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OZET

Doktora Tezi

SINEFRIN VE FENILEFRIN: ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ BELIRLENMESI
ve INSAN KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERI (hCA | ve hCA 1) ile
ASETILKOLIN ESTERAZ ENZIiMi UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hiilya GOCER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. ilhami GULCIN

Calismamizda Sinefrin ve Fenilefrin’in insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimi I ve II (hCA
| ve hCA 1) iizerine in vitro etkileri arastirildi. Oncelikle hCA I ve hCA 11 izoenzimleri sirastyla
Sepharose-4B-L-Tirozin afinite kolon kromatografisi ile saflagtirildi. Enzim safligini belirlemek
icin, SDS-PAGE yapildi ve tek bant gézlendi. Ardindan ICsy degerlerini bulmak i¢in, hidrataz
aktivitesi kullanilarak Sinefrin ve Fenilefrin’in hCA | ve hCA 1l iizerine inhibisyon etkileri
arastirildi. Ayrica Sinefrin ve Fenilefrin’in hCA | ve hCA Il {izerine inhibisyon etkileri esteraz
aktivite metodu ile arastirildi ve her bir madde igin ICsy ve K; degerleri hesaplandi.
Calismamizin devaminda Sinefrin ve Fenilefrin’in antioksidan kapasitesini degerlendirmek icin,
Fe*® indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu*?) indirgeme kapasitesi, FRAP
metodu ile indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH") giderme,
2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme, N,N-dimetil-p-
fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktiviteleri, siiperoksit anyon radikali (O,") giderme,
ferrozin ve bipiridil reaktifleri ile ferroz iyonlar1 (Fe*?) selatlama aktiviteleri ve son olarak ferrik
tiyosiyanat metodu gore total antioksidan aktivitesi c¢alisildi. Caligmalar sirasinda BHA, BHT,
a-tokoferol, troloks standart antioksidan olarak kullanildi ve kiyaslamalar bu dort standart
madde ile karsilastirilarak yapildi. Calismamizin son kisminda ise Sinefrin ve Fenilefrin’in
AChE’nin {izerine inhibisyon 6zelligi arastirildi. Inhibisyon c¢alismalar1 Ellman metoduna gore
yapildi. Her bir madde i¢in ICsq Ve K;degerleri hesaplandi. Sirasiyla Sinefrin ve Fenilefrin i¢in
ICso degerleri 0.226, 0.302 uM iken, K; degerleri 0.169, 0.088 uM olarak hesaplandi. inhibisyon
tiirii ise yarigmali inhibisyon olarak belirlendi.

2014, 163 sayfa
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ABSTRACT

PhD Thesis

SYNEPHRIN and PHENYLEPHRINE: DETERMINATON of THEIRS ANTIOXIDANT
CAPACITY and INVESTIGATION of THEIR EFECTS on HUMAN CARBONIC
ANHYDRASE IZOENZYMES (hCA I and hCA 11) AND ACETYLCHOLIN ESTERASE
ENZYME

Hiilya GOCER

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

Supervisor: Prof. Dr. iThami GULCIN

In our study, the in vitro effects of Synephrine and Phenylephrine on erythrocyte carbonic
anhydrase isoenzymes (hCA | and hCA II) were investigated. Firstly, hCA-I and hCA-Il were
purified by Sepharose-4B-L-Thyrosine affinity column chromatography. For determination of
the enzyme purity, electrophoresis SDS-PAGE was performed and single band was observed for
each isoenzymes. Then, for determination of 1Cs, values, the inhibitory of Synephrine and
Phenyleprine were investigated hCA I, and hCA Il isozymes by using hidratase assay. For this
purpose esterase activity was used and ICsy and K; values were calculated for each substance. In
further work, antioxidant capacity of Synephrine and Phenylephrine was determined using the
following methods; Fe**-Fe*? reducing capacity, cupric ion (Cu*?) reduction capacity by
CUPRAC method, reducing capacity by FRAP method, 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, superoxide anion radical (O,") scavenging, ferrous ions (Fe*?) chelating activities
using by ferrozine and bipyridyl reagents and lastly total antioxidant activity by ferric
thiocyanate method were performed separately and during study, BHA, BHT, a-tocopherol and
Trolox were used as the reference antioxidant compounds. Comparisons were performed with
the four standard substances. In the last part of this study, it was investigated the effects of
Synephrine and Phenylephrine on AChE. The inhibition studies were performed according to by
the Ellman method. ICs, and K; values for were calculated for both substances. 1Csy values were
found 0.226, 0.302 uM while K; values was found as 0.169, 0.088 uM for Synephrine and
Phenylephrine, respectively. The inhibition type was determined as the competitive.

