J.A., 2009.
Phytochemical characterization and radical scavenging activity of Portulaca
oleraceae L. leaves and stems. Microchemical Journal, 92, 129-134.

Omura, K., 1995. Antioxidant synergism between butylated hydroxyanisole and
butylated hydroxytoluene. Journal of the American Oil Chemists' Society, 72,
1565-1570.

Ou, B., Huang, D., Hampsch-Woodill, M., Flanagan, J.A., Deemer, E.K., 2002b.
Analysis of antioxidant activities of common vegetables employing oxygen
radical absorbance capacity (ORAC) and ferric reducing antioxidant power
(FRAP) assays: a comparative study. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 50, 3122—-3128.

Oyaizu, M., 1986. Studies on product of browning reaction prepared from glucose
amine. Japanese Journal of Nutrition, 44, 307-315.

Ozbey, F., Taslimi, P., Giil¢in, 1., Maras, A., Géksu, S., Supuran, C.T., 2016. Synthesis
of diaryl ethers with acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and carbonic
anhydrase inhibitory actions. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 27, 1-7.

Ozcelik, B., Lee, J.H., Min, D.B., 2003. Effects of light, oxygen and pH on the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method to evaluate antioxidants. Journal of
Food Sciences, 68, 487-490.

Oztiirk Sarikaya, S.B., 2009. Bazi fenolik asitlerin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi ve insan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA | ve II) iizerine
etkilerinin incelenmesi. Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Erzurum.

Palace, P.V., Khaper, N., Qmn, Q., Singal, P.K., 1999. Antioxidant potentials of vitamin
a and carotenoids and their relevance to heart disease. Free Radical Biology and
Medicine, 26, 746 —761.

Payzin, S., 2000. Hiper tansiyon ve Damarlar. Tiirkiye Klinikleri Kardiyoloji Dergis,
13, 349-351.

Pehluvan, M., Giileryiiz, M., 2004. Ahududu ve bdogiirtlenlerin insan saglig1 acisindan
Oonemi. Bahge, 33, 51- 57.

Pezzementi, L., Johnson, K., Tsigelny, 1., Cotney, J., Manning, E., Barker, A., Merritt,
S., 2003. Amino acids defining the acyl pocket of an invertebrate cholinesterase.
Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular
Biology, 136, 813-832.

Phillips, D.C., 1996. The Tree-dimensional structure of an enzymes molecule. Science,
215, 78.

Pokorny, J., 1988. Autoxidation of unsaturated lipids. In: Chan. H., (ed) Academic
Press, 141 p, London.

Polat Kose, L., Giilgin, 1., Ozdemir, H., Atasever, A., Alwasel, S.H., Supuran, C.T.,
2015. the effects of some avermectins on bovine carbonic anhydrase enzyme.
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31, 773-778.



194

Polat Kése, L., Giilgin, 1., Goren, A.C., Namiesnik, J., Martinez-Ayala, A.L.,
Gorinstein, S., 2015. LC-MS/MS analysis, antioxidant and anticholinergic
properties of galanga (Alpinia officinarum Hance) rhizomes. Industrial Crops
and Products, 74, 712-21.

Pope, C., Karanth, S., Liu, J., 2005. Pharmacology and toxicology of cholinesterase
inhibitors: uses and misuses of a common mechanism of action. Environmental
Toxicology and Pharmacology, 19, 433-446.

Prieto, P., Pineda, M., Aguilar, M., 1999. Spectrophotometric quantitation of
antioxidant capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex:
Specific application to the determination of vitamin E. Analytical Biochemistry,
269, 337-341.

Prior, R.L., Cao, G., 2000. Antioxidant phytochemicals in fruits and vegetables. Diet
and health implications. Horticulture Science, 35, 588-592.

Pulido, R., Bravo, L., Saura-Calixto, F., 2000. Antioxidant activity of dietary
polyphenols as determined by a modified ferric reducing/antioxidant power
assay. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 3396-3402.

Puscas, I., Puscas, C., Coltau, M., Baican, M., Domuta, G., 2000. The serum of
carcinoma patients powerfully activates carbonic anhydrase Il. Experimental
Oncology, 22, 162-164.

