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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KAPSAISININ ANTIOKSIiDAN KAPASITESININ BELIRLENMESI ve iINSAN
KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERI (hCA I ve 11) ile ASETILKOLIN
ESTERAZ ENZiMi UZERINE INHiBiSYON ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Betiil ARABACI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. IThami GULCIN

Kapsaisin, act kirmizi biberden elde edilen bir alkoloiddir. Bu ¢alisma ile kapsaisinin
antioksidan ve radikal giderme aktivitesi degerlendirildi. Ayrica kapsaisinin insan eritrosit
karbonik anhidraz | ve 1l izoenzimleri (hCA | ve hCA 11) ile asetilkolin esteraz enzimi
tizerine inhibisyon etkisi incelendi.

Kapsaisinin antioksidan ve radikal giderme aktivitesini degerlendirmek igin, Fe®'-Fe?*
indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu®*) indirgeme kapasitesi, FRAP
metoduna gore indirgeme Kkapasitesi, 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, bipiridil reaktifi ile
ferroz iyonlart (Fe?") selatlama aktivitesi ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore total
antioksidan aktivitesi calisildi. Standart antioksidan olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks kullanildi. Sonuglar bu dort standart madde ile karsilagtirllarak kiyaslamalar yapildi.
Calismanin devaminda kapsaisinin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri | ve Il
(hCA I ve 1) iizerine in vitro inhibitdr etkisi arastirildi. Oncelikle hCA I ve Il izoenzimleri
sirastyla Sepharose-4B-L-Tirozin afinite kolon kromatografisi ile saflastirildi. Enzim
safligin1 belirlemek i¢in, SDS-PAGE yontemi uygulandi ve tek bant gozlendi. Hidrataz
aktivitesi ve 4-nitrofenil asetat substrati ile esteraz aktivite metodu kullanilarak kapsaisinin
hCA | ve II) iizerine inhibisyon etkisi arastirildi. Daha sonra ICsg ve K degerleri hesaplandi.
hCA I ve Il i¢in ICs degerleri sirastyla 428.04, 316.01 uM iken, K; degerleri 696.15, 208.37
UM olarak hesaplandi. Kapsaisin, hCA | ve Il i¢in p-nitrofenil asetat substrati ile yarigmasiz
inhibisyon gosterdi. Calismanin son kisminda ise Ellman metoduna gore kapsaisinin AChE
tizerine inhibisyon etkisi arastirildi. ICsp ve K; degerleri hesaplandi. AChE i¢in 1Csp degeri
0,356 uM ve K; degeri 0,083 uM olarak hesaplandi. Inhibisyon tiirii ise yarismali inhibisyon
olarak belirlendi.

2015, 122 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, enzim inhibitorii, kapsaisin, karbonik anhidraz,
asetilkolinesteraz



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATON OF ANTIOXIDANT CAPACITY OF CAPSAICIN and
INVESTIGATION OF ITS INHIBITION EFFECTS ON HUMAN CARBONIC
ANHYDRASE IZOENZYMES (hCA 1 AND 11) AND ACETYLCHOLIN ESTERASE
ENZYME

Betiil ARABACI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Biochemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ilhami GULCIN

In the present study, capsaicin was evaluated for it’s possible antioxidant and radical
scavenging activity. Also the inhibitory effects of capsaicin were used on human
erythrocyte izoenzymes (hCA T and hCA 1I) and acetylcholin esterase enzyme.

In order to evaluate antioxidant and radical scavenging activity of capsaicin, different in
vitro methods such as Fe**-Fe*" reducing capacity, cupric ion (Cu®") reduction capacity
Cuprac method, reducing capacity by FRAP merthod, 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid) radical (ABTS™) scavenging, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical
(DPPH") scavenging and N,N-dimethyl-p-phenylenediamine radical (DMPD"") scavenging
activities, ferrous ions (Fe?") chelating activities using by bipyridyl reagents and total
antioxidant activity by ferric thiocyanate method were performed separately. BHA, BHT, a-
tocopherol and Trolox were used as the reference antioxidant compounds. The results were
compared with performance of the four standard substance. In further study, the in vitro
inhibitory effects of capsaicin on hCA I and Il were investigated. Firstly, hCA | and Il were
purified from human erytrocyte by Sepharose-4B-L-Thyrosine affinity column
chromatography. For determination of the enzyme purity, SDS-PAGE method was
performed and single band was observed for each isoenzymes. The inhibition effects
capsaicin on human carbonic anhydrase iso enzymes were investigated using by hidratase
and esterase assay. Then ICs and K values for were calculated. 1Csy values were found
0.226, 0.302 uM while K; values was found as 0.169, 0.088 uM for hCA 1 ve II,
respectively. The inhibition type was found to be non-competitive. In the last part of this
study, the effects of capsaicin on AChE was investigated by Ellman’s method. ICspand K;
values were calculated. 1Csy values was 0,356 uM and K; values was found as 0,083 uM
respectively. The inhibition type was determined as competitive.

2015, 122 pages

Keywords: Antioxidant activity, enzyme inhibitor, capsaicin, carbonic anhydrase,
acetylcholine esterase
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.1.1. Serbest radikaller ve etkileri

Anaerob organizmalar harig biitiin canlilarin enerji tiretimi i¢in oksijene gereksinimleri
vardir. ATP olusum siirecinde metabolik faaliyetlerin tamamlanabilmesi i¢in molekiiler
oksijen sarttir. Hiicrelerdeki oksijenin %85-90°1 mitokondride elektron tasima zincirinde
kullanilirken yaklasik %10-15’lik kismi ise oksidan enzimlerin katalizledigi olaylarda

kullanilir.

Serbest radikaller, fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar esnasinda olusan ve
eslesmemis elektronu bulunan molekiillerdir. Gida molekiillerinin oksijen kullanilarak
enerjiye donisiimleri sirasinda meydana gelirler. Oksijen veya nitrojen kaynakli
olabilirler (Percival 1998; Podda and Grundmann-Kollmann 2001). Serbest oksijen
tirleri ya radikaldirler ve en az bir tane ortaklanmamis elektron ¢ifti igerirler veya
radikal olmayan reaktif bilesiklerdir. Biyomolekiilleri oksitleme yeteneklerinden dolay1
bu molekiiller oksidan veya pro-oksidan olarak isimlendirilirler (Halliwell and
Gutteridge 1989; Sies 1991; Giilgin 2012).

Biyolojik 6nemi olan bu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en bilinen &rnekleri arasinda
hidroksil (OH-), siiperoksit (O, "), peroksil (ROO), alkoksil (RO’) ve nitrik oksit (NO’)
sayilabilir. Singlet oksijen (*O,), ozon (Os), hidrojen peroksit (H20,) ve hipoklorik asit
(HOCI) gibi radikal olmayan reaktif oksijen tiirleride bulunmaktadir (Pietta 2000;
Giil¢in 2012) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine 6rnekler (Evans and Halliwel 2001)

Tip Serbest radikal Non radikal
Siiperoksit, O Hidrojen peroksit, H,0,
Hidroksil, OH" Hipokloroz asit, HOCI

ROS  Peroksil, ROy’ Ozon, O3
Alkoksil, RO’ Singlet oksijen

Hidroperoksil, HO,"

Peroksinitrit, OONO
RNS  Nitrik oksit, NO Nitrosoksit, HNO,
Nitrojen dioksit, NO, Dinitrojen trioksit, N,Os
Nitroksil anyon, NO-

Reaktif oksijen tiirlerinin fizyolojik miktarlar1 hiicre fonksiyonlar1 i¢in gereklidir.
Serbest radikallerin fazlasi ise niikleik asitler, lipitler, proteinler, doymamis yag asitleri
ve karbohidratlar gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verebilir, mutasyonlar olusturarak

DNA’da hasarlara sebep olabilirler (Giilgin 2010; Giilgin 2012).

Cizelge 1.2. Serbest radikallerin biyomolekiiller tizerine baslica zararh etkileri

e Lipitlerde ¢apraz baglanmalar
Doymamis yaglar e Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon

e Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbohidratlar e Polisakkaritlerin monomerlerine

ayristirilmasi

e Iplikcik kirilmalar
Niikleik asitler

e Baz icermeyen bolgeler

e Sentezlenen proteinlerde c¢apraz baglar

DI € o bl e Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

e Hidroksilasyonlar




Hiicre ve dokularin yapisal biitlinliigiiniin korunmasi ve normal fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri i¢in oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge korunmalidir
(Serafini and Del Rio 2004). Serbest radikallerin artmasi veya antioksidanlarin azalmasi
sonucu serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif strese ve oksidatif hasara neden olmaktadir. Oksidatif stresin ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik hasar, karsinogenez, mutagenez, imminolojik ve norolojik
hastaliklar, sindirim sistemi, gz, deri, akciger ve karaciger hastaliklarinin

patojenezinde ve ilerlemesinde roliifloldugu kanitlanmistir (Halliwel 1987).

Serbest radikalleri olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen kaynaklar olmak {izere ikiye
ayrilir. Endojen kaynaklar; Mitokondriyal elektron transport zinciri, oto-oksidasyon
reaksiyonlar, ksantin oksidaz, galaktoz oksidaz, lipooksigenaz gibi oksidan enzimler ve
fagosit hiicreleridir. Ekzojen kaynaklar arasinda ise ilag oksidasyonlari, radyasyon,
ozon, X ve UV-iginlari, sigara dumani, egzos gazlar1 ve SO; gibi bazi kimyasallar yer
alir (Firat 1997).

Ekzojen yada endojen kaynaklar araciligiyla olusan oksijen kaynakli reaktif ara tirinler
viicudun antioksidan savunma sistemleri (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon

peroksidaz) tarafindan zararsizlastirilir (Giiner 2014).

Hidroksil radikali (OH™), hidroksit iyonunun (OH") radikalik formudur. 10 saniyelik
yarilanma siiresi ile bilinen en reaktif oksijen tiiriidiir. (Giilgin 2012). Hidroksil radikali
biyomolekiillerle giiclii etkilesiminden dolay1 biyolojik sistemlere diger reaktif oksijen
tirlerinden daha fazla hasar verir (Betteridge 2000). Hidroksil radikali hidrojen
peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi (Fenton reaksiyonu), hidrojen
peroksitin  sliperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss reaksiyonu) ve
metabolizmadaki suyun yiiksek enerjili radyasyon i1sinlari tarafindan hemolitik
pargalanmasi sonucu olusur (Cheesman and Slater 1993; Halliwell 1999; Giilgin 2012).

Bu reaksiyonlar asagida verilmistir.



Fenton Reaksiyonlari:

H,O, + Fe?* ———— OH* + OH + Fe3*
H,0, + Cut ———> OH- + OH + Cu?*
Haber-Weiss Reaksiyonu:

H,O0, + O;© —— = OH- + 0O, + H,0

OH-" radikali lipit peroksidasyonunu baslatan en etkili radikallerden biridir. (Erden
1992). Ayrica membran akiskanliginda azalma ve permeabilite degisiklikleri meydana
gelir (Kavas 1989).

Nitrik oksit (NO"), insan dahil olmak iizere biitiin memelilerde 6nemli bir sinyal
molekiilidiir (Hou et al. 1999). L-argininin ve oksijenden nitrik oksit sentetaz enzimi

katalizorliigiinde sentezlenir.

Nitrik Oksit Sentezi

NADPH+H NADP
L-Arginin ~~ Nos ¥ »L-Sitriilin
0~ FMN T
2 FAD NO
BH,

Ca*/CaM

Sekil 1.1. L-argininden nitrik oksitin sentezi

Bir norotransmitter olan nitrik oksit, nérotransmisyon adi verilen sinirsel ileti, kan
basinci regiilasyonu, savunma sistemleri, diiz kas gevsemesi, immun regulasyon gibi

fizyolojik ve patolojik siireglerde 6nemli rolii olan bir serbest radikaldir.

Nitrik oksit, stiperoksit radikalinin reaksiyonu sonucu, dokular i¢in son derece zararl
olan peroksinitrit’e doniislir. Peroksinitritin proteinlere dogrudan hasar verebilir
(Gutteridge1995; Tungtan ve Abacioglu 1998). Peroksinitrit ayrica fenolik amino

asitleri nitrolayarak toksik nitro-tiirevleri (nitrotirozin) olusturmaktadir. Nitrik oksit,



endotel hiicrelerde islevsel bozukluk, ateroskleroz, hipertansiyon ve kalpdamar
hastaliklarinda rol oynamaktadir (Rayner et al. 2009).

Hidrojen Peroksit (H,0,); bir serbest radikal degildir ancak biyolojik membranlardan
gecebildigi i¢in 6nemli bir molekiildiir. Basta hipoklor6z asit ve hidroksil olmak {izere
birgok oksidan molekiiliin veya radikalin olugsmasina yol acar (Deaton and Marlin
2003). Fe?* ve Cu* gibi gegis metal iyonlari ve oksijen varhginda Fenton reaksiyonu ile
H20,-ten hidroksil radikali tiretilir (Halliwell and Gutteridge 1989).

1.1.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlart dnleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip molekiillere antioksidan denir (Elliot 1999). Biitiin
aerobik organizmalarin hasarli molekiilleri ortadan kaldirmak veya onarabilmek icin
antioksidan savunma sistemleri vardir. Antioksidan savunma sistemleri, tipki kimyasal

antioksidanlar gibi hiicreleri oksidatif strese karsi korurlar (Giilgin 2012).

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu ve birgok kronik hastaligin ilerlemesini
geciktirir (Gulgin et al. 2010a). Antioksidanlar genellikle besinleri oksidatif
bozulmalara karg1 korumak amaciyla katki maddesi olarak kullanilirlar (Giilgin et al.
2004e, 2005b). Gidalardaki kalite ve besin degerinin azalmasinin baslica nedeni olan
lipid peroksidasyonu, gidalarin tadlarinin bozulmasina ve toksik bilesiklerin olugsmasina
yol acar. Ayrica lipid peroksidasyonunun membran hasarlari,yaslanma, kalp hastaliklar

ve kanser ile iliskisi oldugu bildirilmistir (Ramarathnam et al. 1995).

Lipid peroksidasyonu, membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna sebep olur. Hiicre membraninin lipid yapisin1 degistirerek hiicre yap1 ve
fonksiyonlarmi1 bozar (Thomas 1999). Lipid peroksidasyonu bir zincir tepkimesi
seklinde baslar ve daha ileri peroksidasyonu baslatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz

bir kaynak olusturur. Bu zincir reaksiyonlarinin hiicre membranina verdigi hasarlar geri



doniistimsiizdiir. Zincir reaksiyonlarinin agamalari Sekil 1.2°de 6zetlenmistir (Murray et

al. 1996).

Baslama:

Coklu doymamus yag asidi
A

K.
RH .. -
/— Lipid radikali

ilerleme: l

/ N/ N / \ Dien konjugati
/—\/—\— / \ Lipid peroksit radikali
l/ LH

O—0—H
/ \ Lipid hidroperoksid

Fe kompleksleri /\J

Sonlanma: L'+ L LL

LOO" + LOO —— LOOL+0,

LOO" + L — LOOL

LO", LOO’, pargalanma iiriinleri
(Aldehidler ve karbonil bilesikleri)

Sekil 1.2. Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlari

Antioksidanlar, radikalik zincir reaksiyonlarini inhibe ederek oksidatif siirecte bu

reaksiyonlarin baglamasini ve yayilmasini onler ve bu amagla siklikla gidalara ilave

edilirler (Shaidi et al. 1992; Giilgin 2006a).

Yapilan epidemiyolojik calismalar sebze ve meyve tiiketimi ile yasa bagli hastaliklar,
koroner kalp hastaliklar1 ve kanserden 6liim oranlar arasinda ters bir iliski oldugunu
gostermistir. Bu durum sebze ve meyvelerin antioksidan igerikleri ile agiklanabilir
(Eberhardt et al. 2000; Ganesan et al. 2011; Giilgin 2012).



Antioksidanlar oksidanlar1 baslica dort yolla etkisiz hale getirirler (Gokpinar et al.
2006; Kelestemur ve Ozdemir 2011).

1. Giderme etkisi: Oksidanlar1 daha az etkili bir molekiille donistiirerek
etkisizlestirirler. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alip, lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltirlar. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiler antioksidanlar bu
yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen molekiilii verilerek hidroksil radikali
yapisinda yer alan hidrojen atomlar ile bag olusturabilecek yapidaki tirlinleri temizleyip
peroksidasyonun baslamasini 6nlerler. Vitaminler, flavanoitler ve mannitol bu sekilde
etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller
serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak inaktif hale getirirler.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilleri onararak olumsuz etkilerini

giderirler.

Aerobik organizmalarda disaridan diyetle alinan eksojen antioksidan savunma

sistemleri ve metabolizmada iiretilen endojen antioksidan savunma sistemleri vardir

(Giilgin 2007).

Antioksidanlar endojen veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen kaynaklilar
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilir (Giilgin et
al. 2004). Antioksidan molekiiller oksidanlarin neden oldugu hasarlart hem hiicre igi
hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma albumin,
bilirubin, transferin, seruloplazmin, tlirik asit gibi molekiilleri icerir. Hiicre i¢i serbest
radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmay1 saglar (Halliwel 1995). Enzimatik
antioksidan (stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz) ve non-enzimatik
antioksidan (p-karoten, retinol, C vitamini ve GSH) savunma sistemleri aerob
organizmalari serbest radikallerin zararli etkilerine karsi korur. Askorbik asit, B-karoten,
retinol gibi antioksidan vitaminler oksidanlarin hasarlarinin azaltilmasi veya ortadan

kaldirilmasinda 6nemli rol oynar (Giilgin et al. 2007).
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Sekil 1.3. Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmas (Kelestemur ve Ozdemir 2011)

1.1.2.a. Endojen antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz; siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalizleyen enzimdir. Olusan hidrojen peroksit daha sonra glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzimleri ile etkisiz hale getirilir. Siiperoksit dismutaz, hiicre
boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerinin kontroliinde 6nemli rol oynar (Fridovich

1983).

205 +2H" —°® , H.0, + 0,

Stiperoksit dismutaz enzimi insanlarda iki farkli sekilde bulunur. Sitozolde bulunan, Cu
ve Zn ihtiva eden izomer Cu-Zn SOD ile mitokondride bulunan Mn ihtiva eden Mn
SOD izomerdir. Hiicrelerde en bol bulunan: sitozolik Cu-Zn SOD izomeridir (Helle et
al. 1997).

SOD enziminin fagositozla hiicre i¢ine alinan bakterilerin etkisiz hale getirilmesinde
onemli rolii vardir. Bu sebeple graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir. Lenfositlerdeki

SOD miktar1 graniilositlerden daha fazladir. Bu enzim yiiksek katalitik aktivitesiyle



hiicrelerde siiper oksit birikmesine izin vermez. Boylece lipid peroksidasyonunu da

inhibe eder.

Oksijen kullanimi fazla olan dokularda SOD aktivitesi de fazladir. Normal isleyen bir
metabolizmada yiliksek oranda siiperoksit iiretilmesine ragmen SOD ile hiicre igi
stiperoksit diizeyi diisiik tutulur. Hiicre disinda SOD aktivitesi ¢ok diisiiktiir (Akkus
1995).

Katalaz; dort tane hem grubu igeren bir proteindir. Hidrojen peroksiti oksijen ve suya
parcalar. Alt birimlerinde bulundurdugu NADPH ile kararli bir yapiya sahiptir.
Peroksizomlar basta olmak {izere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogun olarak
bulunur. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde aktivitesi yliksek

bir enzimdir.

Katalaz normal kosullar altinda hiicre i¢in gerekli olmasada hiicrelerin oksidatif strese
kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Hidrojen peroksiti hiicreden ¢ikmadan ve
oksijene doniismeden yakalar. Bu yolla kimyasal indirgemeler ve toksinlerle direkt

etkilesim i¢in Oz konsantrasyonunu korur (Akkus 1995; Matez and Jimenez 1999).

0, &, 02.'g-> H,0, g~> OH. g~>Hzo
u

Oksijen Stiperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali S

| |
0, » 00 —» H,0, —» OH.” —3 H,0
Oksijen Siiperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikali Su
Siiperoksit Glutatyon
dismutaz peroksidaz
2GSH GSSG

Sekil 1.4. Katalaz ve SOD tepkimeleri
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Glutatyon Peroksidaz (GSH Px); hidrojen peroksiti indirgeyerek hiicresel antioksidan
savunma sisteminde ©&nemli bir rol oynar. Okaryot hiicrelerin sitozol ve
mitokondrilerinde bulunan, selenyum igeren bir proteindir. Biitiin dokularda etkisi
goriilen glutatyon peroksidaz en fazla eritrositler, bobrek ve karacigerde aktivite
gosterir. Kolesterol ve fosfolipidlerdeki hidrojen peroksiti indirgeme yetenegine
sahiptir. Glutatyon peroksidaz, ayni zamanda Fenton reaksiyonlart igin yiiksek
reaktivitesi olan hidroksil radikalleri de tiretebilmektedir (Ho et al.1997).

Glutatyon peroksidaz enzimi, selenyum bagl ve selenyum bagli olmayan iki gruba
ayrilabilir. Selenyum bagli grup hidrojen peroksit ve diger organik peroksitleri indirger.
Selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise hidrojen peroksit ile ihmal edilebilir bir
aktiflige sahip olup sadece organik hidroperoksitleri ( ROOH) indirger (Antmen 2005).

GSH-Px
H,O, +2GSH —— 2 H,0 + GSSG

GSH-Py
ROOH +2 GSH ——» ROH + GSSG + H,0O

Memelilerde glut atyon peroksidazin bes tane izoenzimi vardir. Herbir izoenzimin

seviyesi bulundugu dokuya gore farklilik gosterir (Mates et al. 1999).

Glutatyon (GSH): Tripeptid yapidaki GSH (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif
ve elektrofilik stres ve radyasyona karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli rol oynar.
GSH, sitozolik GSH redoks dongiisiinde substrat olarak rol alirken, ROS’a kars1 direkt

olarak savunma yapabilir (Antmen 2005).