2014, 163 pages

Keywords: Antioxidant activity, Synephrine; Phenylephrine; Carbonic anhydrase;
Acetylcholine esterase
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canli metabolizmasinda gerceklesen reaksiyonlar1 hizlandiran ve biiyiik bir
kismi protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir. Bazi katalitik RNA molekiilleri
hari¢, enzimlerin tamami protein yapisinda olan maddelerdir. Kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran bilesiklere katalizorler denir. Baska bir ifadeyle enzimler canli hiicreler
tarafindan sentezlenen ve metabolizmadaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirarak higbir
yan Uriin olusturmadan %100°’lik bir verim olugmasini saglarlar (Berg et al. 2014).
Ayrica diizenleyici pek cok ozellikleri de bulunan enzimler, belirli sartlar altinda ve
yiiksek secicilige sahip reaksiyonlarin ger¢eklesmesini de saglarlar. Proteinlerin en
biiylik ve en 6zellesmis gurubunu olustururlar (Lehninger 1993; Keha ve Kiifrevioglu
2005; Berg et al. 2014)

Hiicrelerde bilesenlerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi ve hiicre
solunumu gibi hayatsal faaliyetler metabolik reaksiyonlarin sonucunda meydana
gelmektedir. Bu reaksiyonlar enzimlerin Kkatalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir.
Enzimlerin katalitik etki gosteren kismi proteinin polipeptit zinciridir. Birgok enzim,
katalitik etki gosterebilmesi igin protein yapisinda olmayan baska gruplara da ihtiyag
duyarlar. Bunlar metal iyonu, protein olmayan kompleks bir organik bilesik ya da her
ikisi olabilir. Bu iyon veya bilesige genel olarak “kofaktor” adi verilir. Kompleks
organik bilesik, enzimin protein kismi ile oldukca siki birlesmis ve ayrilmiyorsa
“prostetik grup” cok siki bag yapmamis ve ayrilabiliyorsa “koenzim” adini alir.
Koenzimi ile birlesik halde bulunan Apoenzim-Koenzim biitiinline “holoenzim” adi
verilir. Yani holoenzim, koenzim veya kofaktorii ile birlikte katalitik olarak aktif
durumdadir. Koenzimlerin  yapisinda c¢ogunlukla vitaminlerin aktif formlar
bulunmaktadir. Vitaminler bu nedenle, koenzimlerin yapisina girdigi i¢in metabolik
olaylarin enzimler araciligiyla kolaylikla gergeklestirilebilmesi igin ve organizma
acisindan son derece dnem arz etmektedirler (Lehninger 1993; Keha ve Kiifrevioglu
2005; Berg et al. 2014).



Enzim ile substratin birbirine baglanmasi ile ilgil iki model ileri siiriilmiistiir. 1894°te
Emil Fischer tarafindan ileri suiriilen anahtar- Kilit modelinde, substrat enzimin aktif
bolgesine baglanirken yapisal olarak uygun sekilde anahtar kilit gibi birbirine
baglandig1 kabul edilir. Daniel Koshland tarafindan 1958°de ileri siiriilen indiiklenmis-
uyum modelinde ise; enzim substrati olmadiginda serbest halde bulunur. Substrat
varliginda, enzim substratini katalize uygun bicimde baglayacak sekilde degisir.
Enzimin baglandig1 substrat parcalandiginda ve reaksiyon tamamlandiginda enzim

degismeden tekrar ayrilir (Nelson and Cox 2004; Megep 2006).

Uriin
Substrat  Substrat Enzime Baglaniyor

{ }ve Bolge
=

= =

Substrat Enzimin
\ktif Bolgesine

Ynarm Yerlesir

Enzim Substrat Enzim Uriin Uriin Enzimin Aktif
Kompleksi Olugur Kompleksi Olusur Bolaesinden Ayrilir

Sekil 1.1. Enzim ile substrat arasinda indiiklenmis-uyum modeli

Protein yapilar1 farkli, fakat katalizledikleri kimyasal reaksiyonu ayni olan enzimlere
“izoenzim” veya “izozim” denilmektedir. Izoenzimlerin substratlarina, kofaktdrlerine ve

inhibitorlerine kars1 alakalar farklidir. Izoenzimlerin baslica 6zellikleri arasinda;

amino asit sira ve sayisinin farkli olmasi,
izoelektrik noktalarinin farkli olmasi,

her bir izoenzimin farkli geninin olmasi ve

YV V VYV V

elektriksel alandaki hareketliliklerinin farkli olmasi

sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin farkl

bolgelerine de yerlesebilirler (Devlin 2002). Giintimiize kadar karbonik anhidraz



enziminin 16 farkli izoenzimini (Cetinkaya et al. 2012; Akincioglu et al. 2013) ve bes
farkl laktat dehidrogenaz enziminin bulundugu tespit edilmistir (Ishikawa et al. 1995).