Puupponen-Pimia, R., Aura, A.M., Oksman-Caldentey, K.M., Mylla Rinen, P., Saarela,
M., Mattila-Sandholm, T., Poutanen, K., 2002. Development of functional
ingredients for gut health. Trends in food science and Technology, 13, 3-11.

Quinn, D.M., 1987. Acetylcholinesterase: enzyme structure, reaction dynamics and
virtual transition states. Chemical Reviews, 87, 955-79.

Radic, Z., Pickering, N.A., Vellom, D.C., Camp, S., Taylor, P., 1993. Three distinct
domains in the cholinesterase molecule confer selectivity for acetyl- and
butyrylcholinesterase inhibitors. Biochemistry, 32, 12074-12084.

Ramos, S., 2008. Cancer chemoprevention and chemotherapy: dietary polyphenols and
signalling pathways. Molecular Nutrition & Food Research 52, 507-526.

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 Bioology and Medicine, 26, 1231-1237.

Reaven, P.D., Khouw, A., Beltz, W.F., Parthasarathy, S., Witztum, J.L., 1993. Effect of
dietary antioxidant combinations in humans. Protection of LDL by vitamin E but
not by beta-carotene. Arterioscler Thromb, 13, 590-600.

Ren, X.L., Lindskog, S., 1992. Buffer dependence of co, hydration catalyzed by human
carbonic anhydrase-I. Biochimica et Biophysica Acta, 1120, 81-86.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J., Bolwell, P.G., Bramley, P.M., Pridham, J.B., 1995. The
relative antioxidant activities of plant-derived polyphenol flavonoids. Free
Radical Research, 22, 375-383.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J., 1996. Antioxidant activities of flavonoids as bioactive
components of food. Biochemical Society Transactions, 24, 790-795.

Rickli, E.E., Ghazanfar, S.A., Gibbons, B.H., Edsall, J.T., 1964. Carbonic Anhydrase,
From Human Erythrocytes. The Journal of Biological Chemistry, 239, 1065-
1078.

Rowland, 1., Faughan, M., Hoey, L., Wahala, K., 2003. Bioavailability of phyto-
oestrogens. British Journal of Nutrition, 89, 45-58.



195

Sagiroglu, A.ve Ozcan, H.M., 2007. Bitki ekstraktlarindaki flavonoid aglikonlarinin
tayini. 21. Ulusal Kimya Kongresi, Inénii Universitesi, Malatya.

Saija, A., Tomaino, A., Trombetta, D., Giacchi, M., De Pasquale, A., Bonina, F., 1998.
Influence of different penetration enhancers on in vitro skin permeation and in
vivo photoprotective effect of flavonoids. International Journal of
Pharmaceutics, 175, 85-94.

Saldaml, 1., 2007. Gida Kimyas1 Hacettepe Universitesi Yayinlari. Ankara, 463-492.

Saleh, E.A., Watkins, S.E., England, J.A., Waldroup, P.W., 1998. Utilization of high-oil
corn in broiler diets varying in energy content. Journal of Applied Poultry
Research, 6, 107-115.

Scalbert, A., Johnston, I.T., Saltmarsh, M., 2005. Polyphenols: antioxidants and beyond.
American Journal of Clinical Nutrition 81, 215-217.

Schoneich, C., 1999. Reactive oxygen species and biological aging: a mechanistic
approach. Experimental Gerontology, 34, 19-34.

Schulz, V., 2003. Ginkgo extract or cholinesterase inhibitors in patients withdementia:
what clinical trial and guidelines fail to consider. Phytomedicine, 10, 74-79.

Scozzafava, A. and Supuran, C.T., 2002a. Carbonic anhydrase activators: human
isozyme Il is strongly activated by oligopeptides incorporating the
carboxyterminal squence of the bicarbonate anion exchanger AEL. Biorganic
Medicinal Chemistry Letters, 12, 1177-1180.

Scozzafava, A., Kalin, P., Supuran, C.T., Giil¢in, 1., Alwasel, S.H., 2015a. The impact
of hydroquinone on acetylcholine esterase and certain human carbonic
anhydrase isoenzymes (hCA I, I, IX, and XIlI). Journal of Enzyme Inhibition
and Medicinal Chemistry, 30, 941-6.