SH
H;,;N NH COOH
2 Y\ir\'ﬂ/(”/ N
O

COOH

Sekil 1.5. Rediikte glutatyonun yapis1
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Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd); Glutatyon rediiktaz, flavoenzim ailesinin bir
tiyesidir. Okside glutatyonun (GSSG) rediikte formuna (GSH) indirgenmesini katalizler.
Yapisinda NADPH bulundurur (Ozgengli vd 2013).

GSH-Rd
GSSG + NADPH —— 2GSH + NADP

Glutatyon rediiktaz flavinadenindintikleotid (FAD) icerir, NADPH’tan bir elektronun
GSSG’nin disiilfiid baglarma aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH serbest

radikal hasarina karsi gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (Ozkan ve

Fiskin 2004).

( )
2GSH NADP*
A .. e
GSSG NADPH<——(PFY]
(_2H20 y

Sekil 1.6. Glutatyon redoks dongiisii (GP:Glutatyon peroksidaz, GR:Glutatyon
rediiktaz, PFY:Pentoz fosfat yolu)

1.1.2.b. Eksojen antioksidanlar

Insan diyeti, antioksidan kapasiteye sahip veya yapisal 6zelliklerine gore reaktif oksijen

radikallerini temizleyebilen bir dizi farkh bilesik igerir (Glilgin 2012).

Eksojen antioksidanlar i¢inde diyetle besinlerden alinan, bitkisel kokenli, dogal
antioksidanlar ve disaridan alinan sentetik antioksidanlar mevcuttur. o-Tokoferol,
askorbik asit, karotenoitler ve flavonoitler dogal antioksidanlarin en Onemli
temsilcileridir ve oksidatif hasara karsi viicut direncini artirmada 6nemli rol oynarlar.
Sentetik antioksidanlarin kullanilan en popiiler 6rnekleri biitillenmis hidroksianisol

(BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT), propil galat (PG) ve tersiyer biitilhidrokinon
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(TBHQ) gibi fenolik bilesiklerdir. Sentetik antioksidanlar her zaman alkillerin yaglarda
¢ozinlrligini artirir. (Giilgin et al. 2010; Giilgin 2012). BHA ve BHT ’nin toksik ve
kanserojen etkilerinin bulundugu stiphesiyle kullanimi kisitlanmistir (Wichi 1988;
Sherwin 1990). Bu nedenle dogal ve giivenli gida wuygulamalarinda dogal

antioksidanlara kars1 artan bir ilgi vardir (Giilgin 2006b, 2007, 2012).

Dogal antioksidanlarin, antibakteriyal, antiviral, antienflamatuar, antialerjik,
antitrombotik (kan sulandiric1) ve vazidilator aktivite (damar genisletici) dahil genis bir
biyolojik etki yelpazesine sahiptir. Antikanserojen, antimutajenik ve yaslanma karsiti
etkiler gostererek diger antioksidanlar arasinda 6nemli yasamsal 6zellikler tasirlar. Bu
nedenle sentetik antioksidanlar yerine baharat ve bitki 6zlerinden elde edilen dogal
antioksidanlar gelistirilmistir (Cook and Samman 1996; Liyana-Pathirana and Shahidi
2006). Dogal antioksidanlar biitiin bitkilerde, mikroorganizmalarda, mantar ve

hayvansal dokularda bulunur (Pokorny 1999).

Askorbik asit; en az toksik ve en giiglii antioksidan olarak kabul edilir. Suda ¢dziinen
bir vitamindir. Bir¢ok besin ve bitkide yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Elektron

transferi ile radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirabilir (Giilgin 2012).

( N\
HO
OH
——
o]
0) ; OH
OH
Ascorbic acid

- /

Sekil 1.7. Askorbik asitin kimyasal yapisi
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C vitamini, viicut sivisinda genellikle askorbat olarak bulunur. Kolayca elektron vererek
dehidro askorbik asite kendiliginden okside olur ve siiperoksit, hidrojen peroksit,

hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikali ve singlet oksijeni siipiiriicii etki gosterir.

HUCRE DUVARI PLAZMA ZARI SITOPLAZMA

1,0 Askorbat=. Askorbat NAD
5 ——— Askorba /
o -—

H,0

0, -l 3
o)

H,0 ]

Monolignol radikal MDAsk MDAsk NADH

Monolignol - l
Askorbat s DHA ——— == oA GSH

[

NADP
+
Askorbat
Kalsiyum okzalat 4—— Okzalik asit

O~ 6

200, + Hy0,

Askorbat GSSG NADPH

Sekil 1.8. Hiicre duvari ve sitoplazmadaki askorbat sistemi (Simirnoff 1996)

Insan plazmasi 60 pmol civarinda askorbat igerir. Diyetle meyvelerden alinan askorbik
asitin en onemli kaynaklari; turunggiller, kivi, kiraz, kavun ve sebzelerden domates,
karnabahar, brokoli gibi yesil yaprakli sebzelerdir. Briiksel lahanasi ve lahananin 100
grami 100 mg’dan fazla askorbat igerir. C vitamini, lipid peroksidasyonunu
baglatmadan once peroksil radikallerini su fazinda inhibe ederek biyolojik membranlari
peroksidatif hasardan korur. C vitamininin biyolojik fonksiyonlar1 arasinda birkag
onemli enzim i¢in (6rnegin; hidroksilazlar) kofaktor aktivitesi de yer alir (Gokpinar et

al. 2006; Giilgin 2012).

Tokoferoller (Vitamin E); En iyi bilinen ve en yaygin kullanilan antioksidanlar
tokoferollerdir. Tokoferoller ve tokotrienoller olarak siiflandirilirlar ve her birinin de
kendi i¢inde dort izomeri (a, B, y ve 8) vardir. Bu grupta en yiiksek aktiviteye sahip olan

o-tokoferoldiir.
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E vitamini, yagda eriyen bir vitamindir. Hiicrede organeller ve membran yapisinda
bulunur. Zincir kirma etkisi gostererek hiicre membranini oksidasyondan korur (Gtilgin
2012).

R, R,
HO
R; 07 "R,
RB

Tokoferoller

e (Y

R4 Rs R~ Rs
a-Tokoferol H CHs CHs CHs
B- Tokoferol H CHs H CHs
v- Tokoferol H H CHs CHs
6- Tokoferol H H H CH;

Tokotrienoller

ey
a-Tokotrienol H CHs CHjs CHs
B-Tokotrienol H CH; H CH;
y- Tokotrienol H H CHs CHs
&- Tokotrienol H H H CHs

Sekil 1.9. Tokoferol ve tokotrienollerin siniflandirilmasi (Giilgin 2012)

Tokoferollerin hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir.
Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda meydana gelen peroksil ve alkoksil
radikallerinin yag asidi yerine a-tokoferolle birlesmesiyle reaksiyon zinciri kirilmig
olur. Zincir reaksiyonu durduruldugu i¢gin olusan a-tokoferil-O radikalinin bir baska yag

asitiyle birlesme aktivitesi diisiiktiir (Memisogullar1 2005).

a-Tokoferol-OH + COO" ——» a-tokoferol-O + COOH
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Tokoferollerin baslica gorevleri; membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu ve hiicre
membranlart hasardan korumaktir. Lipofilik &zellikleriyle hiicre membranlarinin
yapisina kolaylikla girebilirler (Caylak 2011). Tokoferoller ayrica hidroperoksitlerin
parcalanmasini da yavaslatirlar. Isiya karsi ¢ok dayaniklidirlar. a-tokoferol, oksidatif
stabiliteyi artirir ve sicaklik arttikga oksidasyon hizini azaltmada etkilidir (Maslarova
2001). Yiiksek konsantrasyonlarda E vitamini igeren baslica gidalar; bitkisel yaglar,
findik ve tohumlar1 olmak iizere kepekli tahillardir. Tokoferollerin eksikligi norolojik
hastaliklara neden olmaktadir. Tokoferollerin Parkinson hastaligina karst koruyucu

etkisi oldugu bilinmektedir (Giilgin 2012).

1.1.2.c. Fenolik bilesikler

Suda c¢oziinen antioksidanlarin en Onemli grubu fenolik bilesiklerdir. Meyve ve
sebzelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Biiylime ve iiremede olumsuz
kosullara kars1 koruyucu etkileri vardir (Bravo 1998). Insan ve hayvan diyetlerinde bu

bilesiklerin disaridan alinmasinin gerekli oldugu disiiniilmektedir (Gtilgin 2012).

Fenolik bilesikler antioksidan aktiviteye sahiptirler ve bitkilerde dogal olarak bulunan
sekonder metabolitlerdir. Aromatik zincir halkasmna bir veya birden fazla hidroksil
grubu baghdir (Balasundram et al. 2006). Fenolik bilesikler iyi bir hidrojen veya
elektron vericisidirler. Zincir kirma 6zellikleriyle ve gegis metalleri ile selat olusturarak
antioksidan etki gosterirler. Membran akiciligini azaltarak ve lipitlerin siralanigini
diizenleyerek serbest radikal diflizyonunu engellerler. Bu sekilde peroksidasyonu
Onlerler. Ayrica bitki hiicrelerindeki H,O, ‘in temizlenmesinde de rol oynarlar (Caylak
2011). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, fonksiyonel gruba bagl hidroksil
gruplarinin sayist ve 0rto, para ve meta pozisyonlarina baglidir (Rice-Evans et al. 1996;
Giilgin 2010). Fenolik bilesikler, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif
bozukluklar1 6nlemede etkilidirler (Materska and Perucka 2005). Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivite gostermeleri gidalar1 koruma c¢alismalarinda kullanilmalarin
saglamistir. Yapilan bir¢cok calisma ile bu bilesiklerin kandaki kolesterol seviyesini

azalttigi, antikanserojen etki gosterdigi ve osteoporozu engelledigi bilinmektedir.
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Fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoitler olmak tizere iki gruba ayrilir (Meral vd

2012; Giilgin 2012) . Fenolik bilesikler ve drnekleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 1.3. Fenolik bilesikler ve 6rnekleri

Fenolik Bilesikler Ornekler

Fenolik asitler

Hidroksibenzoik asitler Gallik asit, siringik asit
Hidroksisinamik asitler Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
Flavonoidler

Antosiyaninler Depihidin-3-glikozit

Flavonoller Kuersetin, kaemferol, kuersatagetin
Flavanoller (Flavan-3-oller) Katekin, epikatekin, epikatekin galat
Izoflavonoidler Genistein, formononotein, diadzein
Flavonlar Rutin, apigenin, luteolein
Flavononlar Mirisetin, naringin

Fenolik asitler; benzoik asit tiirevleri ya da sinamik asit tiirevlerinden gelen aromatik
karboksili asitin hidroksi tiirleridir. Meyve ve sebze agirlikli diyet ile koroner kalp
hastalig1, fel¢ ve kanser gibi oksidatif hasarlara karsi fenolik asitlerin koruyucu
potansiyelinden dolay1 fenolik asitlere olan ilgi giderek artmaktadir. Fenolik asitlerin ve
tirevlerinin antioksidan etkileri aromatik halkaya baglh hidroksil gurubunun
pozisyonuna ve sayisina baghdir. Sinamik asit tiirevleri benzoik asit tiirevlerine oranla
daha fazla antioksidan etki gosterir. Komsu inert gruplar sebebiyle olusan sterik engel

fenolik hidroksillerin antioksidan aktivitelerini artirir (Glilgin 2012).
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Cizelge 1.4. Fenolik asitlerin genel kimyasal yapilari

Fenolik Asitler

OH OH

Sinamik asit Benzoik asit

Flavonoitler; Bitkilerin ortak bileseni olan flavonoitler, yapraklar, saplar, kokler,
meyve ve tohumlar gibi bitkilerin biitiin pargalarindan izole edilirler. Flavonoitler,
bitkilerde fenilalanin ve tirozin aromatik amino asitleri ile malonattan olusur.
Flavonoitlere 6rnek olarak; epigenin, krisin, mirisetin, luteolin ve kamferol verilebilir.
Ayrica flavonoitler, disiik dansiteli lipoproteinlerin  oksidasyonunu azaltarak

kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterirler (Giilgin 2012).

Sekil 1.10. Flavonoidlerin temel yapisi

Flavonoidler, radikal temizleme, metal selatlama, a-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarma ilave olarak vazodilatdr, immunstimiilan, antialerjik, 0Ostrojenik
etkilerinin yani sira HSV, HIV, influenza ve rhinoviriislere karsi antiviral etki
gosterirler. Fosfolipaz, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek
antienflamatuar etki gosterirler. Kuersetin gibi major flavonoidler kandaki trigliserit

seviyesini azaltirlar ve agregasyonu azaltarak antitrombolitik 6zellik gosterirler.
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Flavonoidler, hizla H" vererek lipid peroksi ve alkoksil radikallerini parcalayarak lipid
peroksidasyonunu sonlandirirlar (Burak ve Cimen 1999).

Bitkilerdeki renkli flavonoidler, meyve ve sebzelerin renklerinin olusmasinda rol
oynarlar. Flavonoitlerin alt grubu olan antosiyaninler, bitkilerde yaprak, cicek ve
meyvelere berrak mavi, kirmizi, mor ve menekse rengini veren pigmentlerdir. Ayrica
antosiyaninler kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser riskini azaltirlar, agr1 kesici ve

antidiyabetik etkileri bulunmaktadir (Du et al. 2008).

Karotenoitler; bilinen en yaygin dogal pigment kaynaklaridir. Sebze ve meyvelere
renk verirler. Bugiine kadar 600°den fazla farkli flavonoid karakterize edilmistir.
Vitamin A Onciilleri olan bu provitaminler antioksidan etki gosterirler. En 6nemli
karotenoitler; a-karoten, p-karoten, likopen, krosetin, kantaksantin ve fukoksantindir.
En bilinen Kkarotenoit P-karoten’dir. Iki vitamin A (retinol) molekiiliiniin
kondenzasyonundan olusur. Ayrica karoten agisindan zengin bir diyetin bazi kanser
tirleri ile kardiyovaskiiler ve oftalmolojik hastaliklar gibi pek ¢ok dejeneretif hastalik
riskini azalttig1 gdzlenmistir. Antioksidan aktiviteleri ile hiicre ve dokular1 oksidatif
hasara karsi korurlar. B-Karoten; sari, turuncu, kirmizi sebze ve meyvelerde bol

miktarda bulunur (Baskin and Salem 1997; Sies and Stahl 2003; Giilgin 2012).

Sekil 1.11. B-Karoten’in kimyasal yapis1

B-Karoten, cok giiclii bir singlet oksijen temizleyicisidir. Hidroksil, peroksil ve alkoksil

radikalleri ile dogrudan reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunun onlenmesini saglar.
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[B-karoten, diisiik oksijen seviyelerinde etkili oldugundan yiiksek oksijen seviyelerinde
etkili olan E vitamininin antioksidan etkisinin tamamlayicisidir (Murray et al. 1993;
Akkus 1995).

1.2. Kapsaisin

Solanaceae familyasinin capsicum cinsine ait bir bitki olan aci kirmizi biberin
(Capsicum annuum) anavatani Orta ve Giiney Amerika olup, sebze ve baharat olarak
tilketilmektedir (Sener ve Sahin 2010).

Act kirmizi biber yapisinda kapsaisin, nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin,
dihidrokapsaisin ve homokapsaisin olarak adlandirilan kapsaisinoidler bulundurur.

Kirmizibiberlerin kapsaisinoit miktari, énemli bir kalite kriteri oldugu gibi bir¢ok

tilkede siniflandirmada dikkate alinmaktadir (Iwai 2001).

Kapsaisinoitlerin sentezinde L-fenilalanin ile baslayan mekanizma sinnamik asit ve
tirevleri ile devam eder. Kirmizi biberin ona acilik veren kapsaisinoidlerden
kaynaklanan ¢esitli etkileri vardir. Kramp, diyare, soguk alginligi, ates ve spesifik mide
rahatsizliklarinda ilag olarak kullanildig: gibi tahris edici etkisinin yani sira bir uyaran
olarak tedavi edici etkisi de mevcuttur. Yapilan c¢alismalarla kapsaisinoidlerin

karsinojenite, mutajenite ve tilsere karsi etkili oldugu ve istah agic1 6zellik gosterdikleri
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ortaya konulmustur (Govindarajan and Sathyanarayana 1991).

Tohum
Kapsaisin bezeleri Plasenta
Endokarp
Mezokarp
Ekzokarp

Sekil 1.12. Biber meyvesinin anatomisi (Anonymous 2001)

Kapsaisinoitler igersinde en énemli acilik maddesi kapsaisindir. Non-nutrient”(besleyici
olmayan) olarak degerlendirilen kapsaisinin besleyici 06zelligi hakkindaki bilgiler
olduk¢a az ve yetersizdir (Iwai 2001). Kapsaisin ve dihidrokapsaisinin tat ve sinirler
tizerine etkisi diger kapsaisinoidlerden iki kat daha fazladir. Cizelge 1.5°de
kapsaisinoidlerin bagil oranlari, kimyasal yapilar1 ve aci tatlarinin derecesini ifade eden

Scoville dereceleri verilmistir (Sener ve Sahin 2010).
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Cizelge 1.5. Dogal ve sentetik kapsaisinoidler

Kapsaisinoid

Miktar  Aci derecesi Kimyasal yapi
G
Kapsaisin %69  16.000.000 .H_nxlh_,#.,lvn.H",ﬁh___i_%,.%,Lh
0
HO-., i,
Dihidrokapsaisin %22 15.000.000 «HD,IH.;;-LH,,E S ,«vi_k
a
HO .
Nordihidrokapsaisin %7 9100000 ~ D.JH_;\H,HH NN
0
HOL
Homodihidrokapsaisin %1 8600000 ~ hﬁﬁx;dmj_rn.ux e
.j r
HOL ___.J-_\-.\.‘_‘
Homokapsaisin %1 8600000 - :',.:[ h_;_-,]m_h,?'hh P
! [
HO. .__.-_'\_-L.:b.
Nonivamide 9200000 " L h.;,hvdh_r,x e
o

Kapsaisin, ilk defa 1876 yilinda Tresh tarafindan kristal formda izole edilmistir.

Molekiiler yapisi 1919°da Nelson ve Dawson tarafindan agiklanmistir. Capsaisin;

molekiiler formiilii C1gH27NO3 (trans-8-methyl-N-vanillyl-6 nonenamide) olan kristal

yapida, lipofilik, renksiz ve kokusuz bir alkoloiddir. Molekiil agirligi: 305,41 g/mol

olup alkol ve yagda ¢oziinebilir.

-

Capsaicin

Sekil 1.13. Kapsaisinin kimyasal yapisi (aromatik halka+amid bagi+hidrofobik yan

zincir)
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http://en.wikipedia.org/wiki/Nonivamide
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Kapsaicyna.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Dihydrocapsaicin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nordihydrocapsaicin_chemical_structure.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Homodihydrocapsaicin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Homocapsaicin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nonivamide.svg
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Kapsaisin dogal olarak biberden saflastirilirken, enzimatik olarak vanililamine

dallanmis yag asiti zincirinin eklenmesiyle sentezlenir (Reyes-Escogido 2011).

Kapsaisin ve diger kapsaisinoid tiirleri kardiyovaskiiler sistem, gastrointestinal sistem,
solunum sistemi, limbik sistem ve termoregiilator sistem tizerinde etkilidir (Surh and
Lee 1995). Kardiyovaskiiler sistem {izerine etkisi, kullanilan miktar ve uygulama hizina
gore farklilik gosterir. Kapsaisin miktarinin artmasi ile kan basincinda siirekli bir artig
gozlenmistir (Chahl and Lynch 1987). Biber ekstrelerindeki bu etkinin otonom sinir
sistemi tarafindan diizenlendigi ve 6zellikle kapsaisinin sempatik sinir sistemini aktive

ederek adrenalin salgilanmasina neden oldugu tespit edilmistir.

Kapsaisinin viicutta olusan toksinlerin ve yaglarin hizla disar1 atilmasi gibi bircok
yararli etkisinin oldugu bilinmektedir. Yapilan hayvansal deneylerde kapsaisinin
efferent sempatik sinir liflerini aktive ederek enerji tiiketimini artirdigi ve yag
depolanmasin1 baskiladig1 gozlenmistir. Ayrica bazi karsinojen maddelerin DNA’ya
baglanmasini Onledigi i¢in antikanser ilag olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Sogiit et al. 2010). Gastrointestinal sistemde mukus {iretimini artirarak gastrik hasarlara

kars1 koruyucu etkisi bulunur (Holzer and Sametz 1986).

Kapsaisin, néronlarda bulunan ve agri uyarilarinin santral sinir sistemine tasinmasini
saglayan P maddesini tliketerek beyine lokal agri uyarilarinin ulasmasini engeller.

Boylece cilt ve eklem dokularindaki agrilara karst duyarliligi azaltir (Sener ve Sahin
2010).

1.3. Enzimler

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriin
olmasina firsat vermeden %100 ‘liik bir {iriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Organizmada organik maddelerin yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi
fizyolojik olaylar enzimlerin yardimi ile gerceklesmektedir. Enzimler katalizledikleri

kimyasal reaksiyonlarin tipine ve reaksiyon mekanizmalarina gore ¢esitlilik gosterirler.
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Enzimler baslica alt1 biiyiik sinifa ayrilir (Keha and Kiifrevioglu 2005). Bunlar sirasiyla;

% Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon (yiikseltgenme-indirgenme veya
redoks) reaksiyonlarini katalizlerler.

% Transferazlar: Hidrojen disindaki fonksiyonel gruplarin transferrini katalizlerler.
% Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlari katalizlerler.
% Liyazlar: Bu enzimler hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir mekanizma ile
substratlardan grup uzaklastirip ¢ift baglarin olugsmasini katalizlerler. Bizim calistigimiz
Karbonik anhidaz enzimi de ileride daha detayli bir sekilde anlatilacag: gibi bir adet ¢ift
bag iceren karbonik asitten (H,CO3) bir su molekiilii uzaklastirarak iki adet ¢ift bag
igeren karbon dioksitin (CO;) olusumunu katalizler.

% lzomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik, optik ve yapisal izomerizasyon
reaksiyonlarini katalizlerler.

s Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olusmasini

saglayan enzimlerdir. Bu enzimler genellikle ATP veya diger trifosfatlardaki pirofosfati

hidrolizleyerek iki molekiiliin baglanmasini sentezler.

Ayn1 kimyasal reaksiyonu katalizleyen fakat protein yapilari farkli olan enzimlere

“Izoenzim* denir.