Her enzimin maksimum aktivite gosterdigi bir pH araligi vardir ve bu pH “optimum
pH” olarak adlandirilmaktadir. Genellikle enzimler pH'min 7 oldugu ortamlarda en iyi
calisirken, bazi enzimler bu durum farkliik gésterir. Ornegin, insanda bulunan
proteolitik enzimlereden pepsin pH 2.0°de, tripsin pH 8.5°ta maksimum aktivite
gosterirler. Ortamdaki substrat miktar1 da reaksiyonun hizini etkiler eger yeterli substrat
varsa, enzim konsantrsayonu arttik¢a tepkimenin hizi da artar, ancak tepkime hizi
maksimum noktaya eristikten sonra sabit kalir. Ciinkii enzim substrata doymustur. Baz1
enzimler sadece bir tek substrata etki ederken, bazi enzimler ise bir grubu olusturan
substratlara etki ederler. Ayrica bazi enzimler de stereo spesifiklik vardir. Bu enzimler
substratlarinin stereo izomerlerine etki etmezler. Proteolitik enzimlerin etki 6zgiilligilini
tayin eden Ozellik, substrat molekiiliindeki amin oasitlerin 6zel konfigiirasyonlar1 ve
dizilis durumlaridir. Enzimlerin spesifiklik 6zelligi kataliz ettikleri belirli reaksiyonlar
ile alakali oOzellikleridir (Keha and Kiifrevioglu 2005). Enzimler igin g¢esitli

spesifiklikler tanimlanmustir;

Mutlak spesifiklik: Bu 6zellik enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir

reaksiyonunu katalizler. Enzimlerin ¢ogu mutlak spesifiklik 6zelligine sahiptirler.

Grup spesifikligi: Grup spesifikligi olan bir enzimin, benzer fonksiyonel gruplari
iceren smirh sayida substrat ile reaksiyona girme o6zelligine sahiptir. Ornegin

glikozidazlar glikozidler iizerine, alkol dehidrogenaz ise alkol {izerine etkilidir.

Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bagi, karbohidratlarin glikozid bagi
gibi belli bag tipleri iizerine etkili olmasi 6zelligidir. Ornegin kimotripsin, peptit

baglarinin hidrolitik par¢alanmasinda gorevli bir enzimdir.



Stereo spesifiklik: Bir enzimin yalnizca D veya L izomerleri gibi belli optik izomerlere
etkili olmas1 dzelligidir. Ornegin arginaz sadece L arginini hidroliz eder ancak D arginin

izomerine eti etmez.

Hiicre i¢indeki ¢esitli metabolik aktiviteler hiicrenin farkli organellerinde
gerceklesmektedir. Buna gore enzimlerin hiicre i¢i dagilimlart da farklilik gdsterir.
Ornegin glikoliz olayi, hiicrenin sitoplazmasinda meydana gelirken solunum zinciri ise
mitokondrilerde gerceklesir. Dolayisiyla glikolizdeki enzimler sitoplazmada, solunum
zincirinde gorevli enzimler ise mitokondride lokalize olmuslardir (Keha and

Kiifrevioglu 2005).

Hiicre icinde yapildiktan sonra gorev yapacagi hiicre disi ortama salinan enzimlere
“Hiicre D1s1 Enzimler”, sentezlendikleri hiicre i¢inde kalarak etkisini gosteren enzimlere
ise “Hiicre I¢i Enzimler” denilmektedir. Genel olarak enzimler hiicre icerisinde
yapilirlar ve yapildiktan sonra biiyiikk ¢ogunlugu hiicre i¢i metabolik olaylar igin
kullanilir. Ancak pepsin ve tripsin gibi bazi sindirim enzimleri, yapildiklari hiicre disina
salinirlar. Hiicrede yapildiktan sonra digsar1 salinan proteolitik enzimleri, yapildiklar
hiicreye zarar vermemeleri i¢in “proenzim” veya “zimojen” denilen formlarda
bulunurlar. Sonra zimojen aktiflesmesi ile aktif enzim haline doniisiirler. 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 reaksiyonlar1 katalizlerler.

» Liyazlar: Bu enzimler hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir mekanizma ile
substratlardan grup uzaklastirip ¢ift baglarin olusmasini katalizlerler. Bizim ¢aligtigimiz
Karbonik anhidaz enzimi de ileride daha detayli bir sekilde anlatilacagi gibi bir adet ¢ift
bag igeren karbonik asitten (H,CO3) bir su molekiilii uzaklastirarak iki adet ¢ift bag

iceren karbon dioksitin (CO3) olusumunu katalizler.



> Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik, optik ve yapisal izomerizasyon
reaksiyonlarini katalizlerler.

» 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.

Enzimler ile ilgili en ¢ok arastirma yapilan alanlardan biri de enzim inhibisyonudur.
Enzim-substrat kompleksini saglayan bolge enzimin belirli bir bolgesini igermektedir.
Enzimler biiyiik, ancak bunun yaninda substratlar kii¢iik molekiillerdir. Bu durumda
enzimlerde substratin baglandig1 enzim tarafindan degisiklige ugratildigi ve baska bir
bilesige donistiirildiigii bir bolge vardir. Bu bolgeye “aktif bolge” adi verilmektedir.
Aktif bolgede en az bir aminoasit spesifik bir rol oynamaktadir (Keha and Kiifrevioglu
2005; Berg et al. 2014).