Scozzafava, A., Passaponti, M. Supuran, C.T., Giilgin, 1., (2015b). Carbonic anhydrase
inhibitors: Guaiacol and catechol derivatives effectively inhibit certain human
carbonic anhydrase isoenzymes (hCA 1, I, IX, and XII). Journal of Enzyme
Inhibition and Medicinal Chemistry, 30, 586-591.

Segel, I.H., 1968. Biochemical Calculations: Enzyme Kinetics. John Wiley and Sons,
Inc, 213 p, New York.

Setchell, K.D.R., Cassidy, A., 1999. Dietary isoflavones: biological effects and
relevance to human health. Journal of Nutrition, 129, 758-767.

Setchell, K.D.R., Lawson, A.M., Borriello, S.P., 1981. Lignan formation in man-
microbial involvement and possible roles in relation to cancer. Lancet, 2 (8236),
4-7.

Shahidi, F., Janitha, P.K., Wanasundara, P.D., 1992. Phenolic antioxidants. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 32, 67-103.

Shahidi, F., Naczk, M., 1995. Food phenolics sources chemistry effects applications.
Technomic Publication, 235-277.

Shahidi, F., 2000. Antioxidants in food and food antioxidants. Nahrung. 44, 158-163.

Sherwin, E.R., 1990. Food Additives. Ed. by L. Branen,. Marcel Dekker, New York.
139-193.

Sherwin, E.R., 1972. Antioxidants for food fats and oils. Journal of the American Oil
Chemists' Society, 49, 468-472.

Sies, H. and Stahl, W., 1995. Vitamins E and C, B-carotene, and other carotenoids as
antioxidants. The American Journal of Clinical Nutrition, 62, 1315-1321.



196

Sies, H., Schewe, T., Heiss, C., Kelm, M., 2005. Cocoa polyphenols and inflammatory
mediators. American Journal of Clinical Nutrition, 81, 304-312.

Simic, M.G., 1981. Free radical mechanism of autoxidation process. Journal of
Chemical Education, 58, 125-131.

Singh, G., Kapoor, I.P.S., Singh, P., Heluani, C.S., Lampasona, M., Catalan, C., 2008.
Chemistry, antioxidant and antimicrobial investigations on essential oil and
oleoresins of Zingiber officinale. Food and Chemical Toxicology, 46, 3295-
3302.

Slanina, J., Glatz, Z., 2004. Separation procedures applicable to lignan analysis.Journal
of Chromatography B, 812, 215-229.

Sly, SW. and Hu, Y.P., 1995. Human carbonic anhydrase and carbonic anhydrase
deficiencies. Annual Reviews, 64, 375-401.

Soreq, H. and Zakut, H., 1993. Human acetylcholinesterases and anticholinesterases.
The American Society of Human Genetics, 55, 593-594.

Soyiit, H., 2006. Gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) dokularindan karbonik
anhidraz enziminin saflagtirllmasi karakterizasyonu ve kinetik ozelliklerinin
incelenmesi. Doktora tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisi,
Erzurum.

Stoilova, I., Krastanov, A., Stoyanova, A., Denev, P., Gargova, S., 2007. Antioxidant
activity of a ginger extract (Zingiber officinale). Food Chemistry, 102, 764—770.

St Angelo, A.J., 1996. Lipid oxidation in foods. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 36, 175-224.

Sujayev, A., Garibov, E., Taslimi, P., Giilgin, 1., Gojayeva, S., Farzaliyev, V., Alwasel,
S.H., Supuran, C.T., 2016. Synthesis of some tetrahydropyrimidine-5-
carboxylates, determination of their metal chelating effects and inhibition
profiles against acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and carbonic
anhydrase. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 41, 1-9.

Sunay, M., 2010. Selenyum ve vitamin E’nin prostat kanseri riski tizerine etkileri. Turk
Uroloji Seminerleri, 1, 164-167.

Supuran, C.T. and Scozzafava, A., 2001. Carbonic anhydrase inhibitors. Current
Medicinal Chemistry, 1, 61-97.