[zoenzimler;

v' amino asitlerinin sira ve sayisinin farkl olmas,

v’ izoelektrik noktalarinin farkli olmasi,

v" herbir izoenzimin farkli geninin olmasi

v’ elektriksel alandaki hareketliliklerinin farkli olmasi

gibi 6zellikleri ile birbirinden ayrilirlar.

Bagka bir deyisle izoenzimler aym1 enzimin degisik formlaridir ve farkli molekiiler

yapilarindan dolay: elektroforez islemiyle birbirlerinden kolaylikla ayirt edilebilirler. Bu
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yiizden izoenzimler, canlilarin genetik yapilarinin belirlenmesinde 6énemli biyokimyasal

belirteclerdir (Ozcan vd 2001; Devlin 2002).

Esteraz enzimleri; hidrolaz enzim grubuna ait olan, ester baglarin1 pargalayan ve bu

sekilde esterlerin hidrolizini katalize eden enzim grubudur.

Esterazlar, substrat ortaminda hidrolizden once ve hidroliz siiresince karbamat ve
organofosfor bilesikleriyle olan farkli inhibisyonlara bagh olarak gruplara ayrilirlar.
Buna gore esterazlar; kolinesteraz ve non spesifik esterazlar, aromatikesteraz ve aril
esterazlar olarak siniflandirilirken, kolinesterazlar ise asetilkolin esteraz ve pseudokolin

esteraz olmak tizere yan gruplara ayrilirlar (Tuna 2007).

1.3.1. Asetilkolinesteraz

Dokularda serbest halde veya fosfolipidlerle bilesik halde bulunan, asetilkolini
hidrolizleyen non spesifik bir enzimdir (Giliven 2000). Asetilkolinesteraz basta sinir ve
kas dokusunda olmak tizere merkezi ve periferal bircok dokuda yaygin olarak bulunur
ve asil gorevi asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini bitirmektir (Massoulie et al.
1993). Pseudokolin esteraz (biitirilkolinesteraz) ise serum, karaciger, pankreas ve santral

sinir sisteminde bulunur.

Asetilkolinesteraz  (AChE), ilk defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo

marmoreta) elektrik organindan ekstraksiyonla saflagtirilmistir (Giiven 2000).

Enzimin ti¢ boyutlu yapisi ilk kez Oakeshott ve arkadaglar1 tarafindan aydinlatilmigtir.
Enzim o-heliks ve P tabakalarindan olusur. 14 aromatik rezidii aktif merkezin
cevresinde siralanmisdir. Aktif merkezdeki Serin, Glutamat ve Histidin amino asitleri
katalitik ticliiyii olusturmaktadir. Molekiiliin yilizeyinde aktif merkezi ¢evreleyen
substrat baglanma bdlgeleri bulunur (Oakeshott et al. 1999). Aktif bolge oyugunda 5 alt
bolge yer alir.
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Sekil 1.14. Bir AChE inhibitérii olan E2020 ligand1 ile kompleks yapmis
asetilkolinesteraz enziminin aktif merkez oyugu (Kiigtikkiling 2014)

AChE, bir norotransmitter madde olan asetilkolinin kolin ve asetata hidrolizinden
sorumlu enzimdir. Asetilkolinin hidroliz olmas1 sonucu sinir veya kaslarin paralizi ve
lokal reseptorlerin devamli uyarilmasi engellenir. AChE, asetilkolin ile baglandiginda
esteratik alt merkez denilen aktif merkezin ikinci bolgesinde hidrolitik reaksiyonlar
meydana gelir. Boylece asetilkolinin ester baglarinin kirilmasi ile asetat ve kolin agiga
cikar. Daha sonra presinaptik membrandaki yiiksek affiniteli kolin toplama sistemi
tarafindan kolin hizla tutulur. Asetat, esteratik alt merkezdeki serin rezidiileri ile
kovalent baglanir ve AChE’nin gegici asetillenmis formu olusur. Bu geg¢ici bilesigin bir

molekiil su ile reaksiyona girmesiyle asetat grubu serbest kalir (Vale 1998).
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Asetilkolin biyosentezi, kolinerjik sinir uglarinda kolin ile Asetil koenzim A’nin
reaksiyona girmesi sonucu gerceklesmektedir. Bu olay kolin asetiltransferaz (kolin

asetilaz) enzimi tarafindan katalizlenir (http://yunus.hacettepe.edu.tr/~ucalis/).

o +CHs Kolin asetil transferaz + CHs
AsetikoenzimA  +  HO~CHy CHyN-CHs > CHyCO0-CHy CHyN-CH,
CHs CH,
Kolin Asetilkolin

Asetilkolin, asetilkolinesteraz enzimi araciligiyla ¢ok hizli bir sekilde asetik asit ve

koline hidroliz olarak inaktif hale gecer.

+CHs Asetilkolin esteraz +CHy
CH;‘COO‘CHQ‘CH;'T?J‘CH; » (CHyCOOH + HO'CHZ'CHZ'PIJ'CH_«,
CH3 CH3

AChE’nin en oOnemli inhibitérleri organofosfatli pestisidlerdir. Bu pestisitler
asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek merkezi ve ¢evresel sinir sistemini etkilerler.
Organofosfat zehirlenmelerinin tedavisinde asetilkolinesterazin biyotemizleyici olarak
kullanimi yeni bir yaklagimdir. Organofosfat toksisitesine karst etkili bir

biyotemizleyicinin sahip olmasi gereken Ozellikler soyle belirtilmistir (Targiani et al.
2010):

on ilag olarak kullanilmak iizere yeterli miktarlarda elde edilebilmesi
yiiksek doniisiim sayist

dolasimda uzun yar1 6miir

AR NEENEEN

immunouygunluk

Organofosfatlar (OP), enzim aktif merkezinin uzun siire dolu kalmasina ve bu yilizden

asetilkolini hidroliz edememesine neden olurlar. OP’larin aktif serini fosforilasyonlarini



27

takiben bir gecis formu olusur ve aktif merkez dolu hale gelir. AChE fonksiyonlarinin
kayb1 sinaptik araliklarda asetilkolinin birikmesine neden olur ve bunun sonucunda kas
paralizi, nobet ve bogulmalara bagli 6liimler meydana gelir (Aldridge and Reiner 1969;
Fukuto 1990). ACh birikimi sonucu kolinerjik sinapslarin asir1 uyarilmasi, organofosfat

zehirlenmesinde klinik bulgularin ortaya ¢ikmasini saglar.

_ ||
A : Asetilkolin ve sinyval iletimi .-

B : AChesterazin sinyal iletimini sonlandirmas: W ACh reseptéri
C : OP’h pestisitler ile ACh esteraz inhibisvonu .l,. Sinval iletimi

L ACh esteraz
» OF°h p estisit

Sekil 1.15. OP zehirlenmelerinde AChE enziminin etkisi

Ortalama yasam siiresi uzadikga, yasliliga ait sorunlar 6nem kazanmakta ve bu durum
toplumlar1 hem sosyal ve hem de ekonomik yénden olumsuz etkilemektedir. Ozellikle
yasl popiilasyonda goriilen ve halk arasinda bunama olarak bilinen demansin en sik
goriilen tipi Alzheimer hastaligi (Alzheimer’s Disease) ¢agimizin onemli hastaliklar

arasina girmistir (Adams et al. 1984; Bachman et al. 1992).

Genetik yatkinlik disinda Alzheimer hastaliginin en 6nemli sebeplerinden birisi,

beyindeki kolinerjik kayiptir. Kolinerjik kavsak ve sinapslardan salinan asetilkolin
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miktariin Alzheimer hastalarinda azaldigi saptanmigtir (Quinn 1987; Francis et al.
1999). Son yillarda yapilan arastirmalarda, biitirilkolinesteraz miktarinin da Alzheimer
hastalarinin  beyinlerinde normal beyinlerden daha fazla oldugu belirlenmistir
(Massoulie et al. 1993). Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisini agiklamak iizere
yapilan bazi caligmalarda glutaminerjik sistemin kronik olarak uyarilmasi sonucu
glutamat miktarinin artmas: ile artan intraseliiler kalsiyum (Ca?") konsantrasyonunun

hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (Hynd et al. 2004).

Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin tedavisinde AChE inhibitorleri (AChELI), belirli bir
basart oraninin elde edildigi tek ilag grubudur. Normal-yaslh kontrollerle, Alzheimer
hastalarinin beynindeki asetilkolin diizeyleri arasindaki farkin %50 civarinda oldugu
hesaplanmustir (Forette and Boller 2000). AChE ilaglar, asetilkolini hidroliz eden ve
dolaysiyla asetilkolin miktarmin azalmasina sebep olan, AChE’ yi inhibe ederek,
hastanin davranis bozukluklarinda 6nemli bir gerileme saglamaktadir (Giacobini 1995).
Asetilkolin, iki sinir hiicresi arasindaki iletisimi saglayan bir nérotransmitterdir. AChE
tarafindan asetilkolin hidroliz edildiginde, sinirler arasindaki gecis sonlanmaktadir.
Hafiza kaybi ile ilgili hastaliklarda asetilkolinin ¢ok kisa siirede pargalandigi tespit
edilmistir. Asetilkolini pargalayan enzimin inhibe edilmesiyle sinirler arasindaki gegis

kuvvetlenmektedir.

1.3.2. Karbonik anhidraz

Karbonik anhidraz (CA, E.C.4.2.1.1), tim memeli dokularinda yaygin olarak bulunan
ve yapisinda Zn** iceren karbonik anhidraz ilk defa sigir eritrositlerinde tanimlanmistir.
Bikarbonatin (HCOj3) dehidratasyonu ve karbondioksitin (CO;) hidratasyon
reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen bir metaloenzimdir (Supuran and Scozzafava

2001; Nuti et al. 2007; Goger and Giilgin 2013).

Tukrik bezleri, kaslar, pankreas, beyin, prostat ve endometriumda CA enzimi
bulunmaktadir. Bobrek, goz lensi ve gastrik mukoza CA enziminin aktif oldugu dokular

arasindadir. Bunlarin diginda kabuklu hayvanlarda kabuk yapiminda, alglerde, baliklarin
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solunga¢ ve salgi organlarinda, bazi bocek ve bakterilerde de CA enzimi aktivitesi
goriiliir (Wistrand 1981; Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2001). CA,
bu dokularda H* ve HCOjziyonlarmin birikimini saglayarak, viicut sivilarmin

dengelerinin kurulmasinda son derece dnemlidir (Supuran 2008).

Karbonik anhidraz enziminin prokaryot ve dkaryotlarda yaygin olarak bulunan ve alt1
farkl1 gen ailesi tarafindan kodlanan izoenzimleri vardir. izoenzimler, bir canli tiiriinde
ayni reaksiyonu katalizleyen ancak kimyasal 6zellikleri bakimindan birbirinden farkli
enzimlerdir. izoenzimlerin aktiviteleri ve inhibitdrlere afiniteleri farkliliklar gosterebilir.
Karbonik anhidraz izoenzimleride kinetik 6zellikleri ve inhibisyon etkileri agisindan
farkliliklar gosterirler. CA 1, 11, 11, VII ve XIII sitozolik, CAIV, IX, Xl ve XIV
membrana bagli, CA-VA ve VB mitokondriyal ve CA VI tiikiiriikte olmak tizere 16
tane karbonik anhidraz izoenzimi belirlenmistir. CA XV ise insanlarda ve diger
primatlarda eksprese olmaz rodent ve yiiksek omurgalilarda olur. Ayrica heniiz
siniflandirimamis formu olan NonO/p54™ tanimlanmustir (Sly and Hu 1995; Hilvo et
al. 2005; Supuran 2008; Keha ve Kiifrevioglu 2011; Boztas et al. 2015).

VA VB
Mitochondrio

Sekil 1.16. Bazi CA izoenzimleri iginde Kkatalitik olarak aktif CA izozimlerinin
hiicredeki yerlesim bolgeleri

CA 1, yaklagik 30 kDa molekiil agirliginda iyi bilinen bir sitoplazmik CA izoenzimidir.
CA |, eritrositlerde en bol bulunan proteinlerden birisidir. Ayrica CA | izoenzimi,

kornea endoteli, gbéz mercegi, fetal membranlar ve plasentada da bulunur.
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Gastrointestinal sistemde; yemek borusu, jejunum, ileum ve kolon epiteli ile

pankreastaki Langerhans adaciklar1 ve ince bagirsaktaki enterosit hiicrelerinde bulunur.

CA 1l ise eritrositlerde ilk olarak bulunan ve bilinen en etkili enzimlerden birisidir.
Hemen her insanda doku ve organlarda yaygin olarak bulunan CA izoenzimidir.
Sindirim sisteminde ekzokrin bezlerde bikarbonat salgilanmasinda rol alir. Mide
suyunun asitliginin diizenlenmesini, duodenum, jejunum, ileum, kor barsak, kolon ve
rektumdaki yiizey epitel hiicrelerinde bulunarak mukus ve bikarbonat salgilanmasini
saglar. Merkezi sinir sistemi dahil olmak iizere bir¢ok doku ve organda bulunan CA II
izoenzimi kemik erimesinin &nlenmesinde hiicre i¢i pH ve Ca?* diizeyinin

ayarlanmasinda etkilidir (Leppilampi 2006).

CA I, Il ve kas izoenzimi olarak da bilinen CA I1l izoenzimleri ii¢ boyutlu yapilari ve
amino asit dizilisleri yoniinden benzerlik gostermelerine ragmen aktiviteleri birbirinden
farklidir. CA II izoenzimi, CA | izoenziminden 60 ile 100 kat daha aktif olup katalitik
aktivitesi en yliksek CA izoenzimdir. Aktivitesi en az olan CA IlI izoenziminin CO;
hidrataz aktivitesi CA I izoenziminin %51 kadardir (Wistrand 1980; Ryon et al. 1982).

CA enziminin aktif bolgesinde Zn** iyonu ve bu iyona bagl bir hidroksil grubu
bulunmaktadir. Reaksiyonlarin katalizlenmesinde Zn** iyonunun 6nemi biiyiiktiir. Aktif
bolgede bulunan 15 A’ derinligindeki yarik H,O veya OH iyonu ve His-94, His-96 ve
His-119’dan olusan {i¢ histidin rezidiisii ile koordine edilmistir. Metal iyonu bu yarigin
tabaninda yer alir. Aktif bolge yakinindaki aminoasitler proton verici ve proton

gradienti olusturacak bicimde diizenlenmistir.
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Sekil 1.17. Karbonik anhidraz Il izoenzimi ve katalitik bolgesi

CA enziminin katalitik mekanizmasini aydmlatmak amaci ile yapilan galismalar, bu
enzimin metabolizmada 6nemli gorevlerinin bulunmasi, uygun sartlar altinda uzun siire
aktivitesini kaybetmemesi ve saklanabilmesi, ¢dzelti ortaminda kararli olmas1 sebebiyle

avantajli oldugunu gostermistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Sekil 1.18’de gosterildigi gibi OH™ grubunun zZn?* iyonuna baglanmasiyla enzimin aktif
formu olusur. Olusan aktif form giiclii niikleofilik yapis1 ile CO, molekiiliine saldirir.
Boylece Zn?* iyonuna baglanmis bikarbonat iyonu olusur. Bikarbonat (HCOs) iyonu bir
su molekiilii ile yer degistirerek ¢ozeltiye gecer. Zn?* iyonuna su molekiilii baglamr ve

enzim asit formuna doniisiir (Stams et al. 1998; Akincioglu et al. 2013).
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Sekil 1.18. CA enziminin katalitik dnleme mekanizmasi

CA enzimi karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizlerini katalizleyerek
hidrataz aktivitesi gosterir. Aldehit, piriivat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu, piriivik

stilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 katalizlemesi ise CA
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enziminin esteraz aktivitesini ortaya koymaktadir. Fakat organizmanin asit-baz
dengesini diizenlemesi agisindan hidrataz aktivitesi fizyolojik olarak daha onemlidir

(Jabusch and Deutsch 1989; Supuran and Scozzafava 2001; Nar 2011).

CA enziminin, hidrataz aktivitesi ile bazi ester baglarin1 parcalamasi ve aldehitlerin
hidratasyonunu katalizlemesi, bu enzimin endiistriyel organik sentezlerde kullanimini

giindeme getirmistir (Arslan et al.1996).

CA enzimi inhibitorleri; metalle kompleks yapan anyonlar ile aromatik ve
heteroaromatik siilfonamidlerdir. En giiglii inhibitorler R-SO,NH; kimyasal yapisina
sahip siilfonamidlerdir. Siilfonamidlerin kolaylikla iyonik yap1 kazanmalari inhibisyon
etkisi gosterebilmeleri i¢in 6nemlidir. Siilfonamidler hidrofilik ve hidrofolik bolgelere
sahiptirler. Ilk etkilesme siilfonamid yapisindaki N atomunun CA enziminin aktif
bolgesindeki Zn** iyonuna baglanmasi ile olurken, hidrofobik etkilesmelerle inhibitoriin
enzime baglanmasi ile etkilesme tamamlanmis olur (Maren 1987; Supuran and

Scozzafava 2000; Arslan 2001).

1.4. Calismanin Amaci

Canli sistemlerin temel o6zelliklerinden birisi enerji iiretimini kontrol edebilmeleridir.
Aerobik organizmalarda substratlarin okside edilmesi ile ATP gibi yiiksek enerjili bir
fosfat bilesigi iiretilir. Bu esnada oksijenin rediiksiyonu ve suya doniisiimii sirasinda
birgok serbest radikal ve reaktif lirlinler olusabilir. Serbest radikaller eksojen kaynaklar
disinda viicuttaki oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarda devamli iretilirler (Delibas ve
Ozcankaya 1995). Cogu serbest radikallerden olusan ROS, normal oksijen molekiiliiyle
karsilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir (Nawar
1996). Metabolizmada oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik
oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii siiperoksit radikali (O,”) agiga ¢ikar. Bu radikalin
dismutasyonu ile ikinci bir ara iriin olan hidrojen peroksit olusur. Yine siiperoksit
radikalinin yer aldig1 bir dizi reaksiyon sonucu, 6zellikle mitokondri iginde hidroksil

radikali (OH’) meydana gelir (Kavas 1989).
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Fizyolojik miktarlart hiicre fonksiyonlart i¢in gerekli olan ROS’nin, asir1 {iretimi bir¢ok
hastaliga yol agar ve erken yaslanmaya sebep olur. ROS’nin agir1 iiretilmesi lipid
peroksidasyonunu baslatir. ROS {iretimi ve ROS’nin antioksidan savunma sistemi
tarafindan inaktif hale getirilmesi arasindaki denge bozuldugunda, hiicre zarlar1 ve

hiicre i¢inde oksidatif modifikasyonlar olusur.

Antioksidan savunma sistemleri, ROS’nin zararli etkilerini ortadan kaldirmak ve
hiicreleri oksidatif hasarlara karsi korumak i¢in vardir. Bu nedenle antioksidanlar,
oksitleyici zincir reaksiyonlarinin baglamasini veya ilerlemesini inhibe eden bilesikler
olarak da tanimlanabilir. Ayrica antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu geciktirerek
gida ve ilag triinlerinin isleme ve depolama siirecinde raf dmriinii uzatirlar. BHA, BHT
ve propil galat gibi baz1 sentetik antioksidanlarin giivenilirliginin siipheli bulunmasi ve

kullanimlarinin kisitlanmasi sebebiyle dogal antioksidanlara olan ilgi artirmistir (Giilgin

2008; Giilgin 2012).

Dogal antioksidanlarin kaynagi ve kullanimu ile ilgili bircok arastirma yapilmistir. Bitki
ve baharatlarin bazilarmin antioksidan kapasitelerinin, sentetik antioksidanlardan daha
fazla oldugu kanitlanmistir. Kendilerine 6zgii lezzet ve aromalari, antibakteriyel ve
antioksidan Ozellikleri nedeniyle, daha genis bioaktivite profiline sahip olan bitki ve

baharatlar dogal antioksidan maddelerdir (Coban ve Patir 2010).

Calismamizda ac1 kirmizi biberden elde edilen etken madde olan kapsaisinin,
antioksidan etkisinin yani sira karbonik anhidraz izoeenzimleri (hCA | ve Il) ve

asetilkolinesteraz enzimi (AChE) tizerinde gozlenen inhibisyon etkileri de arastirildi.

Karbonik anhidrazlar, glikoneogenez, lipogenez (yag iiretimi), liregenez (lire iiretimi),
cesitli hastalik yapici patojenlerin timor olusturmasi dahil olmak {izere birgok fizyolojik
ve patolojik siirece katilirlar. CA inhibitorlerinin bilinen diiiretik ve anti-glokom ilag
olarak kullannm1 disinda antiobezite, antikanser ve antienfektif ilag olma potansiyeline

sahip olabilecegi ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle CA enziminin inhibisyon
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mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi olduk¢a Onemlidir

(Supuran and Scozzafava 2001; Beydemir and Giilgin 2004; Supuran 2008).

Asetilkolinesteraz, basta sinir ve kas dokusunda olmak iizere merkezi ve periferal birgok
dokuda yaygin olarak bulunan ve kiitlesi 70-80 kDa araliginda olan bir glikoproteindir
(Massoulie et al. 1993). Asetilkolinin (ACh) kolin ve asetik asite hidrolizini saglar.
Asetilkolin (ACh), beyinde bellek kaybi ile ilgili 6nemli bir nérotransmitterdir.
Alzheimer hastaligi, AChE aktivitesinin bozulmast sonucu merkezi sinir sisteminin
cesitli kisimlarinda ndron ve sinaps kayiplari nedeni ile ortaya c¢ikar. Alzheimer
hastaliginda normal fizyolojik kosullarda dikkati arttiran ve 6grenmeye yardim eden
ACh seviyesinde degisiklikler meydana gelmektedir (Fisher 2008). Bu hastaligin
tedavisinde ilag olarak AChE inhibitorleri kullanilmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gida endriistrisinde gidalarin depolanma siireclerini artirmak amaciyla BHA, BHT ve
PG gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak antioksidan olarak kullanilan
bu kimyasallarin olas1 toksik etkilerine karsin dogal antioksidanlara olan ilgi artmistir

(Vareltzis et al. 1997, Giilgin et al. 2006; Giilgin 2008).