Bir¢ok enzimin aktiviteleri 6zgiil molekiillerin, iyonlarin baglanmasi ile inhibe edilir.
Biyolojik sistemlerde enzinlerin inhibe edilmesi ise temel kontrol mekanizmalariyla
olur. Allosterik enzimlerin regiilasyonu bunlara 6rnek verilebilir. Bunun yaninda bir¢ok
ilag, toksik ajan da enzimleri inhibe ederler. Inhibisyon olay1 enzimin Kkataliz
mekanizmasinin agiklanmasinda da kullanilir (Berg et al. 2014). Kisaca enzim-substrat
kompleksinin olusmasini engelleyerek, enzim aktivitesini azaltan maddelere “Enzim
Inhibitdrleri”, bu olaya ise “Enzim Inhibisyonu” denir. Enzim aktivitesine substrat
konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH, iyonik siddet, inhibitér ve
aktivatorler etki ederek katalizleme olaymi olumlu ya da olumsuz etkileyebilirler.
Enzimler protein yapisindadir ve bunun igin ortamdaki sicaklik degismelerinden
etkilenir. Enzimler belirli sicaklikta ¢alisirlar. Bir enzimin en iyi ¢alisabilecegi sicakliga
“Optimum Sicaklik’” denir. Daha diisiik ve daha yiiksek sicaklik, enzimlerin ¢aligma
hizin1 olumsuz etkiler. Enzimlerin yapis1 yiiksek sicaklikta tamamen bozulurken, diisiik
sicaklikta bozulmaz. Bundan dolay1r dondurarak besin maddeleri saklanilabilmektedir

(Keha and Kiifrevioglu 2005; Berg et al. 2014).



1.2. Karbonik Anhidraz

Karbonik dioksit (COy aerobik metobolizmanin son iiriiniidiir. Memelilerde CO, kana
salinarak akcigerlere taginir ve solunum yoluyla uzaklastirilir. Alyuvarlarda bulundugu
siire icerisinde H,O ile reaksiyona girer. Bu reaksiyonun iiriinii orta derece kuvvetli asit
olan ve proton kaybederek bikarbonat iyonuna (HCOg3) cevrilen, karbonik asittir.
Kataliz yoklugunda dahi bu reaksiyon olduk¢a hizli gerceklesmektedir. Karbonik

anhidrazlar (CA) bu hizli reaksiyonu dahada hizlandiran enzimlerdir.

CA (karbonat hidroliyaz, E.C.4.2.1.1), biitiin organizmalarda bulunan Zn*? iyon iceren
bir metaloenzimdir. CA 1932 yilinda kesfedilmesinin ardindan 10 yil igerisinde Zn
iyonu igerdigi bulunmustur. Enzimimlerin ihtiva ettikleri metal iyonlart kimyasal
aktiviteyi arttiran bir¢ok Ozellige sahiptirler. Bunlar; pozitif yiiklerinin olmasi, kinetik
olarak stabil bag olusturabilme yeteneklerinin olmasi ve bazi durumlarda birden fazla
yiikseltgenme halinde kararli kalabilme ozelligidir. ilk olarak, sigir eritrositlerinden
saflastirilan  karbonik anhidraz, canlilarda CO’in hidratasyonunu ve HCO3 in
dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir (Maren 1967; Supuran and Scozzafava
2001; Goger and Giilgin 2013; Akincioglu et al. 2013).
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Sekil 1.2. Eritrosit membraninin kloriir-bikarbonat degistiricisi. Bu kotransport sistemi,
transmembran elektriksel potansiyelde herhangi bir degisiklik yapmadan HCO;’in giris ve
cikisini saglar. Gorevi kanin CO, tasima kapasitesini artirmaktir (Lehninger 2005).



[k olarak omurgalilar ve memelilerde daha sonra ise yiiksek bitkilerde, alglerde ve baz1

bakterilerde CA enzimi bulundugu tespit edilmistir (Krungkrai et al. 2001).
CA CA
CO, + H,0 « H,CO, & HCO; + H’

CA asil olarak solunum sirasinda olusan COy’in suda ¢Oziinmesini, taginmasini ve
viicuttan atilmasin1  saglamakla beraber, asit baz dengesini, iyon degisimini,
kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda da rol alan g¢ok
onemli bir enzimdir. Karbonik anhidraz, CO;, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun
yant sira, karboksilik, sililfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri ve ayrica
siyanatin (ROCN) karbamata (H,NCO,) veya iirenin (H,N-CO-NH;) siyanamite
(CH2Ny), aldehitin (RCHO) geminal diole (R,C(OH),) hidratasyonu reaksiyonlari da bu

enzim tarafindan katalizlenir.

Thr 199
His 119

Thr zo&"-’-’-ff;" * . e
| His 94
o

His 96

His 64

Sekil 1.3. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96 ve His
119)

*Biiyiik kiire Zn*? iyonunu, etrafindaki kiiciik kiireler de kristal yapida immobilize olmug su molekiillerini
belirtmektedir)

CA enzimi, genel olarak metabolik CO,’in transportunu sagladig: gibi, birgok dokuda
da proton (H") ve HCOj3  birikiminde de rol oynamaktadir. Bu dokulara 6rnek olarak

bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi verilebilir. Calismalar devam ettikge sonraki



yillarda enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sigan tiikriigi,
sigir kemigi, sigir lokositleri, kaslar, tiikiiriik bezleri, prostat, sinir miyelin kilifi,
pankreas, beyin ve endometrium dokularindan, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflagtirnlmis ve birgok kaynaktan Kkarakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki
molekiil kiitlesi yaklasik 30 KDa civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein and
Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin
2004).