Supuran, C.T. and Scozzafava, A., 2002. Applications of carbonic anhydrase inhibitors
and activators in therapy. Expert Opinion on Therapeutic Patents, 12, 217-242.

Supuran, C.T., Scozzafava, A., Casini, A., 2003. Carbonic anhydrase inhibitors.
Medicinal Research Reviews, 23, 146-1809.

Supuran, C.T., 2008. Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors
and activators. Nature Reviews Drug Discovery, 7, 168-181.

Supuran, C.T., 2013. Carbonic anhydrases: from biomedical applications of the
inhibitors and activators to biotechnological use for CO, capture. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 28, 229-230.

Sussman, J.L., Harel, M., Frolow, F., Oefner, C., Goldman, A., Toker, L., Silman, I.,
1991. Atomic structure of acetylcholinesterase from Torpedo californica:A
prototypic acetylcholine-binding protein. Science, 253 (5022), 872-879.

Sahin, H., Yazici, T., 2007. Alzheimer hastaligi. Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali, Samsun, Klinik Gelisim Dergisi, 48- 52, 2007.

Sanli, Y. 1988. Veteriner farmakoloji kemoterapotik ilaglar. Veteriner Fakiiltesi
Yaylari, 658- 696.



197

Serbetci Tohma, H. and Giilgin, 1., 2009. Antioxidant and radical scavenging activity of
aerial parts and roots of Turkish liquorice (Glycyrrhiza glabra L.). International
Journal of Food Properties 13, 657-671.

Taner, G., 2005. Serbest radikallere kars1 antioksidan savunma. Bilim Teknik, 113, 453.

Tee, E.S., 1992. Carotenoids and retinoids in human nutrition. Crictical Reviews in
Food Science and Nutrition, 31, 103-163.

Temel, H.E., 2008. Demansli hastalarda asetilkolin esteraz aktivitesi ve oksidatif stresin
asetilkolin esteraz enzim inhibitorleri ile degisimi. Osmangazi Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eskisehir.

Tobin, AJ., 1970. Carbonic anhydrase from parsley leaves. Journal of Biological
Chemistry, 245, 2656-2666.

Topal, F., Nar, M., Gocer, H., Kalin, p., Kocyigit, U.M., Giilgin, 1., Alwasel, S.H., 2016.
Antioxidant activity of taxifolin: an activity—structure relationship. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31, 674-683.

Topal, M., Géger, H., Topal, F., Kalin, P., Polat Kése, L., Giilgin, 1., Cetin Cakmak, K.,
Kiicik, M., Durmaz, L., Goren, A.C., Alwasel, S.H., 2016. Antioxidant,
antiradical and anticholinergic properties of cynarin purified from the illyrian
thistle (Onopordum illyricum L.). Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 31, 266-275.

Tuovinen, K., 2004. Organophosphate-induced convulsions and prevention of
neuropathological damages. Toxicology, 196, 31-39.

Tiyli Kigiikkiling, T., 2014. Potential use of acetylcholinesterase as a bioscavenger in
organophasphate poisoning. Turkish Journal of Biochemistry, 39, 126-131.

Ugar, E.O., Karagdz, A., Arda, N., 2006. Antioxidant activity of Viscum album ssp.
album. Fitoterapia, 77, 556-560.

Unal, G., Giirkan, M.O., 2001. Insektisitler: Kimyasal Yapilari, Toksikolojileri ve
Ekotoksikolojileri. I. Baski, Ethemoglu Ofset Matbaacilik, 97-98.

Vale, J.A., 1998. Toxicokinetic and toxicodynamic aspects of organophosphorus (OP)
insecticide poisoning. Toxicology Letters, 102-103, 649-652.

Valenzuela, A.B. and Nieto, S.K., 1996. Synthetic and natural antioxidants:food quality
protectors. Grasas y Aceites, 47, 186-196.

Van den Berg, G.J. and van Ours, J.C., 1999. Duration dependence and heterogeneity in
French youth unemployment durations. Journal of Population Economics 12,
273-285.

Velioglu, S., 2000. Dogal Antioksidanlarin Insan Sagligina Etkileri. Gida, 25, 167-176.