Bitkiler arasinda yagli tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler, baharatlar ve c¢ay,
hayvansal triinlerdeki peptitler, amino asitler ve karotenoidler, enzimlerden glutatiyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz ile baz1 mikroorganizmalar en 6nemli dogal
antioksidan kaynaklar1 arasinda yer almaktadir (Hall IIT 2001). Bunlarin antioksidan
aktiviteleri C vitamini, fenolik bilesikler, karotenoidler ve E vitamini gibi bilesiklerden

kaynaklanmaktadir (Koca ve Karadeniz 2005).

Gidalarda bulunan ¢esitli dogal antioksidanlarin, oksidasyonu engelleyerek
arteroskleroz, malarya, romatoid artrit ve diyabette faydali olabilecegi, antitiimoral,
antimutajenik, antimetastatik, antitrombik, antiiilser, antikarsinojenik ve antihipertansif
ayrica antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiaging etkileri de oldugu yapilan in vivo

caligmalarla kanitlanmistir (Y1lmaz 2010).

Bitkilerdeki baz1 fenolik bilesikler su sekilde siralanabilir: kolorojenik asit; kahve,
havug ve patateste, ferulik asit; misir, pancar ve tek ¢enekli sebzelerde, flavonlar ve
flavonollar; sogan, yesil sebzeler, ¢ay ve elmada, katekin ve diger flavan-3’ler; cay,
elma ve tiziimde, isoflavonlar soya tohumunda, ligantlar ise misirda bulunur (Stahl et al.
2002).

Siit ve et {rtlinleri, B-karoten, lutein, likopen, B-kriptoksantin ve zeaksantin yoniinden
zengindirler. Karotenoitler bitkilerin fotosentetik kisimlarinda, meyvelerde, havug ve

domateste bulunurlar (Stahl et al. 2002). Yapilan hayvan deneylerinde B-karoten alimi
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ile akciger, mide, sindirim sistemi gibi bazi kanser tiplerinin engellenmesi arasinda

dogru bir orant1 oldugu belirlenmistir (Dimascio et al. 1991).

C vitamini, nitrik oksitin yikiminda ve LDL oksidasyonunda gorev alir. Suda iyi

¢Oziinmesi nedeniyle trombosit birikimini engelleyebildigi ve hipotansif etki gdsterdigi

ileri stirilmektedir (Akimn vd 2008; Kusano and Ferrari 2008).

Bitkisel yaglar, yagl gidalar, mayonez, findik, ceviz, tahillar, soya, kakao, unlu gidalar,
baklagiller, ayrica hayvansal gidalarda mevsimlere gore (6zellikle deniz tiriinleri)
degiskenlik gosterseler de onemli a-tokoferol kaynagidirlar. Tokoferol ve tokotrienoller
yaglarla birlikte barsaklarin {ist kisimlarindan emilmekte, lenf yoluyla karacigere
erismekte, safra asitleri ve pankreas salgilarinin emilimlerinde etkili olmaktadir (Stahl et
al. 2002). Ayrica tokoferoller, hiicre ¢ogalmasi ve pihtilasmay1 onleyerek bagisiklik
sisteminin korunmasinda gorev alirlar (Kurilich et al. 1999). E vitaminince zengin bir

diyet katarakt ve kalp-damar hastaliklar1 riskini de azaltir (Koca ve Karadeniz 2005).

Dogal antioksidanlara olan ilginin artmasi ile birlikte bitkisel kokenli antioksidanlarla
ilgili galigmalarda artis gostermistir. Cilek (Abuja et al. 1998), kiraz (Wang et al. 1999),
1sgin (Oktay et al. 2007), turunggiller (Saleh et al. 1998), kizilcik (Giilgin et al. 2005c),
ahududu (Rubus ideus) (Giilgin et al. 2011), kivi (Bursal and Giilgin 2011), su
mercimegi (Giilgin et al. 2009b), nane (Elmastas et al. 2005), defne (Elmastas et al.
2006a), feslegen (Giilgin et al. 2007), 1sirgan (Giilgin et al. 2004b), mantar (Elmastas et
al. 2006b), anason (Giilgin et al. 2003a), adacay1 (Melisa officinalis) (Koksal et al.
2011), madimak (Polygonum cognatum) (Yildirim et al. 2003), evelek (Rumex crispus)
(Y1ldirim et al. 2001), lavanta ve karanfil (Giilgin et al. 2004d), reyhan (Giilgin et al.
2007a), karabiber (Giilgin 2005), kuru erik (Donavan 1998), brokoli (Giilgin et al.
2004¢), meyan kokii ve yapraklart (Glycyrrhiza glabra L.) (Serbet¢i Tohma and Giilgin
2009), karnabahar (Koksal and Giilgin 2008), musmula (Mespilus germanica) (Giilgin
et al. 2011) gibi ¢esitli sebze, meyve ve bitkilerin antioksidan aktiviteleri arastirtlmistir.
Ayrica zeytinyagi (Blekas et al. 1998) ve meyve sularinda (Wen et al. 1999) yiiksek

antioksidan aktivite belirlenmistir.
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Bu sebzeler, meyveler ve bitkiler disinda farkli kaynaklardan saflastirilmis veya saf
haldeki bazi maddelerin antioksidan ve radikal giderme aktiviteleri de aragtirilmistir.
Dantrolene sodyum (Biiyiikokuroglu et al. 2001), serotonin (Giilgin 2008), melatonin
(Giilgin et al. 2002; 2003b; Giilgin 2008), morfin (Giilgin et al. 2004a), L-karnitin
(Giilgin 2006b), L-adrenalin (Giilgin 2009a), L-tirozin ve L-dopa (Giilgin 2007),
propofol (Giilgin et al. 2005a), yeni sentezlenmis bazi dimerik fenol bilesikleri (Giilgin
and Dastan 2007), kafeik asit (Giilgin 2006), kurkumin (Ak and Giilg¢in 2008), CAPE
(Goger and Giilgin 2011), rezveratrol (Gililgin 2010) ve eugenol (Giilgin 2011) gibi
biyolojik agidan o6nemli olan saf molekiillerin antioksidan kapasiteleri ve radikal

giderme aktiviteleri incelenmis, bazilart i¢in muhtemel mekanizmalar 6nerilmistir.

Son yillarda kapsaisinin, antitoksik, antimutajenik ve antikanserojen etkileri
saptanmigtir. Ayrica kapsaisinin tiimor uyarici etkisi olabilecegini gosteren bulgular
elde edilmistir (Singh et al. 2001). Szolcsanyi and Bartho (1981) diisiik
konsantrasyonlarda kapsaisin tiiketiminin midenin savunma mekanizmasini artirdigini

ve iilser olusumunu 6nledigini gézlemlemislerdir.

Kapsaisin, tiikiiriik ve ter salgisini da artirmaktadir. %10 aci1 biber igeren ve protein
degeri diisiik bir diyetle beslenen sicanlarda %54 siklikta hepatom (karaciger tiimorii)
olustugu ifade edilmektedir. Bu durum, ozellikle diyet proteinin diisiik oldugu yorelerde
kapsaisinin karaciger kanseri etyolojisinde rol oynadigini diistindiirmektedir (Beis
1990).

Kapsaisinin lipit peroksidasyonunu giiglii bir sekilde inhibe ettigi ancak etki
mekanizmasinin net olarak ortaya konulmadigi belirtilmektedir. Kapsaisinin DPPH
radikalleri ve sudaki OH" radikallerini etkili bir sekilde giderdigi ve etki diizeyinin a-
tokoferolle benzer oldugu ve bir molekiil kapsaisinin 2 molekiil DPPH radikalini

giderdigi bildirilmistir.

Bununla beraber kapsaisinin ADP/Fe® tarafindan sican karacigerinin mitokondrial

membraninda olusturulan lipit peroksidasyonunu ¢ok etkili bir sekilde inhibe ettigi ve
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bu etkinin a-tokoferolden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. a-Tokoferol sadece lipit
membran igindeki radikal zincir reaksiyonlarini inhibe ederken, kapsaisinin hem aktif
oksijen tiirlerinin farkli formlarin1 hem de radikal zincir reaksiyonlarini inhibe ettigi
tespit edilmistir. Bu antioksidatif etkinin, membrandaki yerlesim yeriyle de iliskili
oldugu, membran ylizeyi ve yakinindaki reaktif oksijen tiirleri i¢in kapsaisinin en etkin

ajan oldugu belirtilmistir (Kogure et al. 2002).

ACh sentezinde meydana gelen disiisler, kolinasetiltransferaz enziminin miktar ve
islevlerinin ve kolinin geri aliminin azalmasi, kolinerjik néron ve aksonlarda olusan
hasarlara, hatta noronlarda kayiplara sebep olmaktadir. Bu hasarlar sonucu meydana
gelen norodejeneratif hastaliklarin en yaygin olan1 Alzheimer hastaligidir. Biligsel
islevlerde azalma, Ozbakim yetersizlikleri, c¢esitli noropsikiyatrik ve davranissal
bozukluklar ile karakterize edilen bir hastaliktir (Gilman 1997; Lleo et al. 2006; Fisher
2008).

Alzheimer hastaliginin tedavisinde siklikla kullanilan ilaglar olan AChE inhibitorleri,
kolinerjik sinapslardaki ACh miktarlarini yiikselterek kolinerjik ndrotransmisyonu
giiclendiren ilaglardir. Takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilmis kolinesteraz inhibitorleridir.
Takrinin hepatotoksik etkisi sebebiyle kullanimi kisitlanmustir (Friedlander et al. 2006;
Lleo et al. 2006; Bassil and Grossberg 2009). Bu durum dikkatleri dogal kaynakli

inhibitorlere ¢cekmektedir.

Benzer sekilde OP zehirlenmesi tedavisinde yararlanilan AChE inhibitorleri arasinda,
karbamik asit tiirevleri, antimuskarinik maddeler, sinir sitemini ekileyen maddeler ve
giiclii niikleofiller olan oksimler siralanabilir (Kiigiikkiling 2011). OP ve karbomatl
pestisitler ACh analoglaridir. Ancak enzim komplekslerine doniisiimsiiz baglanirlar
(Gtiven 2000). AChE enzimi stoikiyometrik bir biyotemizleyici olup, enzim basina bir

molekiil OP temizlemektedir (Cochran et al. 2011).



40

Yapilan ¢aligmalarda bir karbomat pestisiti olan karbofuran, ¢esme suyundan ¢ikarilarak
test edilmis ve ¢ok iyi bir kolinesteraz inhibitdrii oldugu belirlenmistir. Ahtapot beyni,
dana 6n beyni ve insan eritrositlerinden ¢ikarilan on iki adet alkil ve aril grubu bilesik
farkli AChE inhibisyonlar1 gdstermistir. Inhibitdrler substrat ile yarisma halinde olup
asetilkolin tarafindan hidrolize edilmislerdir (Moris et al. 1995; Pang et al. 1997).

Kurt ayagi (Club moss) bitkisinden ekstrakte edilen Huperzine’nin kuvvetli bir AChE
inhibitorti oldugu bulunmustur. Huperzine’nin substrata yiiksek afinite gosterdigi

gozlenmistir (Boyle et al. 1997).

Lui ve arkadaslar1 (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada marul ve domates gibi yiize yakin
sebze ve meyveyi test ettiklerinde AChE {izerine inhibitor etkisinin %6’dan daha az
oldugunu tespit etmislerdir. Bu durum test edilen sebzelerdeki karbofuran miktarinin

0.1 mg/kg’dan az olmasi ile agiklanmustir (Lui et al. 1997).

Karbonik anhidraz enzimi (CA; E.C.4.2.1.1), pH diizenleyici etkisiyle karakterize
edilmis, eritrositler dahil ¢ogu dokuda bulunan bir enzimdir. CO2’nin hidratasyonu ve
HCOs m dehidratasyonu reaksiyonlarim geri déniisiimlii katalizler. Ayrica fizyolojik
pH kontrolii, gaz dengesi, kireclenme, fotosentez ve benzeri proseslerde kilit rol

oynamaktadir (Giil¢in et al. 2004).

Memelilerde a-CA ailesine bagli aktif olan 14 adet karbonik anhidraz izoenzimi
bulunur. CA izoenzimleri hiicresel dagilimlari, kinetik 6zellikleri, doku dagilimlari ve
inhibisyon profilleri ile farklilik gostermektedirler (Karhumaa et al. 2000; Supuran and
Scozzafava 2001).

CA gen ailesine ait izoformlar omurgali dokularinda, yiiksek bitkilerde ve
siyanobakterileri de iceren alglerde, prokaryotlarda, Thalassosira weissfloggi’de
kesfedilmistir (Roberts et al. 1997; Lane and Morel 2000; So et al. 2004). Karbonik
anhidraz enzimi, suda yasayan fotosentetik organizmalarda g¢evredeki CO; artigini

onlemek amaciyla CO, konsantrasyonunu da saglamaktadir.
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Klinik biyokimya ve tiptaki arastirmalarda yeni ilaglar gelistirmek ve yeni teshis
araclar1 elde etmek amaciyla CA izoenzimleri ve inhibitdrleriyle ilgili ¢alismalar hala

yogun bir sekilde devam etmektedir (Supuran 2008).

CA enzimleri, hayvanlar ve 0Ozellikle de insan hastaliklarinin ¢ogunun tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef olmustur. Asetazolamit, brinzolamit ve dorzolamit gibi
stilfonamit tiirevi ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler (Biilbiil et al.
2003).

Hastaliklarin tedavi ve teshisinde CA inhibitorlerinin 6nemi, Glaukoma hastaliginin
tedavisi i¢in CA enzimi lizerinde yapilan inhibisyon ¢alismalariyla ortaya ¢ikarilmaistir.
Bu c¢aligmalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasimin yani sira,
enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlasilmis, bunun
sonucu olarak da CA enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz
verilmistir. Bu ¢aligsmalar sayesinde ¢ok ¢esitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmis ve
bu inhibitérler Glaukoma tedavisi basta olmak tizere antitiimér, agri kesici, antiiilser,
ditiretik, epilepsi ve ndrolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi ve
manyetik rezonans belirlenmesinde diagnostik teshis materyali gelistirilmesinde yol
gosterici  olmustur. Farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel prosesinin
anlasilmasi, yeni ilaglarin ve tedavi araglarinin gelistirilmesine imkan saglamaktadir

(Franchi et al. 2003; Winum et al. 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan 2,2"-Azino-bis (3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonikasit)
(ABTS), N,N-dimetil-p fenilendiamin (DMPD), neokuprin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin), riboflavin, metiyonin, nitroblu tetrazolium (NBT), 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH) radikali, a-tokoferol, oktopamin, linoleik asit, aseton ve trikloroasetik
asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, (Sternheim Germany)’dan satin alindu.

Sepharose- 4B, p-nitrofenil asetat, standart serum albumin ve L-tirozin Sigma Chemical
Company’den; siilfanilamit, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetil
aminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol,
brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol,
izoproponal, sodyum barbital, akrilamit, N,N’-metilen bisakrilamit, Coomassie Brillant

Blue R-250 ve diger kimyasal maddeler E. Merk’ten alinmustir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1208

Derin dondurucular (-30 ve -86°C) Sanyo, Japan

pH metre Hanna Instrument

Hassas terazi Scaltec SBA 41

inkiibator Elektro-Mag (0-300°C)

Otomatik pipetler Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
Calkalayici Nuve SL 350

Vorteks Fisons, Whirlimixer

Saf su cihazi Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
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Magnetik karistirict Stuart Scientific
UV-Spektrofotometre kiiveti 1 cm®litkk Kuartz kiivet

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma boyunca kullanilan ¢6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

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

1. 0,2 M pH:6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na;HPO, yaklasik 180 mL
destile suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim
200 mL olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

2. %1’lik K3Fe(CN)s cozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda
¢ozlindli ve toplam hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandi.

3. %10’luk TCA cozeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢oziindii ve
¢ozeltinin toplam hacmi destile su ile150 mL’ye tamamlandi.

4. %0,1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCls;.6H,0 destile suda ¢oziildii

ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.b. Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 0,01 M’lik CuClycozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, alindi ve 50 mL destile
suda ¢ozildii.

2. 7,510 M’lik etanolik neokuprin cozeltisinin hazirlanmasi: 78 mg Neokuprin
alind1 ve 50 mL etanolde ¢oziildii.

3. 1 M’hk CH3COONHtamponunun hazirlanmas1 (pH:6,5): 7,7 g CH;COONH,
alind1 ve 80 mL saf suda ¢oziildi, pH metre ile pH’s1 6,5’¢ ayarlandi ve toplam hacim

100 mL’ye saf su ile tamamlandi.
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3.1.3.c. DPPH: serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 10° M’hk DPPH céozeltisinin hazirlanmasi: 39 mg DPPH 100 mL etanolda

tamamen ¢dziiniinceye kadar bir gece boyunca manyetik karistirici ile karistirildi.

3.1.3.d. ABTS-+ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmas1 (pH:7,4): 2,84 g Na,HPO, 180 mL
destile suda ¢oziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim
destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2. 2 mMM’lik ABTS™ ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 11 mg ABTS, 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4
olan fosfat tamponunda tamamen c¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi.
Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3. 2,45 mM’lik K;0sS; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,25 mg K;OsS; 0,1 M’lik ve
pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢o6ziinlinceye kadar manyetik karistirict ile

karigtirildi. Toplam hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.e. DMPD™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’lik asetat tamponunun hazirlanmasi (pH:5,3): 2,05 g CH;COONa 230 mL
saf suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 5,3’e ayarlandi. Toplam hacim destile
su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. 0,1 M’lik DMPD™ ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 209 mg DMPD 10 mL destile suda
¢Oziilerek hazirlandi.

3. 0,001 M’ik DMPD™ cozeltisinin hazirlanmasi: 0,1 M’lik DMPD ¢ozeltisinden 1
mL alinarak 100 mL’lik ve 0,1 M’lik (pH:5,3) asetat tamponuna aktarildi. Bunun
tizerine 0,2 mL ve 0,05 M’lik FeCls ilave edilerek hazirlandi.

4. 0,05 M’lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,81 g FeCl; 100 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.
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3.1.3.f. Total antioksidan aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0.04 M pH:7,4 Fosfat Tamponu Hazirlanmasi: 0,48 g NaH,PO, alind1 ve 80 mL
destile suda ¢6ziildii, pH metre ile PH’s1 7,4’e ayarland1 ve toplam hacim 100 mL’ye
destile su ile tamamlandi.

2. Linoleik Asit Emiilsiyonunun Hazirlanmasi: 0,017 M linoleik asit emiilsiyonu
hazirlamak igin 265 uL linoleik asit 50 mL pH:7,4 fosfat tamponuna ilave edildi.
Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilerek karigim homojenize edildi.

3. %3,5’luk HCl Cozeltisinin Hazirlanmasi: %37’lik HCI’den 9,46 mL alinarak
destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4. 20 mM FeCl, Cozeltisi Hazirlanmasi: 281 mg FeCl,.3/4H,0, %3,5’luk HCI ile
coziilerek hacim ayni1 ¢ozeltiyle 100 mL’ye tamamlandi.

5. %30’luk NH4SCN Cozeltisinin Hazirlanmasi: 15 g NH4SCN destile suda ¢6ziildi,

hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.9. FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,3 M’lik Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: 2,46 g NaCH3COO alind1 ve 80 mL
destile suda ¢oziildii. pH metre kullanilarak pH’s1 3,6’ya ayarland:1 ve toplam hacim 100
mL’ye destile su ile tamamland.

2. 40 mM’hik HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,334 mL %37 lik HCI ¢ozeltisinden
alind1 ve toplam hacim 100 mL’ye destile su ile tamamlandi.

3. 10 mM’hik TPTZ Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,312 ¢ TPTZ alindi ve 100 mL 40
mM’lik HCl igerisinde ¢oziildii.

4. 20 mM’lik FeCl; Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,54 g FeCl3.6H,0 alindi ve 100 mL
destile suda ¢oziildii.

5. FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: 10 hacim 0,3M’lik asetat tamponu, 1 hacim 10
mM’lik TPTZ ve 1 hacim 20mM’lik FeCl3.6H,0 ¢ozeltisinden olusur.
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3.1.3.h. Bipiridil metal selatlama metodu ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’hk Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi: 1,21 g Tris alindi ve 90 mL
destile suda ¢oziildii. pH metre kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarland1 ve toplam hacim 100
mL’ye destile su ile tamamlandi.

2. 0,2 M’ik HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1,60 mL %37 lik HCIl ¢o6zeltisinden
alind1 ve toplam hacim 100 mL’ye destile su ile tamamlandi.

3.900,2’lik Bipiridil Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,2 g Bipiridil alind1 ve 100 mL’lik,
0,2 M’lik HCI ¢ozeltisinde ¢oziindii.

4.2 mM’lik FeSO, Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,028 g FeSO,4.7H,0 alind1 ve 50 mL

destile suda ¢oziildii.

3.1.3.i. Asetilkolinesteraz Enziminin aktivite ol¢iimlerinde kullanilan c¢ozeltiler

1. 1 M’lik Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi: 30,27 g Tris alind1 ve 5 mM’Iik
0,370 g EDTA 200 mL destile suda ¢oziildii pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi
ve toplam hacim destile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. 10mM’lhik Asetilkolin Iyodat Cézeltisinin Hazirlanmasi: 0.145 g Asetilkolin
iyodat alind1 ve 50 mL destile suda ¢6ziildii.

3. 10 mM’hk DTNB (5,5°-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) Cozeltisinin
Hazirlanmasi: 0.01 g DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat alindi 50 mL destile suda ¢oziildii.

3.1.3.j. Enzimin saflastirilmasi ve aktivite ol¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. Sepharose-4B matriksi iizerinde afinite jeli hazirlanirken kullamlan tampon (0,2
M NaHCOs3;, pH:8,8) : 16,8 g NaHCO3, 950 mLdestile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile
pH:8,8°e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

2. COgz-hidrataz aktivitesi ol¢ciimiinde kullanilan tampon (0,15 M Na,CO3/0,1 M
NaHCOj3; pH:10): 15,9 g (0,15 mol) Na,CO3 ve 8,4g (0,1 mol) NaHCO3’1n 1 L saf suda
¢oziilmesiyle hazirlandi.