Simdiye kadar CA enziminin 16 tane izoenzim tespit edilmistir (Pastarekova et al.
2004; Beydemir and Giilgin 2004; Cetinkaya et al. 2012; Akincioglu et al. 2013).
Karbonik anhidraz izoenzimleri yapi, gorev ve lokalizasyonlarina gore farkli siiflara
ayrilmistir. Bu izoenzimlerden bes tanesi sitozolde (CA |, Il, III, VII ve XIII), dort
tanesi membrana bagh (CA 1V, IX, XII ve XIV), bir tanesi mitokondride (V), bir tanesi
salgi enzimi (CA VI) ve 3 tanesinin de nonkatalitik (CA VIII, X ve XIl) oldugu tespit
edilmistir (Tashian 1992; Dodgson 1991; Fujikawa et al. 1999; Supuran et al. 2003;
Beydemir and Giilgin 2004; Cetinkaya et al. 2012; Akbaba et al 2013a). Canlilarda
yaygin olarak bulunan CA enzimi bulundugu ortamin sartlarina ve ihtiyacina gore
degisik izoenzimleri mevcuttur. Her gecen giin yeni bir izoenzimi ortaya ¢ikartilmakta
olup bugiin itibariyle 16 tane izoenzimi bulunmaktadir (Goéger and Giilgin 2011). CA
ayrica bitkilerde fotosentez sirasinda 6nemli gorevleri vardir. CA, bitkilerde cogunlukla
kloroplastlarda bulunurken, az miktarda da sitozolde bulunur. Bu lokalizasyona bagl
olarak CA, fotosentez esnasinda elektron transportuna katilir ve elektron transport

zincirine elektron vericisi olan bikarbonat (HCO3") iyonlarini saglamis olur.

Kloroplastlarda bulunan CA, tilakoit membranlarinda ve stroma tilakoitlerinde, bagl
CA olarak, stroma sivisinda ise ¢Ozliinmiis CA olarak bulunmaktadir. Bitki CA
enzimlerinin fonksiyonlar1 lokalizasyonu ile yakindan alakalidir. En yaygin olan
izoformlar1 CA I ve II distlfit baglarina ya da fosfat gruplarina sahip degillerdir ancak
diger biitiin izoformlar1 disiilfit baglarina ve fosfat gruplarina sahiptir. CA II en yaygin
kullanilan olduk¢a ucuz bir enzimdir. CA II, diger izoenzimlerine nispeten daha kolay

saflastirilir CA 1 ve Il izoenzimleri tizerinde en ¢ok calisma yapilan ve en yaygin olarak



bulunan enzimlerdir (Akincioglu et al. 2013). Insan eritrosit hiicrelerinden saflastirilan
hCA 1I izoenzimi miktari 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir ve bu deger hCA
e oranla daha azdir. Bu izoenzimin turnover sayist 25°C’de 10° s olarak bulunmustur.
hCA 11 ve IV izoenzimleri ise g6z lensi, kornea ve silyer epitelyumda bol miktarda
bulunmaktadir. Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmis bunun
sonucunda da izoenzimlerin varligi zamanla tespit edilmistir. Bu izoenzimlerin en
onemli fonksiyonlari, doku kilcal damarlarindan metabolizma firiinii olan CO>’1, HCO3’
’a, akciger pulmoner kapilerde ise HCOsz’m COz’e doniismesi reaksiyonunu
katalizleyerek solunum olaymnda yer almasidir (Goger and Giilgin 2011). hCA |
izoenziminin turnover sayisi 2,5x10° s°dir (Ren and Lindskog 1992; Sly and Hu 1995;
Supuran and Scozzafava 2001). CA’nin katalizledigi bazi reaksiyonlar asagida

verilmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Cizelge 1.1. CA katalizledigi reaksiyonlar (Supuran and Scozzafava 2001).

1 0=C=0 + H,0{= HCO; + H*

2 0=C=NH + H,0= H,NCOOH

3 NH=C=NH + H,0(= H,;NCONH,

4 RCHO + H,0(= RCH(OH),

5 RCOOAr + H,0{= RCOOH + ArOH

6 RSOZAr + H,06~ RSO3;H + ArOH

7 ArF + H,0 & HF + ArOH”

8 PhCH,OCOCI + H,0 = PhCH,0OH + CO, + HCI

9 RSO,CI + H,0 &) RSOzH + HCI™

"Ar: 2,4-Dinitrofenil “R= Me veya Ph.