Verpoorte, J.A., Mehta, S., Edsall, J.T., 1967. Esterase activities of human carbonic
anhydrases B and C. Journal of Biological Chemistry, 242, 4221-4229.

Wanasundara, U.N. and Shahidi, F., 1998. Antioxidant and pro-oxidant activity of green
tea extracts in marine oils. Food Chemistry, 63, 335-342.

Wang, D., Zheng, F., Holmberg, S., Kohlhaw, G.B., 1999. Yeast transcriptional
regulator leu3p: Self-Masking, specificity of masking, and evidence for
regulation by the intracellular level of leu3p. Journal of Biological Chemistry,
274,19017-19024.

Wen, L., Wrolstad, R.E., Hsu, V.L., 1999. Characterization of sinapyl derivatives mn
pineapple (Ananas comosus) and sage (Salvia offcinalis) by enzyme-assisted
ensiling (ENLAC). Journal of Agricaltural and Food Chemistry, 47, 2959-2962.



198

Wichi, H.P., 1988. Enhanced tumour development by butylated hydroxyanisole (BHA)
from the perspective of effect on forestomach and oesophageal squamous
epithelium. Food and Chemical Toxicology, 26, 717-723.

Wilbur, K.M. and Anderson, N.G., 1948. Electrometric and colorimetric determination
of carbonic anhydrase. The Journal of Biological Chemistry, 176, 147-54.
Williams, R.J., Spencer, J.P.E., Rice-Evans, C., 2004. Flavonoids: antioxidants or
signaling molecules?. Free Radical Biology and Medicine, 36, 838-849.

Wilson, I.B. and Nachmansohn, D., 1954. In lon Transport Across Membranes.
Acedemic Press Inc., 35 p, New York.

Wilson, T., Temple, N.J., 2001. Health benefits of soy isoflavones. Nutritional Health
Strategiesfor Disease Prevention, 75-85.

Wong, L., Radic, Z., Briiggemann, R.J., Hosea, N., Berman, H.A., Taylor, P., 2000.
Mechanism of oxime reactivation of acetylcholinesterase analyzed by chirality
and mutagenesis. Biochemistry, 39, 5750-5757.

Wright, A., Bubb, W.A., Hawkins, C.L., Davies, M.J., 2002. Singlet oxygen-mediated
protein oxidation: evidence for the formation of reactive side chain peroxides on
tyrosine residues. Photochemistry and Photobiology, 76, 35-46.

Yildirnm, A., Mavi, A., Kara, A.A., 2001. Determination of antioxidant and
antimicrobial activities of Rumex crispus L. extracts. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 49, 4083-4089.

Yildirnm, A., Mavi, A., Kara, A.A., 2003. Antioxidant and antimicrobial activities of
Polygonum cognatum Meissn extracts. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 83, 64-69.

Yildiz, O., Bodur, E., Cokugras, A.N., Ozer, N., 2004. The effects of some anti-tumoral
drugs on rat intestinal butyrylcholinesterase. Turkish Journal of Biochemistry,
29, 286-289.

Yoshino, M. and Murakami, K., 1998. Interaction of iron with polyphenolic
compounds: application to antioxidant characterization.  Analytical
Biochemistry, 257, 40-44.

Yu, Z., Xie, L., Lee, S., Zhang, R., 2006. A novel carbonic anhydrase from the mantle
of the pearl oyster (Pinctada fucata). Comparative Biochemistry and
Physiology, 143, 190-194.

Zhang, Y., Kua, J., McCammon, J.A., 2002. Role of the catalytic triad and oxyanion
hole in acetylcholinesterase catalysis: An ab initio QM/MM Study. Journal of
the American Chemical Society, 124, 10572-10577.



199

OZGECMIS

1983 yilinda Agr1 Eleskirt’te dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimini ise Istanbul’da
tamamladi. 2004 yilinda girdigi Atatiirk Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii’nden 2008 yilinda birincilikle mezun oldu. Ayn1 yi1l Atatiirk Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Organik kimya Anabilim Dalinda yiiksek lisans calismalarina
baslad1 ve yiiksek lisans O0grenimini 2011 yilinda tamamladi. 2011 yilinda Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dalinda doktora égrenimine

basladi ve ¢alismalarina halen devam etmektedir.