3. Afinite jelinin dengelenmesinde kullamilan tampon ¢ozelti (25 mM Tris-HCI/0,1
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M NaySOq4, pH:8,7): 3,03 g Tris ve 14,2 g Na;SO4, 950 mL destile suda ¢oziilerek 1 N
HCl ile pH:8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1L’ye tamamlandi.

4. Hemolizatin tatbikinden sonra afinite jelinin yitkanmasi i¢in kullanilan tampon
¢ozelti (25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO,4 pH:8,7): 3,026 g (25 mmol) Tris ve 3,12 g
(22 mmol) NaSO4, 950 mL destile suda ¢oziildii. Daha sonra 1 N HCI ile pH:8,7’ye
getirildikten sonra hacim 1 L’ye tamamlandi.

5. Kolona tutunmus hCA 1 izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti
(25 mM Na;HPO4/1 M NaCl, pH:6,3): 2,2 g Na;HPO, ve 14,63 g NaCl alinip,
pH:6,3’¢ titre edildikten sonra toplam hacim 250 mL’ye destile su ile tamamlandi.

6. Esteraz aktivitesinde kullamilan tampon ¢ozelti (0,05 M Tris-SO4, pH:7,4): 6,06 g
Tris 950 mL destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SO4 ile pH’s1 7,4’e getirildikten
sonra hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

7. Kolona tutunmus hCA II izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢o6zelti
(0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4, pH:5,6): 9,2 g NaClO4 tutunmus ve 2,04 g 0,015
mol CH3COONa.3 H,0, 120 mL destile su igerisinde ¢oziildii. 1 N HCl ile pH’s1 5,6 ya
kadar titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 mL’ye tamamlandi.

8. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullamlan ¢ozelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde
¢oziildii, bu ¢ozeltiye %95’lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1
L’ye tamamlandi.

9. Veronal tamponu (0,025 M); 5,17 g sodyum barbitalin 950 mL suda ¢oziiliip
pH:8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 L’ye tamamlanda.
10. CO; cozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti):0°C’de yarim saat
stireyle saf suyun igerisinden CO; gazi gegirilerek hazirlandu.

11. indikator ¢ozeltisi (COy-hidrataz aktivitesinde kullamlan ¢ozelti): 0,0125 g
fenol kirmizist ve 0,22 g NaHCO3’ iin 1 L saf suda ¢oziinmesiyle hazirlandi.

12. Brom Timol Mavisi Cozeltisi (%0,04): 0,1 g indikatoriin 16 mL 0,01 N NaOH
icinde ¢oziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandu.
13. Stok kapsaisin c¢ozeltilesinin hazirlanmasi: 10 mg kapsaisin (g/mol) 10 mL etanol

igerisinde ¢oziildii.
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3.1.3.k. SDS - Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in kullanilan c¢ozeltiler

1. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 mL 1M Tris-HCI (pH:6,8) 1 mL
%10’luk SDS ve 1 mL %100’lik gliserin, 1 mL %0,1’lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu
tamponu kullanmadan hemen 6nce, 950 pL numune tamponundan 50 pL olacak sekilde
- merkaptoetanol ilave edildi.

2. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL suda
¢oziildii, daha sonra bunun tizerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerck toplam hacim saf
su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3. Boyama cozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi icin kullanilan ¢ézelti): 0,1 g
Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak
sekilde yeteri kadar hazirlandi.

4. Akrilamit-Bisakrilamit c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamit ve 0,8 ¢
bisakrilamit karigimi 100 mL suda ¢oziildii.

5. SDS ¢ozeltisinin hazirlanmasi (%10): 10 g SDS 90 g saf suda ¢oziildii.

6. Tris-HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi1 (3 M, pH:8,8): 36,3 g Tris alind1 ve 48 mL 1
M’lik HCl ile karistirildi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

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

8. Jel yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 sudan

olusan karisim hazirlandi.

3.2. Kapsaisinin Karbonik Anhidraz izoenzimleri (hCA | ve hCA I1) Uzerine
Etkisi ile Tlgili Cahsmalar

3.2.1. Deneyde kullamlacak kanin temini

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

temin edildi. Deneylerde kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. Enzim saflastirma ¢alismalari

3.2.2.a. hCA enzim hemolizatinin hazirlanmasi

Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak, 15 dakika boyunca 2500xg’de santrifiij
edildi. Santrifiijjden c¢ikarilan tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi
damlalikla dikkatli bir sekilde alinarak, tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti 0,154 M
NaCl c¢ozeltisi (izotonik) ile li¢ defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklasik 5 kati kadar buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak icin
4°C’de 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat damlalikla
dikkatlice alindiktan sonra sonraki c¢aligmalarda kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza

edildi (Hunaiti and Soud 2000; Coban et al. 2008).

3.2.2.b. hCA enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasiyla ilgili cahsmalar

Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamit afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi tizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-Tirozin kovalent olarak takildi. Daha sonra siilfanilamit
diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu,
silfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Stilfanilamit,
karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olup, afinite jelinin yapisina girerek soz
konusu enzimin yiiksek oranda saflagtirilmasi amaciyla kullanildi (Soyiit 2006). Afinite

jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi:

CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi: CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCOj3 tamponu (pH:10) ile yikanarak bir behere
aktarildi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin ¢oziinmiis soguk ¢ozelti behere
ilave edilerek karigtirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90

saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2
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saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi ve 16 saat boyunca 4°C’de bekletildi. Bu
siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile
yikanarak boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirildi. Yikama 100
mL’lik 0,2 M NaHCOj3; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayni

tamponun 40 mL’si i¢ine alindu.

— O C=N

—OH

Siyanat ara Grani

—0\
/C:NH
/
— O
Imidek arbonat
HINE Iéz(ll-l
o
aH

__________

Sefaroz 4B-L-tirozin afinite jeli

Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
basamaklari
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Siilfanilamit kenetlendirilmesi: 25 mg siilfanilamit, 0°C civarinda 10 mL, 1 M HCI
icinde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO; bulunan 0°C’deki 5 mL ¢6zelti, siilfanilamit
cOzeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
stilfanilamit 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siilfanilamit siispansiyonuna ilave edildi. 1
M NaOH ile pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca
karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO,4 (pH: 7,4) tamponuyla
yikandi. Sonra da lizerine bir miktar daha ayni1 tampondan konularak saklandi (Soyiit

2006). Tim basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 3.1°de gosterildi.

Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) icine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Stispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu eliiat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kati Tris ile pH’s1 8,7 ye ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
mL 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO, (pH:8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece hCA
enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/25
mM Na,HPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek hCA | enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH3;COO/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip hCA II enzimi eliie
edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er mL halinde tiiplere alind1 ve 280
nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20

mL/saat’e ayarlandu.
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3.3. hCA Enzim Aktivitesi Tayini

3.3.1. Hidrataz aktivitesi

hCA I ve Il izoenzimlerinin aktivite tayini i¢in hidrataz aktivitesi kullanildi1 (Wilbur and
Anderson 1948). Bu yontem Rickli ve arkadaslar tarafindan modifiye edilen Wilbur-
Anderson metodudur (1964). CO,’in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H' iyonundan ileri
gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin

Olciilmesi esasina dayanir.

Bunun igin kor olarak hazirlanan tiipe 1 mL veronal tamponu (0.025 M, pH:8,2), 0,1
mL %0,04’lik brom timol mavisi, 0,6 mL saf su ve 2,5 mL CO; ¢6zeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite Ol¢iim ortaminda toplam hacim 4,2 mL oldu. Daha sonra bir
kronometre yardimiyla CO; ¢ozeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin mavi renginin
sarimsi1 yesile doniismesi (pH:6,3) igin gegen siire belirlendi (tp). Numune tiipiine ise
sudan 0,05 mL azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve yine en son olarak
CO; ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile donlismesi

(pH:6,3) icin gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi (t).

Bu yonteme gore hCA aktivitesi i¢in bir enzim iinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana

gelen CO; hidratasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesaplandi (Maren
1960). Hemolizat, saf enzim ¢6zeltisi ve inhibisyon ¢alismalarinda aktivite tayininde
ayni islemler uygulandi. Kinetik ve inhibisyon ¢aligmalari i¢in esteraz aktivite yontemi

uygulandi.
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3.3.2. Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazin esteraz aktivitisine sahip olmasi esasina
dayanmaktadir. Metodun prensibi kisaca soyledir; karbonik anhidraz enzimi substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetatt 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-

nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi agagida verildigi gibidir.

0
1 CA
02N4<i—>7O-C-CH3 +HO0 =—— OZN@OH + CH,COOH
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole donilisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni absorbansi gostermektedir. Bu
yiizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi dlgiimii etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967). Bu dalga boyunda p-

nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir.

3 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon

karisimini olusturan maddelerin katilim sirasina gore asagidaki prosediir uygulandi.

Cizelge 3.1. Esteraz aktivitesi i¢in 3 mL’lik kuvarz kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler ~ Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii

Tris-SO4(pH:7,4,0,5 M) 1400 1400
p-Nitrofenol asetat 1000 1000
Saf su 600 500
Enzim ¢ozeltisi - 100

Toplam hacim 3000 3000
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1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini iglemleri i¢in reaksiyon

karigimini olugturan maddelerin katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir uygulandi.

Cizelge 3.2. Esteraz aktivitesi i¢in 1 mL’lik kuvarz kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii
Tris-SO4(pH: 7,4,0,05 M) 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333

Saf su 200 167
Enzim ¢o6zeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000

Cizelge 3.2°deki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans
miktar1 okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de absorbansi okunarak
absorbans farki alindi. Spektrofotometre, daha dnce enzim yerine saf su konularak elde

edilen karisimin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifirlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, giinliik olarak
hazirlandi: 27,2 mg ester, 1 mL aseton i¢inde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 mL
destile suya yavas yavas ilave edildi. Bu c¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini
hazirlamak, esterin sinirli ¢oziiniirligii dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger
organik ¢oziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu icin
tercih edildi (Verpoorte et al. 1967). Kinetik ¢alismalar esnasindaki aktivite 6l¢timleri

enzimin esteraz aktivitesi ile gergeklestirildi.
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3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan fenilalanin, triptofan
ve tirozin aminoasitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Bu metot yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist
yardimiyla esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi.
Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kore karsi

okundu.

3.4.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim c¢ozeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlart bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant Blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olugsan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli geligir. Protein-boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 puL
alindi. Saf su ile tim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlanarak 5 mL renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik

kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.

Kor olarak 0,1 mL aym1 tampon ve 5 mL renklendirme reaktifinden olusan karisim
kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve

standart grafikten miktar tayini yapildi.



56

3.5. hCA Enzimi i¢in Yapilan Kinetik Calismalar

3.5.1. Enzim i¢in K, ve V2« degerlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

Insan kanindan saflastirilan hCA enziminin Ky, Ve Viax degerlerinin belirlenmesi i¢in en
az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite Ol¢limii
yapildi. Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi ve bu grafikten K, ve Vpmax degerleri

hesaplandi.

3.6. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflagtirlmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildigi gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi (1970). Omekler jele yiiklenmeden
once %1 SDS ve %10’luk 2-merkaptoetanol ile muamele edilerek daha sonra 5 dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Numunenin %20 ayirma jelinde elektroforezinden

sonra boyama yapilarak bantlar tespit edildi (Coban et al. 2008).

3.7. hCA | ve hCA II izoenzimleri Aktiviteleri Uzerine Kapsaisinin Etkisinin

Belirlenmesi

Kapsaisinin, saflastirilacak olan hCA izoenzimleri iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler
hem hidrataz hem de esteraz aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Daha sonra Iso ve K;

degerleri bulunarak inhibisyon tiirleri belirlendi.

3.8. Kapsaisinin Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Kapsaisinin Inhibisyon

Etkisinin Belirlenmesi

Kapsaisinin Asetilkolinesteraz enzimi itizerindeki etkisi, Asetilkolinesteraz yontemiyle
arastirildi. Daha sonra I1Csy ve Ki degerleri bulunarak inhibisyon tiirti belirlendi. Bu

metodun esasi ise su sekilde agiklanabilir; yukarida bahsedildigi lizere Kolinesterazlar,
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asetilkolinin tiyokolin ve asetata par¢alanmasi reaksiyonunu katalizlerler. Uriin olarak
aciga c¢ikan tiyokolin ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu sar1 renk veren 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit olusur. Olusan renk 412 nm’de 6l¢iiliir (Ellman 1961). Ornek ve kor

kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, baslangi¢ ve 5. dakikadaki absorbanslar1 6l¢iiliir.

Asetilkolintiyoiyodiir
Tiyokolin+DTNB

» Tiyokolin

» 5-Tiyo-2 nitrobenzoik asit

Cizelge 3.3. Asetilkolinesteraz yontemi ile yapilan ¢alismanin kiivet igerigi

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (nL) Numune Tiipii
Tris-HCI 100 100
Saf Su 790 780
Numune - 10
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 10 10
Calkalanir ve 30°C’de 5 dakika inkiibe edilir.
Asetilkolintiyoiyodiir 50 50

3.9. Antioksidan Cahsmalar

3.9.1. Fe**- Fe*" indirgeme kapasitesi

Fe¥*-Fe?* indirgeme tayini Oyaizu yontemine gore yapildi (1986). Bunun i¢in oncelikle
1 mg/mL konsantrasyonunda stok c¢ozelti hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden farkli
konsantrasyonlarda alinarak deney tiiplerine aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi destile suyla 1
mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2,5 mL ve 0,2 M’lik fosfat tamponu
(pH:6,6) ile 2,5 mL %1°lik potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)g] ilave edilerek karisim
50°C’de 20 dk. inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karisimina 2,5 mL
%10’luk (TCA) ilave edildi. Cozeltinin {ist fazindan 2,5 mL alinarak tlizerine 2,5 mL

destile su ve 0,5 mL %0, 1’lik FeCl; ilave edildikten sonra 700 nm’de absorbans 6l¢timii
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yapildi. Kor olarak destile su kullanildi. Kontrol olarak numune yerine su kullanildu.

3.9.2. Cu?*- Cu* indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu)

Kapsaisinin Cu®* indirgeme aktivitesinin belirlenmesinde Apak ve arkadaslarinin
kullandigr metodun (2006) hafif bir modifikasyonu kullanildi (Ak and Giil¢in 2008).
Farkli konsantrasyonlarda kapsaisin igeren deney tiiplerine sirasiyla 0,25 mL CuCl;
cozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢ozeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 mL
CH3COONHj,4 tampon ¢ozeltisi (1 M) eklendi. 30 dk.lik inkiibasyon siiresi sonunda 450

nm’de kore kars1 absorbans degerleri dl¢iildii. Kor olarak destile su kullanildi.

3.9.3. FRAP indirgeme kapasitesi

Total antioksidan i¢in hazirlanan stok ¢dzelti bu deneyde de kullanildi. Oncelikle deney
tiiplerine 10, 20 ve 30 pg/mL konsantrasyonlarina denk gelecek sekilde capsaisin ve
standart ¢ozeltiler aktarildi. Hacimleri tampon ¢ozelti ile 0,5 mL’ye tamamlandi. Daha
sonra deney tiliplerine sirasiyla 2250 pL ,20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi ve 2250 uL FRAP
reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 mL olmasi saglandi. Deney tiipleri Vortex ile
karistirildi ve 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Kor olarak asetat

tamponu kullanild1.

3.9.4. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikallleri giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodununa gore yapildi (1958). Serbest
radikal olarak DPPH’in 1 mM’lik ¢ozeltisisi kullanildi. Numune olarak daha 6nce
hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyonundaki stok c¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
sirastya 10, 20 ve 30 pg/uL konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
cozeltiler aktarildi. Toplam hacimleri etanol ile 3 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir
numune tiipiine stok DPPH’ ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Karanlik ortamda ve oda
sicakliginda yarim saat inkiibe edildikten sonra etanoldan olusan kore kars1 517 nm’de

absorbanslar1 6l¢tildii. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH ¢6zeltisi kullanildi.
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3.9.5. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme
aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptigi metoda gore belirlendi
(1999). Oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 nM’Iik
persiilfat ¢ozeltisi ilave edilerek ABTS radikalleri iiretildi. ABTS radikal ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce kontrol ¢6zeltisinin absorbansi 734 nm’de 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponu ile 0,700+£0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesi tayin
edilecek olan farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) kapsaisin igeren tiiplere birer
ml ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edildi. Yarim saatlik inkiibasyon sonunda etanoldan

olusan kore kars1 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

3.9.6. N,N’-dimethil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme

aktivitesi

N,N’-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme aktivitesi tayini
Fogliano ve arkadaslarinin metoduna gore belirlendi (1999). Bu amacla, ilk olarak
renkli radikal katyon (DMPD™) elde edildi. Bunun i¢in 100 mL’lik DMPD c¢ézeltisine
(pH:5,3; 100 mM) 0,05 M olacak sekilde 0,2 mL FeCls ilave edildi. Bu ¢ozeltinin 1 mL
si i¢in 505 nm’de Sl¢iim yapildi. DMPD™ radikal ¢ozeltisi kullanilmadan &nce kontrol
¢ozeltisinin 505 nm’de optik yogunlugu 0,1 M’lik ve pH’1 5,3 olan fosfat tamponu ile
0,900+0,100 nm’ye ayarlandi. Giinliik hazirlanan DMPD™ ¢ézeltisinin absorbansi 12

saate kadar kararli kalabilir.

Kapsaisin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (10-30
pg/mL) deney tiiplerine aktarildi ve hacimleri destile suyla 0,5 mL’ye tamamlanda.
Bunun iizerine 1 mL DMPD™ ¢ozeltisi eklendi. 50 dakikalik bir inkiibasyondan sonra

absorbans degerleri 505 nm’de 6l¢iildii. Kor olarak tampon ¢6zelti kullanildi.
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3.9.7. Bipiridil metal selatlama aktivitesi

Kapsaisinin Bipiridil reaktifi ile Fe?" selatlama aktivitesi Re ve arkadaslar tarafindan
belirlenen metoda goére yapildi (1999). Bu amagla deney tiiplerine 0,25 mL FeSO4
coOzeltisi (2 mM) aktarildi. Bu ¢6zeltinin tizerine 0,12 mL kapsaisin ve standart ¢ozelti
ilave edildi. Daha sonra sirasiyla 1 mL Tris- HCI tamponu (pH:7,4) ve HCI (0,2 M)
icerisinde ¢oziinmiis 1,5 mL’lik ve %0,2’lik bipiridil ¢ozeltisi ilave edildi. 2,5 mL
etanol ve 0,63 mL saf su igeren numunenin absorbansi 522 nm’de 6l¢iildii. Kor olarak
Tris-HCI tamponu kullanildi. Kontrol olarak da numune yerine Tris- HCI tamponu ile

hazirlanan ¢6zelti kullanildu.

3.9.8. Total antioksidan aktivitesi

Kapsaisinin antioksidan aktivitesi tiyosiyanat metoduna gore belirlendi (Yen and Chen
1995). Bu amagla daha 6nce hazirlanan Kapsaisin stok ¢ozeltisi kullanildi. Istenilen
miktarlara karsilik gelen hacimde stok ¢ozelti vezin kaplarina otomatik pipetlerle
aktarildi ve toplam hacim tampon c¢ozelti (0,01 M’hk pH: 7,4) ile 2,5 mL’ye
tamamlandi. Daha sonra her bir vezin kabma 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu ilave
edildi. Kontrol olarak da 2,5 mL tampon ¢ozelti ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu

kullanildi.

Inkiibasyon 37°C’de ve karanlikta gergeklestirildi. Her 12 saatte bir vezin kaplarindan
100’er pL alinarak 4,7 mL etanol bulunan deney tiiplerine konuldu ve sirasiyla 100 pL
Fe?* cozeltisi ve 100 uL. SCN™ ¢ozeltisi ilave edildi. Kor numune ise 4,8 mL etanole 100
uL Fe®* ¢ozeltisi ve 100 uL SCN™ ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlandi. Numunelerin 500
nm’deki absorbanslar1 kore karsi okundu. Kontrol maksimum absorbansa ulastiktan

sonra inkiibasyon islemine son verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antioksidan Calismalar ile Tlgili Arastirma Bulgular:

4.1.1. Fe**- Fe*" indirgeme kuvveti bulgular

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu biyoanalitik metotda, test ¢ozeltisinin sar1 rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolayr farkli
tonlardaki yesil renge donlismektedir (Giilgin 2006b; Giilgin et al. 2006a). Calismada
kullanilan Kapsaisinin indirgeme potansiyeli farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL)
cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari Olgiilerek belirlendi (Sekil 4.1). Kapsaisinin
indirgeme kapasitesi konsantrasyonla dogru orantili olup, artan konsantrasyon ile

birlikte artmaktadir.

4,2
—+—BHA
35 1 —w—BHT
—— g-Tokoferol
= 28 +—
g —o— Troloks
o .. 0
3 a1 1 —=— Kapsaisin /
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Kapsaisinin ferrik iyonlarmi (Fe®")
indirgeme kuvvetinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile
karsilagtirmasi
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Kapsaisinin ferrik iyonlarini (Fe**) ferrdz iyonlarina (Fe?*) indirgeme kapasitesi grafigi
cizildikten sonra her bir standart antioksidan ve Kapsaisin i¢in 10 pg/mL’ye karsilik
gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilerek birbirleriyle mukayese edildi. Bu
konsantrasyonda kapsaisin ve standart antioksidanlarin ferrik iyonlarmi (Fe®")
indirgeme kuvvetleri birbirleriyle karsilastirildiginda BHA>BHT>Troloks>Kapsaisin>
a-Tokoferol seklinde bir siralama elde edildi. Ayrica Cizelge 4.1°de gosterilen yiiksek

absorbans degerleri yiiksek indirgeme kapasitesini gostermektedir.

4.1.2. Cu*- Cu" indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular::

Kapsaisinin kuprik iyonlari (Cu®*) indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyonlardaki
(10-30 pg/mL) ¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslari OGlgiilerek belirlendi.
Kapsaisinin kuprik iyonlarini (Cu2+) indirgeme kapasitesinin, konsantrasyonu ile dogru
orantil1 olarak arttig1 gozlendi. Kapsaisin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarini
(Cu®") indirgeme grafigi ¢izildikten sonra her bir standart antioksidan ve kapsaisin icin
10 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilerek birbirleriyle

mukayese edildi.
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Sekil 4.2. Kapsaisinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) kuprik iyonlarimi (Cu®")
indirgeme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile
karsilastirilmasi
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Bu konsantrasyonda Kkapsaisin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarmi (Cu?")
indirgeme aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda: BHA > BHT > Kapsaisin >

Troloks > a-Tokoferol seklinde siralanmaktadir.