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

harig literatiirde yer almaktadir.
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Cizelge 1.2. CA izoenzimlerinin ilgili olduklar1 hastaliklar ve diger izoenzimlerle iliskisi
(Alterio et al. 2012).

izoenzimler Tlgili oldugu hastahk Diger hCA izoenzimleriyle olan iliskisi
CAl Retinal ve beyin 6demi Bilinmiyor
CAll Glukoma hCA |
Odem Bilinmiyor
Epilepsi Bilinmiyor
Mide bulantisi Bilinmiyor
CA 11l Oksidatif stres Bilinmiyor
CA IV Glukoma hCA
Retinitis pigmentosa Bilinmiyor
Felg Bilinmiyor
CAVA/VB  Obezite hCA I ve Il
CA VI Karsinogenez hCA Il
CAVII Epilepsi Bilinmiyor
CA VIII Norodejenerasyonu Bilinmiyor
Kanser Bilinmiyor
CAIX Kanser hCA 1 ve Il
CAXII Kanser hCA I ve Il
Glukoma Bilinmiyor
CA X1l Kisirlik Bilinmiyor
CAXIV Epilepsi Bilinmiyor
Retinopati Bilinmiyor

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

Son yillarda yapilan caligmalarda, siilfonamit inhibitorlerinin iire sentezini azalttig1
gozlemlenmistir. Bu durum mitokondriyal CA enzimi olan hCA 1V iin, sitrulin sentezi
igin gerekli olan HCOj3™ iyonunu, sitrik asit devrinden gelen CO,’den saglayarak, iire

devrinin ilerlemesinde biiyiik role sahip olmasiyla agiklanmaktadir.
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hCA V izoenzimi de, bazi dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak
bulunmaktadir. Karbamoil Fosfat Sentetaz-1 ve Piruvat Karboksilaz enzimlerine sirali
olarak HCOj3 iyonu saglamasindan dolayi, tire devri ve glukoneogenezde rol oynadigi
belirlenmistir. Bu izoenzim ayrica lipogenez olayinda da etkili olmaktadir (Hazen et al.
1996). Tiikriik bezinde CA enzimi olarak CA VI ve VII izoenzimi vardir. Tiikriigiin pH
dengesini hCA VI izoenziminin sagladigma bildirilmistir. hCA VII izoenzimi ise,
tiikriikte bikarbonat salgilanmasi i¢in katkida bulunmaktadir (Lakkis et al. 1996).

CA enziminin hidrataz aktivitesi reaksiyonu katalizlemesinin yaninda, elektrofilik bir
merkeze, niikleofilik ataklari igeren, aldehit, piriivat ve alkil piriivatlarin hidratasyonu,
piriivik, siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlar1 da katalizlemektedir

(Jabusch and Deutsch 1989; Lindskog 1997).

Karbonik anhidraz CO, ve H,COj3 veya ortamim pH’sina gére HCO3™ ve CO3” iyonlar
arasinda doniisiimlerini katalizlemektedir (Goger and Giilgin 2013). Diizlemsel bir
molekiil olan CO;’in farkli agilara sahip piramidal yapida H,COjs’e kendiliginden
dontisiimii oldukg¢a yavastir. CA enziminin reaksiyonlar1 katalizinde, Zn*? iyonunun

biiytik etkisi vardir (Lindskog 1997).

Yapilan X-ray kristalografi ¢alismalarinin sonuglari, metal iyonunun bir H,O veya OH"
iyonu ve li¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96 ve His 119) tarafindan koordine edilen,
aktif bolgedeki 15 A° derinligindeki bir yarigin tabaninda yer aldigin1 gostermektedir.
Cinko baglh H,0O, Glu 106’n1n karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan Thr 199°un
hidroksil grubuyla, hidrojen bag: etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu etkilesimler,
¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve molekiil niikleofilik
atak icin uygun yerdeki CO,’e dogru hareket etmektedir (Arslan 1994; Akbaba et al.
2013). Zn*? iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (1.
Reaksiyon). Enzimin aktif formu, gii¢lii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir
(2. Reaksiyon). Bu da, Zn*? iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar
(3. Reaksiyon). Daha sonra, HCOj3 iyonu bir su molekiilityle yer degistirir ve ¢ozeltiye

gecer. Bunun sonucunda, Zn*? iyonuna su molekiilii baglanir (4. Reaksiyon) ve bu
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durumda enzimin asit formuna doéniismesini saglar (Lindskog 1997; Akbaba et al. 2013;
Akincioglu et al. 2013). Ana bilesik 1’in rejenerasyonu igin aktif kisimdan ¢evreye bir
proton transferi olusur. Bu duruma ya ¢6zeltinin aktif kismindaki proton mekigi ya da
ortamda mevcut tampon yardimci olur (Scozzafava and Supuran 2002; Cetinkaya et al.
2012). CA enziminin CO; hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin sematik
gosterilisi Sekil 1.4°de verilmistir (Lindskog 1997; Akincioglu et al. 2013). CA enzimi,
biyofiziksel, biyoanalitik, biyoorganik ve 6zellikle ilag dizayni ¢aligmalarinda elverisli bir
enzimdir. CA izoenzimleri inhibisyon caligmalarinda ve protein-ligand baglanmalarinin
incelendigi biyofiziksel calismalarda ve bunun gibi birgok sebep i¢in onemlidir. CA, tek
zincirli protein yapisina sahip olup, ortalama bir molekiiler agirligina sahiptir (Akincioglu et

al. 2013).
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Sekil 1.4. hCA 1l izoenzimi tarafindan CO;’in hidratasyon mekanizmasi
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Bu enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak protonun aktif bdlgeden
uzaklastirilmasi sathasidir. Bu nedenle aktif bolgedeki proton tagima kapasitesine sahip
His 64 aktivitede onemlidir (Sly and Hu 1995). Inhibisyon etkilerini ya CA’nin aktif
bélgesindeki Zn*? iyonuna bagl su molekiilii ile yer degistirerek ya da Zn*? iyonuna
ilave bir ligand bagiyla baglanarak gosteren bu inhibitdrler, mononegatif anyonlar
(Halojeniirler, N3, NCO,SCN" ve CN" gibi), ve siilfonamitler gibi bazi nétral organik
bilesikler enzime sikica baglanarak doniisiimlii inhibisyona neden olmaktadirlar. Bunlar
daha c¢ok deneysel inhibisyon ig¢in kullanilir. Bunlardan en ¢ok kullanilani
asetazolamittir. Farmakokinetik 06zelliklerinden dolayr glukom ve epilepsi gibi

hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Akincioglu et al. 2013).

S i

79N 2 h

HoN NH, ﬁ
Stilfamit Siilfonamit

Sekil 1.5. Silfamit ve siilfonamit tiirevlerinin agik yapilari

Stilfonamit tiirevlert CA’nin spesifik ve gii¢lii inhibitorleridir. Alkoller, organik
solventler ve amit bilesikleri gibi diger nétral inhibitorler ise enzime gevsek baglanarak

zayif bir inhibisyon meydana getirirler (Liang and Lipscom 1991).

Karbonik anhidrazin en gii¢lii organik inhibitorleri aromatik ve heteroaromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler R-SO,NH; kimyasal yapisina sahiptir. Bu formiildeki
R gruplari, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemleridir. hCA 1I igin K;
sabitleri 10° ile 10" arasinda degismektedir. Siilfonamidlerin en belirgin
ozelliklerinden birisi, kolaylikla iyonik yapi1 kazanmalaridir. Bu 6zelligi, CA enzimi
lizerine inhibisyon etkisi i¢in son derece Onemlidir. Siilfonamidlerin bu hidrofilik
bolgesine ilaveten, aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bdlgelere sahiptir.
Siilfonamidlerin enzimle etkilesmesi, oncelikle R-SO,NH™ bilesigindeki N atomunun

CA enziminin aktif bdlgesinde bulunan Zn*? ile iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci
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olarak da hidrofobik etkilesmelerle inhibitdriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme

tamamlanmig olur (Maren 1987; Arslan 2001).

Cizelge 1.3. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin hiicre i¢i yerlesimleri ve siilfonamidlere
ilgisi (Lindskog 1997; Scozzafava and Supuran 2002).

Izoenzimler Katalitik Aktivite Hiicrelerdeki Yerlesimi  Siilfonamitlere Ilgisi

CAIl Diisiik Sitozol Orta

CAIl Yiiksek Sitozol Cok Yiiksek
CA Il Cok Diisiik Sitozol Cok Diisiik
CA IV Yiiksek Membrana bagl Yiiksek
CAV Orta-Yiiksek * Mitokandriyal Yiiksek
CAVII Yiiksek Sitozol Cok Yiiksek
CARP VIII®  Akatalitik Muhtemelen Sitozol *

CAIX Yiiksek Membrana bagli Yiiksek
CARP X° Akatalitik Bilinmiyor *

CARP XI° Akatalitik Bilinmiyor *

CAXII Aktif Membrana bagl Bilinmiyor
CA Xl Muhtemelen Yiiksek  Bilinmiyor Bilinmiyor
CAXIV Diisiik Membrana bagl Bilinmiyor

& pH 7,4’te orta aktivite gosteririken, pH 8,2 da yiiksek aktivite gosterir.
®: CARP (Karbonik anhidraz ilgili protein)
*: CARP izoenzimleri Zn*?ihtiva etmediklerinden siilfonamitlere ilgisi tespit edilememistir.

CA inhibitorleri, sistematik olarak verildiklerinde akut glokomlarin kisa siireli
tedavisinde fayda saglasalar bile, uzun siireli kullanimlarda genellikle ileri derecede
gorme kaybi riski tasiyan hastalar icin potansiyel olusturdugu bildirilmistir.

Miyotiklerle kombine edileceklerinde gayet iyi ilave etki olustururlar (Oragh 2001).