Cizelge 4.1. 10 png/mL konsantrasyonunda kapsaisinin ferrik iyonlarini (Fe3+) ve kuprik (Cu2+)
iyonlarini indirgeme kapasitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilastirilmalari

Antioksidanlar Absorbans (700 nm) Absorbans (450 nm)
BHA 1,217 0,587
BHT 0,849 0,517
a-Tokoferol 0,519 0,292
Troloks 0,780 0,310
Kapsaisin 0,757 0,402

4.1.3. Ferrik indirgeme kuvveti (FRAP) bulgular

FRAP metodu, antioksidan bilesiklerin elektron kaybederek antioksidan aktivite
gosterdigi bir metottur. Bu metotta ferrik iyonlar (Feg+) ferrdz iyonlarina (Fez+)
indirgenir. Olusan ferroz (Fez+) tyonlart ise Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir
kompleks olusturur. Bu mavi renkli kompleks ise 593 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Kapsaisinin FRAP metoduna gore ferrik iyonlar1 (Fe®") ferréz iyonlarina (Fe?")
indirgeme kapasitesinin, konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig1 belirlendi.
Ayrica kapsaisinin standart antioksidanlarla FRAP metoduna gore indirgeme aktivitesi
belirlenirken BHA>Kapsaisin>Troloks>BHT>a-Tokoferol seklinde bir siralama

gozlendi.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki kapsaisinin FRAP metoduna gore indirgeme aktivitesinin
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirilmasi

4.1.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

Kapsaisin ve ¢alismada kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks gibi standart
antioksidan bilesiklerin DPPH serbest radikali giderme aktivite tayini i¢in Oncelikle

standart grafik olusturuldu (r210,999).

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH serbest

radikal miktar1 standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden hesaplandi.
Absorbans (As17) =0,002 x [DPPH]

DPPH serbest radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

DPPH - giderme (%) = (1- MJ %100

517-K
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Burada As;7.y DPPH serbest radikal ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan
absorbans degeri, As17.k, ise sadece DPPH serbest radikal ¢ozeltisi igeren kontrol

degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol

ve troloks kullanild.
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Sekil 4.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart DPPH
grafigi

Kapsaisinin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi Sekil 4.5’de goriildiigii gibi

konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.5. Kapsaisinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) DPPH serbest radikali
giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile

karsilastirilmasi

Kapsaisinin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildikten sonra her bir

standart ve kapsaisin i¢in ayr1 ayri ICsp degerleri hesaplandi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Kapsaisin ¢ozeltilerinin DPPH:, ABTS™ ve DMPD™ aktivitelerinin ICs,
degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks

karsilastirilmasi

Antioksidanlar DPPH: Giderme ABTS™ Giderme DMPD™ Giderme

BHA 11,55 3,85 51,50
BHT 34,65 3,30 o
a-Tokoferol 8,66 3,65 -
Troloks 6.93 69,30 23,10
Kapsaisin 34,65 4,33 96,50

* DMPD™ Giderme metodunda BHT ve o-tokoferol gibi hidrofobik 6zellige sahip standartlar net sonug

vermemektedir (Giilgin 2008)
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Kapsaisin ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla Troloks>BHA>a-
Tokoferol>Kapsaisin>BHT seklinde DPPH serbest radikali giderme aktivitesi

sergilediler.
4.1.5. ABTS™ radikal giderme aktivitesi bulgular

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS™ giderme aktivitesi de sulu
karigimlarin, i¢eceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme aktivitelerinde
siklikla kullanilmaktadir (Miller et al. 1996; Giilgin et al. 2007b). Bunun igin 6ncellikle
ABTS’den ABTS "’nin olusturulmasi gerekmektedir. ABTS nin kimyasal yapis1 Sekil
4.6’da goriilmektedir. Bu amagcla bir erlen igerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat tamponu
ile 2 mM’lik ABTS ¢6zeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik potasyum
persiilfat ilave edildi (Giilgin 2007). Erlenin dis ylizeyi aliiminyum folyo ile kaplanarak,
manyetik kanstirict ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karistirildi. Cozelti
hazirlandiktan sonra 734 nm’deki absorbans degeri 0.750+0.025 olacak sekilde tampon
cozelti ile seyreltildi.

CH,CH; CH,CH;

| |
N v N
H;NO5S S S SOJNH,

Sekil 4.6. ABTS nin agik kimyasal yapisi

Bu asamadan sonra Kapsaisinle yapilan ¢alismada kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin ABTS™ giderme aktiviteleri tayini icin
oncelikle standart grafik olusturuldu (r*: 0,988).
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Sekil 4.7. ABTS™ giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS™ igin hazirlanan
standart grafik

ABTS™ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS™ miktar1 standart

grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (4, ,,,) =0.001 X [ABTS™" ]
ABTS™ giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

34-K

ABTS"" Giderme (%) = (1- M] %100

Burada A73sn ABTS™ ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
A7k ise sadece ABTS™ ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansimi ifade eder.
Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullanildi.
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki kapsaisinin (10-30 pg/mL) ABTS giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile
karsilastirilmasi
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Sekil 4.9. Kapsaisin, BHA, BHT, a-tokoferol ve troloksun 10 pg/mL
konsantrasyonunda ABTS-+ giderme aktivite yiizdeleri

Kapsaisin ve kullanilan standart antioksidan molekiillerin ABTS giderme
aktivitelerinin sirasiyla BHA>BHT>kapsaisin>a-tokoferol>troloks seklinde oldugu

gozlendi.
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4.1.6. DMPD radikal giderme aktivitesi bulgulari

Calismalarda kullanilan kKapsaisin, BHA ve troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin

DMPD *giderme aktiviteleri tayini igin oncelikle standart grafik hazirland (rz: 0,990).
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Sekil 4.10. DMPD™ giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart grafik

DMPD™ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DMPD™ miktar1 standart

grafikten elde edilen ve agagida verilen denklemden hesaplandi.
Absorbans (A, ) =0.001 x[DMPD""]

DMPD "miktarindaki azalma yiizde olarak asagida verilen esitlikten bulundu.

[DMPD *] giderme aktivitesi (%) = (1— Mj %100

05-K
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Burada Asps.n, DMPD *¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
Asos.k ise sadece DMPD™ cozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansini ifade eder.

Pozitif kontrol olarak a-tokoferol ve troloks kullanildi.
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Sekil 4.11. Kapsaisinin DMPD™ giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan
BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirilmasi
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Sekil 4.12. Kapsaisin, BHA, BHT, ao-tokoferol ve troloksun 30 pg/mL
konsantrasyonunda DMPD giderme aktivite yiizdeleri
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Kapsaisin ve kullanilan standart antioksidan molekiillerin DMPD™ giderme

aktivitelerinin Troloks>a-Tokoferol>BHA>Kapsaisin>BHT seklinde oldugu gozlendi.

4.1.7. Bipiridil metal selatlama aktivitesi bulgulari

Fe?* selatlama aktivitesi Re ve arkadagslarinin belirledigi metoda gore yapildi. 0,25 mL
FeSO, ¢ozeltisi (2 mM), 0,120 mL Kapsaisin ¢ozeltisi, 1 mL Tris-HCI tamponu (pH:7,4)
1,5 mL bipiridil ¢ozeltisi (%0,2’lik 0,2M HCI igerisinde), 2,5 mL etanol ve 0,630 mL

saf su iceren numunenin absorbansi 522 nm’de ol¢iildii.
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) kapsaisinin bipiridil metal
selatlama aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilastirilmasi

Kapsaisinin ve standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri bipiridil reaktifi
kullanilarak belirlendi. Bu tayinde konsantrasyona bagh bir artis gozlenmedi. 30 pg/mL

konsantrasyonlarina karsilik gelen metal selatlama yiizdeleri Sekil 4.14’de verildi.
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Sekil 4.14. Kapsaisin, BHT, a-tokoferol ve troloksun 1Csy konsantrasyonunda bipiridil
metal selatlama aktivite ylizdeleri

Kapsaisin ve kullanilan standart antioksidan molekiillerin bipiridil metal iyonlarini
selatlama aktiviteleri karsilastirildiginda a-Tokoferol > Troloks > Kapsaisin > BHT >

BHA seklinde oldugu gozlendi.

4.1.8. Total antioksidan aktivitesi bulgular:

Kapsaisinin total antioksidan aktivitesi “Tiosiyanat Metoduna” gore belirlendi. Bu
metotta linoleik asit emiilsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu olusan peroksitler ferroz
iyonlarini (Fe?*) ferik iyonlarina (Fe**) yiikseltger. Daha sonra yiikseltgenen ferrik
iyonlar1 (Fe®) tiyosiyanat (SCN") ile Fe(SCN)?** kompleksini olusturur. Olusan bu
kompleks spektrofotometrik olarak 500 nm’de maksimum absorbans gosterir. Yiiksek
absorbans, peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligini gosterir. Total
antioksidan aktivite kapsaisinin 30 pg/mL konsantrasyonundaki emiilsiyonunun
etanoldeki ¢ozeltisinin 500 nm’deki absorbansi dlgiilerek belirlenmistir. Sekil 4.15°de
de goriildiigii gibi antioksidan aktivite, kapsaisinin artan miktar1 ile dogru orantili olarak
artmistir. Kapsaisin ile standart antioksidan molekiillerin 500 nm’deki absorbanslari

ayn1 sekilde 6l¢iilmiistiir.
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Kapsaisin ve standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonu

inhibe etme miktar1 ylizde olarak agagida verilen esitlikten bulundu.

. )
inhibisyon (%) = (1— SWNJ x100

500-K

Burada Aspon numune veya standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunun
peroksidasyonu i¢in bulunan absorbans degeri, Asgo-k ise linoleik asit emiilsiyonunun
peroksidasyonu i¢in bulunan absorbans degeri ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA,

BHT, a-tokoferol ve troloks standart antioksidan bilesikleri kullanildi (Sekil 4.15).

-l B crircl]
e 2 Toderfara 3 ygiml,
i Trolole-30 gl

0 12 24 36 48 60 T2
Inkiibasyon siiresi (h)

Sekil 4.15. Kapsaisinin (30 ug/mL) total antioksidan aktivitesinin ayni konsantrasyondaki
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

Linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonu inhibe etme miktar1 kapsaisin i¢in %88,91
iken BHA i¢in %88,9, BHT i¢in %93,5, troloks icin %90,3 ve a-tokoferol i¢cin %65,3
olarak bulunmustur. Buna gore kapsaisinin total antioksidan aktivite kapasitesi BHA ve

o-tokoferolden daha fazla oldugu belirlenmistir.
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4.2. Karbonik Anhidraz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calisma Bulgulari

4.2.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford
1976). Coomassie Brillant Blue yontemi igin once bir standart egri hazirlandi. Insan
kanindan elde edilen hemolizat ve saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktari bu
egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlar1 Sekil 4.16°dan elde edilen
denklemden hesaplandi (rz: 0,949).
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Sekil 4.16. Coomassie Brillant Blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2.2. hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

sonuclari

Insan eritrositlerinden hCA | ve 1I izoenzimleri ayri ayr saflastirildi. Kat1 Tris ile pH’s1
8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona yiiklendi. Kolondan 6nce 1 M NaCl/25 mM
Na;HPO, (pH:6,3) tamponu gegirilerek hCA | enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH3;COO/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi gegirilerek hCA II enzimi eliie edildi.
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Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 3’er mL halinde tiiplere alinarak 280 nm’deki
absorbanslar1 6lgiildii. Absorbans gosteren fraksiyonlar igin CO, hidrataz aktivitesine

bakildi. Cok sayida yapilan saflastirma islemlerinden birisinin sonuglar1 Sekil 4.17°de

gosterildi.
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Sekil 4.17. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA I ve II izoenzimlerinin sirastyla 1M
NaCl/’25 mM NaHPO, pH: 6,3 ve 0,1 M NaCH3;COO/0,5 M NaClO, pH:5,6

tamponlariyla eliisyonu sonucu yapilan absorbans grafigi
*(Kolon ¢ap1 1,3 cm, jel yiiksekligi 40 cm, eliisyon hiz1 20 mL/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL)

42.3. hCA 1 ve hCA 1l izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirma

basamaklar1 sonuclar:

Insan kanindan elde edilen hemolizattan ve saf enzimden 1’er mL numune alinarak
hidrataz aktivitesi ve Coomassie Brillant Blue yontemi ile protein tayini yapildi.
Bulunan degerlere goére hemolizatin Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamit afinite
kolonuna uygulanmasi sonucu kag¢ kat saflagtirma yapildig1 hesaplandi ve sonuglar

Cizelge 4.3’te gosterildi.
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Cizelge 4.3. Afinite kolonundan insan kanindan elde edilen enzim hemolizatinda enzim {initesi,
spesifik aktivite ve hemolizattan saflastirilan hCA I ve hCA II enzimlerinin enzim iinitesi,
spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari

Numune Alg.tivite -I;]OaF::Ii?:]n Protein ;(r)g':sir: Toplz_im iﬁiimle( Verim  Saflastirma
Tiirii (EU/mL) (mL) (mg/mL) (mg) aktivite (EU/mg) (%) katsayisi

Hemolizat 554 26 36,23 941,98 14404 15,29 100 1

Se_pha}rose-4B-L- CA1l 1111 6 0,28 1,68 6666 3967,86 46,28 259,51

Tirozin

Siilfanilamit

afinitekolon

kromatografisi CA 11 4000 3 0,16 0,48 12000 25000 83,31 1635,1

4.2.4. hCA 1 ve hCA II izoenzimleri ile ilgili yapilan kinetik ¢calismalarin sonuclari

4.2.4.a. Enzim icin K, ve Vo degerlerinin bulunmasi ile ilgili ¢calisma sonugclar:

Insan kanindan saflastirilan hCA 1 ve Il izoenzimlerinin Ky, ve Vma degerlerinin
belirlenmesi icin en az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda
aktivite Ol¢limii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek ve bu grafiklerden Ky, ve

Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 izoenzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 4.19. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1l izoenzimi igin ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1 ve Il izoenzimlerinin Ky, ve Vmax degerleri

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak bulundu.
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Sekil 4.20. hCA | VE hCA 1l izoenzimleri kullanilarak bes farkli substrat
konsantrasyonunda g¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri

hCA I izoenzimi igin K, 0,816 MM, Vax 0,173 ise EU/mL.dak. olarak hesaplandi. hCA
IT izoenzimi i¢in K, 0,832 mM, Vmax 0,218 ise EU/mL.dak. olarak hesaplandi.
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4.2.5. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi sonuclar:

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan saflagtirilan
hCA I ve II enzimlerinin safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamit jel
elektroforezi Boliim 3.4.2°de anlatildigi gibi yapildi. Standart olarak molekiil agirlig:
belli olan standart protein markirlar1 kullanildi. SDS-poliakrilamit jel elektroferezine
insandan saflagtirilan izoenzimler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlarinin

fotograflari ¢ekildi (Sekil 4.20).

Sekil 4.21. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

SDS-poliakrilamit jel elektroforezi fotografi

*[a: hCA I, b: hCA I, c: Standart proteinler (1: 116 kDa B-Galaktozidaz (E. Coli), 2: 97 kDa fosforilaz
(tavsan kast), 3: 66 kDa Albumin (sigir), 4: 45 kDa Albumin (Ovalbumin), 5: 29 kDa karbonik anhidraz
(s1g1r eritrositi)]

4.2.6. hCAI ve hCAII izoenzimleri aktiviteleri iizerine kapsaisinin etkisinin

belirlenmesiyle ilgili yapilan calisma sonuclari

4.2.6.a. hCAI izoenziminin esteraz aktivitesi iizerindeki etkisini gosteren kapsaisin

ile ilgili sonug¢lar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA 1 izoenzimi i¢in kapsaisinin
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saflastirilacak olan hCA 1 izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler esteraz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. inhibisyon etkisi gdsteren her bir kapsaisin icin
Aktivite (%)-Kapsaisin grafigi ¢izildi. Cizilen grafiklerden her bir Kapsaisin i¢in K

degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.22. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan kapsaisin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Kapsaisin] grafigi

4.2.6.b. hCA 1II izoenziminin esteraz aktivitesi iizerindeki etkisini gosteren

kapsaisin ile ilgili sonuclar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA 1II izoenzimi i¢in capsaisinin
saflagtirilacak olan hCA 1I izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler esteraz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. inhibisyon etkisi gdsteren her bir kapsaisin igin

Aktivite (%)-[Kapsaisin] grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.23. hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile c¢aligilan kapsaisin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Kapsaisin] grafigi

Cizelge 4.4. hCA | ve hCA 1I izoenziminin esteraz aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi

81

0 0,1

0,2 0,3
[Kapsaisin] mM

gosteren kapsaisinin Kj degerleri ve inhibisyon tiirii

0,5

inhibitor | 1Cso (uM) Kidegerleri (uM) inhibisyon tiirii
hCA I 428.04 696.15 + 59.37
’ Yarigsmasiz
hCA 1l 316,01 208.37 £ 14.38 Yarismasiz
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Sekil 4.24. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bdlgesinde bulunan Zn* iyonuna
fenolik bir antioksidan olan kapsaisinin inhibitor olarak baglanma modeli

4.3. Asetilkolin esteraz Enzimi ile Ilgili Yapilan Calisma Bulgular:

Doygun substrat konsantrasyonunda AChE enzimi igin kapsaisinin inhibisyon etkisi

aragtirildi. Olgiimler AChE ydntemiyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren her bir

kapsaisin icin Aktivite (%)-[Kapsaisin] ve K; grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden K;

degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.25. Asetilkolin esteraz  aktivitesi metodu
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Kapsaisin] grafigi

ile

calisilan  kapsaisin
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Sekil 4.26. Asetilkolin esteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.5. Asetilkolin esteraz enziminin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren
Kapsaisinin K degeri ve inhibisyon tiirii

] IC50 (M) | Ki Ortalama (uM) | inhibisyon Tiirii | R?
Inhibitor

Kapsaisin 0,356 0,083 Yarismali 0.988
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5. TARTISMA ve SONUC

Bilindigi gibi serbest radikaller, gecis metal iyonlar1 ve Fenton reaksiyonlar1 yaslanma
siirecinde 6nemli rol oynar. Ateroskleroz, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi yasa
bagl hastaliklar, serbest radikaller ve ge¢is metal iyonlarmin karbohidrat, lipid, protein

ve niikleik asitlerde oksidatif hasar olusturmasi ile iliskilidir.

Glinitimiizde antioksidan 6zellik gosteren gida bilesenleri ve koruyucu tibbi iiriinlere
olan ilgi giderek artmaktadir. Bu sebeple antioksidanlar, gida koruma teknolojisi ve
cagdas yasamin Onemli bir parcasit haline gelmistir. Antioksidan aktivitede, serbest
radikallerin elektronlarini nétralize edebilme ilkesi esastir. Bitkilerin antioksidan ve
farmakolojik 6zellikleri, yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerle, bilhassa fenolik asit ve

flavonoidler ile iliskilidir.

Fenolik bilesikler, biotik ve abiotik stres kosullarina adaptasyonun sonucu olarak
bitkiler tarafindan sentezlenen 6nemli sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler insan

viicudunda iiretilemez ve giinliik diyetle alinmalidir.

Bu calismada gida bilesenlerinin antioksidan kapasitelerini belirlemek icin bir¢ok
biyoanalitik metot kullanilmistir. Bu metodlar, reaksiyon mekanizmalari, diger
oksidanlar ve hedef tiirler, reaksiyon kosullar1 ve sonuclarin sunum sekli agisindan
farklihk gosterebilir. /n vitro ortamlarda yapilan analitik deneylerde oksidasyon
kaynaklar1, diger oksidan tiirler ve biyolojik hedefler ile etkilesimleri, konsantrasyonlar

ve onlarin oksidatif stres i¢in 6nemi gibi bazi bilgiler 6nceden belirlenmelidir.

Biber meyvesi, sebze ve baharat olarak kullanilan 6nemli bir C ve E vitamini
kaynagidir. Bunun yani sira igerdigi provitamin A ve karotenoidlerle antioksidan 6zellik
gosterir. Yapisindaki zengin kapsaisinoid alkoloidleri biberlere farmakolojik 6zellik
kazandirmaktadir. Fakat biberlerde bulunan fenolik bilesikler eksik tanimlanmuistir.

Sukrasno ve Yeoman, tarafindan biber meyvesinde sinamik asit ve flavonoid
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tirevlerininde varligr kanitlanmistir (Cheung et al. 2012; Giilgin 2012; Zhuang et al.
2012).

Antioksidan Ozelliklerin belirlenmesi i¢in en ideal metod; reaksiyon kosullar1 taklit
edilerek, in vivo sartlarda ROS ve RNS tarafindan oksidatif stres uyarildiginda, gida
bilesenlerinin antioksidan etkisinin belirlenmesidir. Biyoaktif bilesikler veya gida
bilesenlerinin indirgeme giiciinii elektron verme kapasitesi ve antioksidan aktivitesi

yansitir (Koksal and Giilgin 2008).

Calismamizda bir fenolik bilesik olan kapsaisinin, antioksidan kapasitesi ile hCA | ve 1l
izoenzimleri tizerine etkisi arastirildi. Bu kapsamda kapsaisinin antioksidan, antiradikal,
indirgeme kapasitesi ve metal selatlama 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda, Fe*-
Fe?t transformasyonu metoduna gore indirgeme kapasitesi, kuprak metoduna gore Cu®'-
Cu® indirgeme kapasitesi, FRAP metoduna gore Fe**-TPTZ indirgeme kapasitesi,
bipiridil reaktifi kullanarak ferrdz iyonlarim (Fe**) selatlama aktivitesi, DPPH serbest
radikal giderme aktivitesi, ABTS™ giderme aktivitesi, DMPD™ giderme aktivitesi ile
riboflavin-metiyonin-isik sisteminde olusturulan siiperoksit anyon radikalleri giderme
aktivitesi, tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini gibi farkl

biyoanalitik metotlar kullanildi.

Antioksidan ve antiradikal yontemlerle elde edilen sonuglar, BHA, BHT, a-tokoferol ve
a-tokoferoliin suda ¢6ziinen bir analogu olan troloks gibi gida ve farmokoloji

endiistrisinde yaygin olarak kullanilan standartlarla karsilagtirilarak degerlendirildi.

Indirgeme kapasitesi bir biyoaktif bilesigin dogrudan Fe[(CN)]*"ii Fe[(CN)g]*"e
indirgemesiyle olgiilebilir. Indirgenmis iiriine Fe**’in ilavesi, gii¢li Prussian mavisi
renginde bir kompleks olan Fes[Fe(CN)s] olusumuna yol agar ve olusan kompleks 700
nm’de maksimum absorbans gosterir. Absorbansdaki artig, indirgeme kapasitesi ve

kompleks olusumunda artis oldugunu gostermektedir.
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Indirgeyici Ajan
Fe(CN)s> geviel A » Fe(CN)g*

Fe(CN)g* + Fe3*——  Fe [Fe(CN)gls

Bu yontemde test c¢ozeltisinin sari rengi, antioksidan numunelerin indirgeme
kapasitesine bagli olarak farkli yesil ve mavi tonlarina doniisiir (Giilgin 2012). 700
nm’deki absorbans Sl¢iim sonuglarina dayanarak capsaisinin ferrik iyonlarimi (Fe>*)
indirgeme kapasitesinin, artan kKonsantrasyon ile dogru orantili olarak artis gosterdigi
gbzlenmistir. Sonug olarak; BHA > BHT > Troloks > Kapsaisin > a-Tokoferol seklinde

bir siralama elde edilmistir.

Indirgeme kapasitesini belirlemek amaciyla tasarlanmis birgok farkli metot mevcuttur
(Wood et al. 2006). Tez kapsaminda ferrik iyonlarmi (Fe®") ferrdz iyonlarina (Fe®")
indirgeme kapasitesi ile birlikte kuprik iyonlarini (Cu2+) kuprdéz iyonlarma (Cu®)

indirgeme kapasitesi ve FRAP metoduyla Fe**-TPTZ indirgeme kapasitesi de galisildi.

Apak vd tarafindan gelistirilen kuprak metodu, indirgeme kapasitesini belirlemek igin
gelistirilen bir yontemdir (2006). Bu metodda, CuCl; ve etanolde hazirlanan neokuprin
cozeltisi kullanilir. Kullanilan neokuprin, heterosiklik bir organik bilesik ve selatlayici
bir ajandir. Kuprak metodu, antioksidanlar tarafindan kuprik iyonlarmm (Cu®") kupréz
iyonlarma (Cu") indirgenmesi esasina dayanir. Neokuprinin varhginda Cu*, Cu*’e

indirgenir. Olusan kompleks 450 nm’de maksimum absorbans verir.

— — 42 — .
= | | X = | | N
N N~ N N =
~N_ 7 ~N_. 7 "
_Cu_ > _Cu_ +H
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Sekil 5.1. Antioksidan bir molekiil tarafindan gerceklestirilen kuprak reaksiyonu
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Bu yontem, diisiik maliyetli, hizli, kararli ve secicidir. Indirgeyici maddenin tiirii ve
hidrofilikligi gozetilmeksizin farkli antioksidanlar i¢in uygulanabilir bir yontemdir. Bir
kromojenik redoks reaksiyonu olan kuprak metodu, fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da
(pH:7,0) gerceklestirilir (Gtilgin 2012).

Indirgeme kapasitesini belirlemek amaciyla kullanilan diger bir metod, FRAP
metodudur. FRAP yontemi kolay standardize edilebilen, basit, hizli ve ucuz bir
yontemdir. Bu yontemin dezavantaji, glutatyon gibi bazi antioksidanlarla ¢ok yavas
reaksiyona girmesidir. Ancak bitkilerde bulunan glutatyonlar, giicli antioksidan
aktivitelerine ragmen, iyi absorbe edilemedikleri i¢in, meyve ve sebzelerde antioksidan
aktivite tayininde FRAP metodu gegerli bir yontem olarak kabul edilmektedir. Bu
metodun esast; oksidan olarak kullanilan Fe**-TPTZ kompleksinin diisiik Ph’da renkli
formdaki Fe**-TPTZ kompleksine indirgenmesidir. Olusan renkli kompleks 595 nm’de
maksimum absorbans gosterir. Bu demir kompleksinin redoks potansiyeli 0.70 V’tur.
Bu deger ABTS " nin redoks potansiyeline (0.68 V) yakindir. ABTS™ ve FRAP metodu
arasindaki tek fark, FRAP’in daha asidik bir ortamda (pH:3.6) gerceklesiyor olmasidir
(Benzie and Strain 1996; Guo et al. 2003; Huang et al. 2005).
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Sekil 5.2. Ferrik iyonlariin (Fe*") ferroz iyonlarma (Fe®") indirgenme reaksiyonu

Indirgeme kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan her ii¢ indirgeme metodu
arasinda bir iligski oldugu belirlendi. Bu metodlarda kapsaisinin, artan konsantrasyona

bagli olarak indirgeme kapasitelerinde de artis gézlendi.
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Cizelge 5.1. Calismada kullanilan Kapsaisinin 20 pg/mL konsantrasyonunda ferrik iyonlarin
(Fe3+) ve kuprik iyonlarini (Cu2+) indirgeme kapasitesi ve FRAP metoduna gore indirgeme
kapasitesi

Antioksidanlar Fe** indirgeme Cu” indirgeme  FRAP metodu
(700 nm) (450 nm) (593 nm)
BHA 2,433 0,506 2,209
BHT 1,364 0,447 1,483
a-Tokoferol 0,876 0,408 1,779
Troloks 1,328 0,408 2,092
Kapsaisin 0,995 0,548 2,051

Demir, normal fizyolojik proseslerde bulunmasi gerekli bir mineral iken fazlasi hiicresel
hasarlara yol acabilir.Yapilan biyokimyasal calismalarda viicutta demir diizeyi arttik¢a
kanser, vaskiiler ve norolojik hastaliklar gibi farkli hastaliklar icin risk faktorii
artmaktadir. Demir, tiim canli hiicreler i¢in gerekli bir elementtir. Hem grubu igeren
proteinlerin onemli bir bilesenidir. Ferrdz iyonu (Fez+) gibi elementel tiirler, canh

sistemlerde ROS {iretimini kolaylastirabilir.

Demir ve bakir gibi gecis metalleri, oksidatif hasar1 hizlandirarak antioksidan aktivite
icin 6nem kazanirlar. Demir ve bakir iyonlari in vivo sartlarda reaktivitesi az olan
bilesikleri kisa siirede daha reaktif hale getirebilir. Bu sebeple organizmada tasiyict
protein ve depo proteinlerine bagl halde ve inert sekilde bulunurlar. insan plazmasinda
bulunan bakirin bilyiik bir kismi serbest radikal reaksiyonlarini sitiimiile etmeyen bir
formda olup, seruloplazmin proteinine bagli haldedir. Ayrica seruloplazmin proteini,
Fenton reaksiyonlarinda ferrdz iyonlarini (Fe?") ferrik iyonlarina (Fe*") yiikseltgeyerek
meydana gelen OH olusumunu inhibe eder. Bu sekilde ekstraselliiler antioksidan
savunmaya katki saglar. Demir ise yiiksek reaktivitesinden dolay1 gegis metallari
arasinda en Onemli lipit oksitleyici olarak bilinmektedir. (Gutteridge et al. 1980;
Halliwel 1994; Onat vd 2002; Giilgin 2012). Demir, dogada ferrdz iyonlari (Fe®") veya
ferrik iyonlar (Fe3+) seklinde bulunmaktadir. Gidalarda ferrik iyonlari (Fe3+) formu
daha baskindir.
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Viicuttaki demirin 2/3’si hemoglobinde, az bir kism1 miyoglobinde, ¢esitli enzimlerde,
demir tasiyict protein transferrinde ve kalan kismi da ferritinde bulunur. Ferritin
dokulardaki demiri baglayip depolar. Demir iyonlari, transferrin proteinleri tarafindan
ferrik iyonlar1 (Fe3+) seklinde demir ihtiyaci olan hiicrelere tasinir ve ferr6z iyonlari
(Fe**) seklinde ferritin ve hemosiferin proteinlerinde depolanir. Transferrine spesifik
olarak bagli olan demir iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarina katilmazlar ve bdylece
metabolizma igin zararsiz halde kalirlar. Ferroz iyonlari (Fez+) selatlama kapasitesi,
ferroz iyonlar1 (Fe?*) konsantrasyonunu en aza indirerek oksidatif hasara neden olan
serbest radikal olusumunu ve molekiiler hasar1 inhibe etmektedir. Metal selatlama
aktivitesi, metallerin katalizledigi oksidasyonu geciktirmesi ile dnemli bir antioksidan
ozelliktir. Ayrica selatlama aktivitesi, ferrozinden daha yiiksek bir afinite ile demir
baglama kapasitesi gerektirir (Halliwell and Gutteridge 1990; Giilgin 2007; Giilgin
2012).

Bir peroksidasyon inhibitdriinde bulunmasi gereken temel Ozellik; demir baglama
kapasitesidir. Yani demir iyonlarin1 ferrozinden daha yiiksek bir afinite ile
baglayabilmelidir. Ornegin; metal selatlama aktivitesine sahip bir molekiil olan
kurkumin, ayni zamanda c¢ok Onemli bir gida maddesidir. Son yillarda yapilan
calismalar sonucunda kurkuminin gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu in vivo
ve in vitro olarak belirlenmistir. Kurkumin serbest oksijen radikallerinin bir
temizleyicisi olarak antioksidan etkisi gdstermektedir. Ayrica antioksidan enzimlerin
aktivitelerini koruyarak lipid peroksidasyonunu azaltmaktadir. Kurkumin molekiilii
yapisindaki her iki aromatik halkaya bagli metoksi gruplar ile hidroksil fonksiyonel
gruplar arasinda ikiser adet ferréz iyonlarini (Fe?") selatlayabildigi gibi hidrokarbon ara
zincirindeki enol ve keto gruplan ile bir adet ferr6z iyonunu (Fe?*) selatlamasi1 da

yiiksek ithtimaldir.
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Kurkumin Kurkumin-Fe* kompleksi

Sekil 5.3. Kurkumin molekiiliiniin metal selatlama mekanizmasi

Kazazica ve arkadaglari, bir flavonoit olan kamferoliin fonksiyonel karbonil gruplar
tarafindan kuprik (Cu®") ve ferréz iyonlarmi (Fe?") selatladigini bildirmistir (2006).
Boylece —OH, -SH, -COOH, —-H,PO; C=0, -NR,;, -S— ve —-O- fonksiyonel
gruplarindan iki veya daha fazlasini yapisinda uygun konumlarda igeren bilesikler metal
selatlama aktivitesi gosterir (Toda et al. 1985; Reddy and Lokesh 1994b; Das and Das
2002; Giilgin 2012).

Benzer sekilde metal selatlama kapasitesinin  Cynarin  molekiiliinde de oldugu
gbzlenmistir. Dogal bir bilesik olan Cynarin molekiiliiniin kurkumin molekiiliine benzer
bir sekilde iki ferroz iyonunu (Fe®") selatladigini bildirmistir (Topal et al., 2015). Tek
fark kurkumin aromatik halkaya bagli hidroksi (-OH) ve metoksi (-OCHs) gruplari
tizerinden ferrdz iyonlarini (Fez+) selatlarken, Cynarin molekiilii her iki ferr6z iyonunu
(Fez+) aromatik hakalara bagli her iki hidroksi (-OH) gurubu iizerinden selatlama
yaptig1 tahmin edilmektedir (Topal et al. 2015).

Cynarin Cynarin-Fe?* Complex

Sekil 5.4. Cynarin molekiiliiniin Fe2+ iyonlarini selatlama mekanizmasi
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Giilgin (2006b) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise L-karnitinin fonksiyonel
karbonil ve hidroksil gruplar iizerinden ferrdz iyonlarini (Fe?") selatladigi gozlenmistir.
L-karnitin  kurkumin molekiilii gibi fonksiyonel gruplar1 ile ferréz iyonlari
smirlandirmistir (Ak and Giilgin 2008). Sekil 5.6’da goriildiigii gibi bir L-karnitin
molekiiliiniin karboksil grubu ile yine ayni L-Karnitin molekiiliiniin y-karbonuna bagl
hidroksil grubu arasinda bir metal kopriisii olusur ve bir ferréz iyonu (Fe?")
selatlanir.Boylece kurkumin molekiilii de stabilize edilmektedir. Altili halkalarin

olusumu molekiilii daha stabil hale getirmektedir.
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Sekil 5.5. L-Karnitinin Fe** iyonlarini selatlama mekanizmasi

Calisma kapsaminda kullandigimiz Kapsaisinin bipiridil reaktifi kullanilarak ferr6z
iyonlarini (Fe2+) selatlama aktivitesi belirlendi ve sonuclar standart antioksidanlarla
karsilastirildi. Metal selatlama aktivitesinde azalan absorbans degerleri, metal

Iyonlarinin bipiridil baglanmadan 6nce selatlandigini gosterir.
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Cizelge 5.2. Calismada kullanilan kapsaisinin 1C50 konsantrasyonunda bipiridil metal selatlama
aktivitesi bulgularmin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile
karsilastirmalari

Antioksidanlar Metal selatlama aktivitesi (%0)

BHA 0,033
BHT 24,31
a-Tokoferol 89,72
Troloks 63,24
Kapsaisin 38,54

Kapsaisinin bipiridil metal selatlama aktivitesi standart antioksidanlarla kiyaslandiginda
kapsaisinin artan konsantrasyonla birlikte selatlamanin arttig1 ve o-Tokoferol>Troloks

>BHT>Kapsaisin>BHA seklinde bir siralama oldugu gézlenmistir.

Antioksidan aktivite tayininde indirgeme ve selatlama aktivitelerinin yani sira radikal
giderme kapasitesinin belirlenmesi de antioksidan bilesikler i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Radikal giderme aktivitesi serbest radikallerin gidalar ve biyolojik sistemlere verdigi
hasarlarin Onlemesi agisindan da olduk¢a biiyiik 6nem tasimaktadir. Radikal
gidericilerin en belirgin etkileri, lipid peroksidasyonunu inhibe etmeleridir. Ayrica
radikal gidericiler peroksit radikalleri ile dogrudan etkileserek peroksidasyon zincir
reaksiyonlarii sonlandirirlar ve gidalarin kalitesini ve giivenilirligini artirirlar (Giilgin

2012).

DPPH-, ABTS™, DMPD™ ve O, " radikal giderme metotlar1 antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan spektrofotometrik yontemlerdir. Bu metotlarda
kromojenik bilesikler ve radikal bilesiklerin her ikiside antioksidanlarla dogrudan
reaksiyona girebilirler. Ayrica DPPH ve ABTS™ radikal giderme metotlar1 basit, hizli,
hassas ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir

(Ozgelik et al. 2003; Giilgin 2012). Bu radikal ¢dzeltilerine bir antioksidan madde ilave
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edildiginde reaktif tiirlerin indirgenmesi ile bir renksizlesme meydana gelir. Cozeltide
bulunan antioksidan DPPH- radikali, ABTS™ ve DMPD™ katyonlarinin olusumunu
tersine ¢evirir. Yiiksek hassasiyeti olan bu kromojenler kullanilarak birden fazla

numunenin antioksidan aktivitesi belirlenebilir (Koksal et al. 2009).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada fenolik halkaya ve bunun disinda alifatik gurupta
konjuge ¢ift baglara sahip olan ve bir hidroksi sinamik asit tiirevi olan Cynarin
molekiiliiniin radikal giderirken meydana gelen ara triinler gosterilmistir (Topal et al.

2015).
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Sekil 5.6. Cynarin molekiiliiniin radikal giderme mekanizmasi ve ara iiriin olusumu

DPPH- radikali giderme metodu, ilk kez 1950 yilinda dogal iiriinlerdeki hidrojen
donoérlerini bulmak i¢in Onerilmis en eski metodlardan biridir. Daha sonra fenolik
bilesikler ve gidalardaki antioksidan miktarini belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Ayni
zamanda bir elektron transfer yontemidir. Basit ve hizli olan bu yontem dogru ve
tekrarlanabilir sonuglar verir. DPPH radikali, canli organizmalardaki radikallerin tersine
kararli, uzun Omiirlii bir azot radikalidir. Kisa Omiirlii peroksil radikalleri ile hizl
reaksiyon veren ¢ogu antioksidan, DPPH radikali ile yavas reaksiyona girebilir veya
sterik engel nedeniyle DPPH radikaline karsi inert olabilir. Kiigiik molekiiller radikale
daha kolay ulasabildikleri icin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptirler. DPPH
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radikali organik ortamda 6zellikle alkol ortaminda ¢oziiniir, sulu ortamda ¢6ziinmez. Bu
durum hidrofilik antioksidanlar i¢in 6nemli bir sinirlamadir (Giilgin 2012; Biiyiiktuncel

2013).

DPPH- radikali giderme metodu; koyu menekse renkli DPPH radikalinin antioksidanlar
tarafindan redoks reaksiyonu ile giderilmesi esasina dayanir. Antioksidanlar DPPH
radikallerini, sar1 renkli difenil-pikrilhidrazine (DPPH-H) indirger. Metanolik DPPH
cOzeltisinin koyu menekse rengi agilir ve azalan absorbans degerleri 517 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Indirgenen DPPH radikali antioksidan veya
antiradikal [(AH),] tirlerin varliginda DPPH-H formuna doéniisiir. DPPH ¢6zeltisinde
daha fazla renk acilmasi ve reaksiyon karigiminin absorbans degerlerinin giderek

azalmasi artan radikal giderme kapasitesini gosterir (Giilgin 2002; Biiyiiktuncel 2013).

NO, NO,
O,N NO ON NO,
.N é - ()
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DPPH- DPPH-H

Sekil 5.7. Bir antioksidan [(AH)n] tarafindan DPPH serbest radikalinin giderilmesi

Yapilan ¢aligmalarla gida bilesenlerinin gii¢clii DPPH radikal giderme kapasitesine sahip
oldugu bildirilmistir. Bunlarin basinda iiziim meyvesinin etken maddesi olan rezveratrol
gelir. Giilgin tarafindan yapilan ¢alisma ile rezveratroliin belirgin bir radikal giderme
aktivitesi oldugu kanitlanmistir (2010). Monofenol ve difenol olmak {izere iki fenolik
halka iceren rezveratrol molekiiliinde monofenolik hidroksil grup, kolaylikla hidrojen
atomunu baglayabilir. Boylece rezveratroliin DPPH serbest radikalini sondiirdiigii ve
olusan rezveratrol fenoksi radikali ara iirliniiniin fenolik halka tarafindan siispanse

edilerek radikal formunun dagitildig: belirtilmistir (Giilgin 2012).
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Sekil 5.8. Rezveratrol molekiiliiniin radikal giderme mekanizmasi (Giilgin 2012)

Yine Giilgin tarafindan yapilan bir diger ¢alismada kurkumin molekiiliiniin radikal
giderme aktivitesi farkli bir mekanizma ile agiklanmistir. Keto formundaki kurkuminin
iki metoksifenol halkasi arasinda yiiksek aktiviteli karbon atomu bulunur. Sekil 5.9’da
goriildigi gibi kurkumin molekiilii bu karbon atomundan kolaylikla bir hidrojen atomu

koparabilir.
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Sekil 5.9. Kurkuminin radikal giderme mekanizmasi (Giilgin 2012)

Benzer sekilde son zamanlarda Cynarin {izerine yapilan bir ¢alismada DPPH radikal
giderme aktivitesi i¢in benzer sekilde giderildigi gozlenmistir.Ayrica rezveratrolden
farkli karboksil gurubu (-COOH) iizerinden de bir DPPH radikalini sondiirebilecegi 6ne
stiriilmiistiir (Topal et al. 2015).
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Sekil 5.10. Cynarinin DPPH. serbest radikalini sondiirme mekanizmasi

Yapilan calismalarla DPPH radikali ile eugenol molekiilii arasindaki reaksiyonun
tersinir oldugu bildirilmistir. Bu durum eugenol ve benzer polifenolleri iceren

bilesiklerin antioksidan kapasitelerinde diisiise sebep olmaktadir (Huang et al. 2005).

Karanfil (Eugenia caryophilata) bitkisinin etken maddesi olan Eugenol iizerinde Giilgin
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Eugenol ve Izoeugenol’un karmasik yapidaki dimerik
tirleri de iceren kompleks reaksiyon mekanizmalart aydinlatilmis ve ilging bulgular
elde edilmistir (2011). Bu calisma ile Eugenol molekiiliiniin yan zincirindeki
konjligasyon sayesinde antioksidan ve antiradikal aktivitelerinin daha da arttig1 ileri
striilmistiir. Yapisinda sadece bir adet aromatik hidroksil grubu bulunmasina ragmen
Eugenol molekiiliiniin iki veya daha fazla DPPH serbest radikalini giderdigi
bildirilmigtir. Sekil 5.11°de goriildiigii gibi A, B ve C molekiilleri iki fenolik hidroksil
gruplart iizerinde dimerlesir ve bu bilesikler Cg-Cg ve Cs-Cs arasindaki kapling

reaksiyonlar1 sonucu olusur.
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Sekil 5.11. Eugenol molekiiliiniin DPPH- serbest radikalini sondiirme mekanizmasi ve
radikalik Eugenil ara {iriinlerinin olusumu

Fenolik halkaya sahip molekiillerin DPPH serbest radikali giderme mekanizmalar1 ile
ilgili yapilan mekanistik caligmalar, fenolik bilesiklerin muhtemel DPPH serbest
radikali giderme mekanizmalar1 hakkinda genel fikir verir. p-Hidroksibenzoik asit, p-
kumarik asit ve ferulik asit gibi mono fenoller i¢in muhtemel DPPH- serbest radikalini

giderme mekanizmasi Sekil 5.12 ile 6zetlenebilir.

DPPH - DPPH-H
KOH] \_/4 [0] < - ‘ I
]
R R R
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Sekil 5.12. Mono fenoller i¢in muhtemel DPPH serbest radikali giderme mekanizmasi

Yiiksek aktiviteye sahip olduklari bilinen polifenol radikalleri, farkli C-C ve C-O
gruplar1 lizerinden kapling reaksiyonlar1 vererek dimerlesirler. Bu tiir kapling

reaksiyonlarinda bir polifenol bilesigi olan metil galattan olusan galoil radikallerinin
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DPPH-’a kars1 aktivitesi oldukga yiiksektir. Metil galat molekiiliinin DPPH- serbest

radikali giderme mekanizmasi Sekil 5.13’de verilmistir.
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Metil gallat Radikalik metil galoil ara iiriinleri Hek zahidr oksidifenik asidi

Sekil 5.13. Bir metil gallat molekiiliiniin DPPH- serbest radikalini giderme mekanizmasi
ve radikalik metil galoil ara tirlinliniin olusumu

Gallik asitin DPPH serbest radikal giderme mekanizmasi ise metil galatinkine benzer
bir mekanizma tizerinden yiiriir. Tek fark metil galatin fazladan bir metil gurubuna
sahip olmasidir. Gallik asit icin DPPH- serbest radikalini giderme mekanizmasi, metil

galat i¢in On goriilen mekanizma modifiye edilerek Sekil 5.14°deki gibi verilebilir.
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Gallik asit Radikalik galoil ara iiriinleri Hekzahidroksidifenik asidi

Sekil 5.14. Bir gallik asit molekiiliiniin DPPH- serbest radikalini sondiirme
mekanizmasi ve radikalik galoil ara tirliniiniin olusumu

DPPH serbest radikalleri giderme aktivitesinin antioksidan vitaminler ve polyhidroksi
aromatik bilesiklerin degerlendirilmesinde siklikla kullanildigi bilinmektedir (Yoshida
et al. 1989; Nishizawa et al. 2005). Konjuge gruplara sahip askorbik asit ve hidrokinon

i¢in Nishizawa ve arkadaslari tarafindan bir mekanizma 6ne siiriilmiistiir (2005).
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Sekil 5.15. Askorbik asit ve hidrokinon ile DPPH serbest radikalleri arasinda meydana
gelen reaksiyon

Askorbik asitin DPPH- serbest radikalleri ile etkilesmesi sonucu, askorbik asidin ii¢
nolu karbon atomuna bagli olan hidroksil gurubundan bir adet hidrojenin homolitik
olarak ayrilmasi ile DPPH indirgenir ve DPPH-H olusur. Askorbik asit ise askorbil
radikaline doniistir. Askorbik asit ikinci bir DPPH  radikali ile etkilestiginde askorbil
radikalini sondiiriir ve askorbik asit dehidroksi askorbik aside doniisiir. Benzer bir
mekanizma hidrokinonun antioksidan aktivitesinde goriilmektedir. Hidrokinon, birinci
DPPH' etkilesmesi ile hidrokinon radikaline doniisiir ve ikinci DPPH' ile etkilestikten

sonra da 1,4-benzokinona dontiserek iki radikalide sondiiriir.

DPPH- serbest radikali giderme aktivitesi ile ilgili sonuglara bakildiginda calisma
kapsaminda kullanilan Kkapsaisinin, BHT standardi gibi davrandigi gozlendi.
Kapsaisinin farkli konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/mL) DPPH- serbest radikalleri
giderme aktivitelerine ait grafiklerde artan konsantrasyonla birlikte absorbansta azalma

ve dolayisiyla artan konsantrasyonla birlikte giderme aktivitesinin arttig1 goriildii.

Radikal giderme kapasitesini belirlemek amaciyla uygulanan ABTS™ giderme
metodunda, ABTS oksidanlar tarafindan yiikseltgenir ve ABTS™ radikali olusur. ABTS

metodu, ABTS radikali ve potasyum persiilfat (K,S;0g) arasindaki reaksiyon sonucu
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mavi yesil ABTS kromoforunun dogrudan olusmast ve olusan bu radikal katyonun
spektrofotometrik olarak 734 nm de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir.

Oksidan olarak K,S,0g yerine Mn,03’de kullanilabilir.

SOy 5 /N:< anboksidan
N CzHg
5‘03
, y =< r
ABTS+" (3=734 nm)

cﬂHf' ABTS (renksiz)

Sekil 5.16. ABTS +’nin kimyasal yapisi ve persiilfatla oksidasyonu

Kolay uygulanabilir bu metodda, ABTS radikali sulu ¢oziiciiler ve organik ¢oziiciilerin
her ikisinde de c¢oziinebilir. Boylece lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan
kapasitelerini 6lgmede kullanilabilir. Ayrica ABTS radikali genis bir pH aralifinda
kararlidir ve bu 6zelligiyle antioksidan mekanizma iizerine pH etkisini arastirmak amaci
ile kullanilabilir. Diisiik redoks potansiyeline (0.68 V) sahip bu radikal bir¢cok fenolik
bilesiklede reaksiyona girebilir (Biiyiiktuncel 2013).

Kapsaisinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) ABTS™ radikali giderme
aktivitesine ait grafikde, artan konsantrasyonla birlikte absorbansin azaldigi gdzlendi.
Sonu¢ olarak, artan konsantrasyonla birlikte radikal giderme aktivitesinin arttig1

belirlendi.

Antioksidan 6zellik belirlemek amagh yapilan ¢aligmalarda kullanilan bir diger radikal
giderme metodu ise HAT esasli DMPD™" radikal giderme metodudur. Metodun esast;
asidik pH’da ve uygun bir oksidan varliginda kararli ve renkli bir DMPD radikal
katyonu olan DMPD *’nin olusmasina dayanir. Olusan DMPD™* 505 nm’de maksimum
absorbans gosterir. DMPD *’ye bir H atomu transfer eden antioksidan madde rengi

sondiiriir ve ¢ozeltide bir renksizlesme meydana gelir. Bu reaksiyon on dakikadan daha
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az zamanda gergeklesir. Radikal katyonunun olusumu yavastir. Bu nedenle yapilan
calismalarda en iyi sonuglar, son konsantrasyonu 0,1 mM olan ve kararli renk soliisyonu
veren FeClsile elde edilir. DMPD metodu hidrofilik antioksidanlar i¢in uygundur. BHT
ve o-tokoferol gibi hidrofobik antioksidanlar i¢in metodun hassasiyeti ve

tekrarlanabilirligi belirgin bir sekilde azalmaktadir (Giilgin 2008; Giilgin 2012).

NH; * NH," NH
e/ H e /HY
—_— —_—
|
_N< _N< NT
DMPD DMPD*" DMPD*

Sekil 5.17. Kararli DMPD+- radikalinin olusum ve giderilme mekanizmast

DMPD™ radikal giderme aktivitesi i¢in Kapsaisinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
ng/mL) DMPD™ radikali giderme aktivitesine ait grafikde, artan konsantrasyonla

birlikte absorbansin azalmasi sonucu radikal giderme aktivitesinin arttig1 goézlendi.

Total antioksidan kapasitesi, gida ve tibbi biyoaktif bilesenler i¢in yaygin olarak
kullanilan bir parametredir. Bu metot, bir bilesigin lipit peroksidasyonu gibi oksidatif
hasar1 inhibe edebilmesi seklinde tanimlanir. Lipit oksidasyonu, bir dizi serbest radikal
zincir reaksiyonu sonucu meydana gelir ve bir¢ok biyolojik hasarla iligkilidir. Bir
biyoaktif bilesigin olas1 etkisini belirlemek i¢in linoleik asit emiilsiyonunun
peroksidasyonunu azaltabilme kabiliyeti test edilir. Linoleik asitin oksidasyonu boyunca
peroksitler olusur ve antioksidan varliginda linoleik asit oksidasyonu azalir. Bu nedenle
antioksidanlar, lipit peroksidasyonunun inhibe edilmesinde ve ROS’nin zararl

etkilerine kars1 korunmada 6nemli rol oynarlar (Giilgin 2012).

Lipit oksidasyonu ii¢ asamali bir serbest radikal olusum mekanizmasidir. Bu
reaksiyonda 1518a, 1s1ya, agir metal iyonlarma ve oksijene maruz kalan yag asidinden

hidrojenin ayrilmasi ile serbest radikaller olusur. Daha sonra serbest radikallere
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molekiiler formda oksijen baglanarak aktif peroksi radikalleri olusur. Olusan aktif
peroksi radikalleri, notr duruma gelebilmek icin, ya ayni zincir ilizerindeki, ya da bagka
bir yag asiti molekiiliiniin zincirindeki hidrojenlerden birini kendine ¢ekerek baglanir ve
boylece ilk oksidasyon tiriinleri olan hidroperoksitler meydana gelir. Hidroperoksitler
kararlt olmadiklar1 i¢in ikinci derecedeki oksidasyon firiinlerine, ¢ogunlukla da
karbonilli bilesenlere parcalanirlar. Bu bilesenler; aldehit, keton, asit, hidrokarbon ve

epoksi asitlerdir (Pokorny et al.2001; Kayahan 2003).

CH;CH,CH,CH,CH,CH=CH—CH,CH=CH(CH,);COOH Linoleik asit
CH:CH,CH,CH,CH,CH=CH—CH CH=CH(CH,);COOH Linoleil radikaki

|

CH;CH,CH,CH,CH,CH CH=CHCH = CH(CH,);COOH

o

CH;CH;CH;CH;CH;CI;[CH:CHCH:CH{CH; )$;COOH Peroksi radikali
00"
l RH
CH;CH;CH:CH;CH:CI;[CH:CHCH:CH{CH; );COOH 13-Hidroperoksit
OOH

Sekil 5.18. Linoleik asitin otoksidasyon mekanizmasi (Pokorny et al. 2001)
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R CHR RCHR +OHe
[ — |

O—OH Oe _ ROe
/ / \hp:?“‘ R"ﬁﬂ# ROH
RH 0
R'CHO + Re RCR+RH
RCHR+Re ()

OH

Sekil 5.19. Hidroperoksitlerin pargcalanmasiyla ikincil oksidasyon {irlinlerinin olusum
mekanizmasi (Pokorny et al. 2001)

Kapsaisinin total antioksidan aktivitesi, “Tiosiyanat Metoduna” gore belirlendi. Bu
metotta linoleik asit emiilsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu olusan peroksitler ferroz
iyonlarmni (Fe®") ferrik iyonlarma (Fe**) yiikseltger. Yiikseltgenen ferrik iyonlar1 (Fe**)

tiyosiyanat (SCN") ile Fe(SCN)* kompleksini olusturur.

Fe(SCN)2+ kompleksi 500 nm’de maksimum absorbans verir. Goriilen yliksek
absorbans degeri, peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazla oldugunun
gostergesidir. Deney periyodik olarak 12 saatte bir Ol¢lim alarak toplam 72 saatte
geceklestirildi. Total antioksidan aktivite, kapsaisinin 10 pg/mL konsantrasyonundaki
emiilsiyonunun etanoldeki ¢ozeltisinin 500 nm’deki absorbansi Olciilerek belirlendi.
Daha sonra absorbansa karsi inkiibasyon siiresine ait grafik ¢izildi ve sonuglar standart

antioksidanlarla karsilagtirildi.

Tez kapsaminda karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA 1 ve Il) afinite kromatografisi ile
insan eritrosit kanindan ayr1 ayri saflagtirilarak kapsaisinin her iki izoenzim iizerindeki

inhibisyon etkileri incelendi.

Karbonik anhidraz enzimi eritrositlerden saflastirilirken, Sepharose-4B iizerinde
hazirlanan afinite jeli kullanildi. Afinite kromatografisinde kullanilan bu jel, ii¢ ayr
reaksiyon sonucu sentezlenmektedir. Matriks olarak segilen Sepharose-4B oncelikle

CNBr ile aktiflestirilir, daha sonra aktiflesen jele L-tirozin uzanti kolu takilir ve
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siilfanilamit diazolan ile tirozine kenetlendirilir. Silfanilamit, karbonik anhidraz

enziminin spesifik bir inhibitorii oldugundan afinite jelinde ligant olarak kullanilir.

Karbonik anhidrazin 15A° derinligindeki aktif bolgesine erisebilmek icin afinite jeline
istenilen uzunlukta bir uzanti kolu baglanmasi gerekmektedir. Bu amagla uzant1 kolu

olarak secilen tirozin, enzimin ligantla daha iyi etkilesmesini saglamaktadir.

hCA | ve hCA 1I izoenzimlerinin eliisyonlar1 i¢in, sirasiyla 25 mM Na,HPO4/1 M NaCl
(pH: 6,3) ve 0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO, (pH: 5,6) tampon ¢6zeltileri kullanildi.
SDS-poliakrilamit jel elektroforezi ile saflastirilan izoenzimlerin safliklar1 kontrol

edildi. hCA | ve hCA 1l i¢in tek bant gzlendi.

hCA | izoenziminin spesifik aktivitesi 3967,86 EU/mg olup %46,28 verimle
saflastirildi. hCA 1l izoenziminin spesifik aktivitesi 25000 EU/mg olup, %83,31 verimle
saflastirildi.

Kinetik ¢alismada K, ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢in Lineweaver-Burk grafikleri
kullanildi.

Kalitatif protein tayininde afinite kromotografisi uygulandi. Bu yontem eluatlardaki
proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve tiriptofan amino asitlerinin 280 nm dalga

boyunda maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (Segel 1968).

Kantitatif protein tayini ise coomassie-blue yontemi ile belirlendi. Bozucu faktorlerin az
olmasi, protein-boya kompleksinin uzun siire ¢ozeltilerde kalmasi ve kisa siirede

uygulanmasi bu yontemi diger yontemlerden avantajli kilmaktadir (Bradford 1976).

Kinetik ¢alismalarda karbonik anhidraz enzimi igin diger aktivite yontemi esteraz
aktivitesidir. Substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat, karbonik anhidraz tarafindan

p-nitro fenol ve p-nitro fenolata hidroliz edilir ve olusan iiriin 348 nm dalga boyunda



106

absorbans verir. Olgiimii yapilan 348 nm’deki dalga boyu, p-nitro fenol ve p-nitro
fenolat iyonunun her ikisinin de ayni absorbansi verdigi bolgedir. p-Nitrofenil asetat,
suda ¢oziinmedigi i¢in Oncelikle az miktarda asetonda ¢oziildii, daha sonra su ile
seyreltilerek sulu ¢6zeltileri hazirlandi. Asetonun ¢o6ziicti olarak tercih edilme sebebi;

hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii olmasidir.

hCA | ve Il izoenzimlerinin saflastirildigi eritrositlerin pH’sinin 7,4 olmasi sebebiyle

aktivite 6l¢limleri sirasinda bu izoenzimler i¢in pH:7,4 olarak alindi.

Son olarak hCA izoenzimleri igin bes farkli uygun inhibitér konsantrasyonunda esteraz
aktivitesi dl¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin Aktivite (%)-[I] grafikleri
cizilerek K; degerleri hesaplandi.

CA enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi
bir¢cok hastaligin tedavisinde olduk¢a 6nemlidir. CA inhibitérleri, ditiretik ilag olarak
kullanilmalarinin yani sira obezite ve kanser tedavisinde de kullamlmaktadir. Ozellikle
anti-glokom ila¢ olarak glokom tedavisinde hCA Il izoenzimi ftizerine inhibisyon
caligmalar1 yogunlagmistir. Alzheimer hastaligt i¢in yeni tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesinde de CA aktivasyonu dnemlidir.

Calismamizin son basamaginda kapsaisinin AChE iizerine inhibisyon etkisinin
belirlenmesi ile ilgili calismalar yapildi. Kolinesterazlar genellikle AChE ve BChE
olarak iki biiyiik sinifa ayrilir. Baliklarin beyin ve kaslarinda genellikle AChE, karaciger
ve plazmada ise BChE daha fazla bulunur (Fulton and Key 2001). Beyindeki
kolinesteraz aktivitesinin %80'inden AChE’nin, geriye kalan %20'sinden BuChE'nin
sorumlu oldugu diistintilmektedir (Greig et al. 2001). AChE eritrosit membranlarinda,
sinir dokusu ve iskelet kaslarinda bulunan bir enzimdir ve asetilkolinin hidrolizinden
sorumludur. Bir adet AChE enzimi dakikada 4x10° adet ACh molekiiliinii hidrolize eder
ve 150 ms’lik turnover siiresi, onu en etkin hidrolitik enzim yapar (Chang and Strichartz
2005). Sinir sinyallerinin sinir liflerinden diiz kaslara ve iskelet kaslarina, salgi

bezlerine ve otonom sinir diiglimlerine, ayn1 zamanda merkezi sinir sistemi igerisinde
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diizglin bir sekilde iletilmesinde asetilkolinesteraz enziminin kritik bir rolii vardir

(Demirdégen 2010).

Genellikle; serum, barsak, cilt ve sinir uglarinda bol bulunan BChE ise ACh ve
biitirilkolin i¢in aktivite gosterebilmekle birlikte biitirilkolin i¢in daha spesifiktir (Lang
et al. 1997). BChE’nin rolii heniiz tam olarak belirlenememistir. BChE’nin goérevinin
dokularda AChE tarafindan temizlenemeyen ACh’i uzaklastirmak oldugu
diistiniilmektedir ve Cyprinus carpio’da beyin dokusunda BChE aktivitesi
bulunmamaktadir (Chuiko et al. 2003).

Asetilkolin  (ACh), baliklarin sinir ve noromuskular sistemlerindeki baslica
norotransmitterdir (Kirby et al. 2000). Biitiin kolinerjik néronlarda asetilkolin sentezi,
yikimi ve depolanmasi benzerdir. Asetil kolin, Asetil koenzim A ve kolinden
asetiltransferaz (ChAT) enzimin katalizledigi reaksiyon sonucunu tek bir adimda
sentezlenir. Bu reaksiyonda kullanilan asetil koenzim A’nin biiylik cogunlugu,
mitokondri i¢ membraninda, glikolizis sirasinda, plirivat dehidrojenaz enzimi tarafindan
olusturularak ChAT nin bulundugu sitoplazmaya tasinir. Kolinin yaklasik %35-%50’si,
sinaps araliinda AChE tarafindan yeniden olusturulup, ACh sentezinde kullanilan
kolinin yarisin1 igeren akson ucuna tasmir. Merkezi sinir sisteminde, ACh sentezinde

kullanilan kolinin tigte biri ise diger kaynaklardan saglanir (Chang and Strichartz 2005).

Asetilkolinesteraz enziminde esterik ve anyonik olmak iizere iki etkin kisim bulunur.
Negatif yikli anyonik kisim, iki karboksilli bir aminoasitin iyonize karboksil
grubundan ibarettir. Asetilkolinin katyonik azotu buraya elektrostatik olarak
baglanmustir. Esterik kisim ise pozitif yiiklii olup, serinin hidroksil grubu ile histidinin
bazik imidazol halkasindan olusur. Bazik imidazol halkasi, serinin hidroksil grubuna

hidrojen baglari ile baglanarak onun etkinligini arttirir (Vale 1998).

Asetilkolinesteraz enzimi baskilandiginda, sinir sisteminde asetilkolin birikmeye baslar

ve merkezi sinir sisteminde yiiksek miktardaki asetilkolin, duyusal ve davranissal



108

bozukluklara, koordinasyon bozukluguna, motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve

solunum yetmezligine yol acar (Demirdégen 2010).

Genellikle altmis yasin tizerindeki hastalarda ilerleyici zihinsel islev bozuklugunun en
sik nedeni olarak goriilen Alzheimer hastaligi (AH), nérodejeneratif bir hastaliktir
(Geula and Mesulam 1995, 1999). Hastaligin kesin nedeni bilinmemekle birlikte
kolinerjik eksikligin giderilmesi amaciyla asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun
kalmasini saglamak, giliniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan
yontemdir. Bu amaca yonelik olarak en fazla kolinesteraz enzim inhibitorleri
kullanilmaktadir (Mesulam 1996; Beach et al. 2000). AH'nin ileri donemlerinde
beyindeki AChE aktivitesi %55-67 oraninda azalirken, BuChE aktivitesi artmaktadir
(Perry et al. 1978).

Yapilan mikroskopik incelemeler, Alzheimer hastalarinda AChE’nin yanm1 sira BuChE
aktivitesinin de asirt derecede arttigini gdstermistir. Bu durum, AH'nin tedavisinde,
AChE'nin  yanisira BuChE'nin  de inhibe edilmesinin avantajli  olacagim

diisiindiirmektedir (Demirdégen 2010).

Organofosforlu pestisidler de asetilkolinesteraz inhibitorleri arasinda yer alirlar.
Enzimin aktif bolgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu fosforlayarak inaktif
hale getirirler. Bunun sonucu olarak kolinerjik sinir kavsaklarinda asetilkolin miktarinin
artmasi, diiz kaslarin kasilmasina ve salgi bezlerinin salgi yapmasina sebep olur. AChE
aktivitesindeki inhibitor etki, pestisitlerin ayni zamanda, sinir hiicrelerindeki enerji
metabolizmasi gibi 6nemli yasamsal siirecleri de etkiledigini gostermektedir (Nath and
Kumar 1999). Karbamatli pestisidlerle gerceklesen AChE inhibisyonu doniisiimlii
olmasina ragmen; OP’lu pestisidlerle gerceklesen inhibisyon doniisiimsiizdiir.
Asetilkolinesteraz aktivitesindeki degisimler OP pestisidlerin organizmalar tizerindeki
etkilerinin belirlenebilmesi sirasinda bioindikator olarak kullanilmaktadir (Lang et al.
1997). Ayrica akuatik kirlenmede AChE aktivitesi biyomarkir olarak kullanilmaktadir
(Dembele et al. 2000).
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Fenolik bilesikler serbest radikalleri gidermekle birlikte onlarin neden oldugu olumsuz
etkileride ortadan kaldirirlar. Bu kapsamda g¢alismamizda kullandigimiz ve aym
zamanda bir fenolik bilesik olan kapsaisinin AChE inhibisyon etkisi degerlendirildi.

Ellman metoduna goére inhibisyon tiirii, Ki ve ICsq degerleri belirlendi (Ellman 1961).
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