Stilfonamidlerin yaninda son yillarda hCA izoenzimleri i¢in inhibitor arayisina girilmis
ve Ozellikle ila¢ dizayn caligmalarinda kullanilmak iizere inhibitér sentezleme ve
gelistirme ile ilgili ¢alismalar artmistir. Giilgin ve grubu yapilan bu g¢aligmalarda
yapilmis literatiirde olan ya da heniiz yeni, daha 6nce sentezlenmemis bir¢ok inhibitor

potansiyelli bilesikler bulunarak giiglii inhibitorler literatiire kazandirilmistir (Akbaba et
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al. 2013a; Akincioglu et al. 2013; Cetinkaya et al. 2012). Yapisal olarak ¢inko baglayici
inhibitorler iireatlar ve hidroksamatlar, tiyol tiirevleri, siilfonamidler, siilfamat/siilfamid
tirevleri, silfamid ve siilfamid iceren seker tiirevleri olarak orneklendirilebilirler.
Temsili ii¢ farkli Zn**nin bazi temsili anyonlarla koordinasyon geometrileri, -SH, -Br, -

SCN gruplariyla olan iligkileri asagida verilmistir (Alterio et al. 2012).

B o C
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Sekil 1.6. Temsili ii¢ farkli Zn*#nin bazi temsili anyonlarla koordinasyon geometrileri, -SH, -
Br, -SCN gruplartyla olan iligkileri.

Ayrica tiyookzalon tiirevlerininde kataliz mekanizmasi 6rnek olarak verilebilir (Alterio
etal. 2012).

Sekil 1.7. hCA 1l izoenziminin tiyookzalon tiirevleri ile olan kataliz mekanizmasi

1.3. Esteraz Enzimi

Esteraz, esterleri bir su molekiilii ile kimyasal tepkimeye sokarak onlardan asit ve alkol
molekiilii iireten, hidrolaz tipi bir enzimdir. Cesitli esteraz tipleri vardir, bunlarin

substrat spesifisiteleri, protein yapilar1 ve biyolojik islevleri farklidir (Oakeshott et al.
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1993). Esteraz enzimleri vermis olduklari reaksiyonlara gore dort ana grupta

incelenebilirler bunlar;

» Asetil esterazlar: Bu grup esterazlar genellikle Asetik asit gibi alifatik substratlar

tizerine etkilidirler.

» Aril esterazlar: Bu grup esterazlar siilfidril grubu tasiyan inhibitorler tarafindan

inhibe edilirler ve genellikle aromatik substratlar iizerine etkilidirler.

» Karboksil esterazlar: Organofosfor’lar (OF) tarafindan inhibe edilirler ve

asetikasitten daha uzun olan alifatik gruplar tizerine etkilidirler

> Kolin esterazlar: OF ve esterin sulfat inhibitorleri tarafindan inhibe edilirler.

Alifatik esterlerin yaninda birde kolin esterleri substrat olarak segerler.

Esterazlara, asetil fonksiyonel gruplarini kesen Asetilesteraz (EC.:3.1.1.6), asetilkolin
norotransmitterini  etkinsizlestiren Asetilkolinesteraz (EC.:3.1.1.7), genis substrat
spesifisitesine sahip olan, kan plazmasi ve karacigerde bolca bulunan Kolinesteraz
(EC.:3.1.1.8) ve meyve sularin1 Dberraklastirilmasnda kullanilan Pektinesteraz
(EC.:3.1.1.11) gibi ornekler verilebilir

1.4. Asetilkolinesteraz Enzimi

Yasamimizin her aninda, siirekli olarak enzimlere ihtiyacimiz oldugu bilinen bir
gercektir. Sadece bir adim atabilmek i¢in dahi molekiiler seviyede binlerce reaksiyon ve
metabolik faaliyet gerceklesmektedir. Buna sebep olan enzimlerdir ve her biri canli i¢in
oldukca onemlidir. Asetilkolinesteraz (AChE; EC.:3.1.1.7) da bu enzimlerden biridir.
Asetilkolinesteraz sinir ucu Oniinde biriken kimyasallar1 pargalayarak oradan

uzaklastirir. Yani bir anlamda ortalig1 siipiiriir. Bu sayede, elektron tasiyicilarin 6nii
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devamli olarak agilarak sinir iletimde herhangi bir aksaklik meydana gelmez (Goger et
al. 2013).

Asetilkolin sinir ucu

asetil Co-A

Kalinasefiltransferaz

[ kolin

tasiyicisi

asetilkolin

sinaptik

hosluk
asetilkolin esteraz

asetat /

asetilkolin
reseptori

Sekil 1.8. Asetilkolinesterazin sinir hiicrelerindeki fonksiyonu (Baskurt 2010)

AChE metabolizmada ACh’yi (Asetilkolin) hidrolizleme isleminin katalizinde gorev
alan enzimdir ve olduk¢a Onemlidir. ACh, norotransmitter madde olmakla beraber,
biyolojik agidan olduk¢a onemlidir. Onun giiclii farmakolojik etkisi 1906 yilinda
bulunmustur (Nacmansohn 1952). ACh’nin gorevi ilk olarak arastirmacilar tarafindan
sadece sinir uglarindan etkiledigi organa ya da sinir ucundan diger bir sinir hiicresine,

sinir impulsu tasima gorevi oldugu zannedilse de, son yillarda yapilan ¢aligmalar bunun
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boyle olmadigini1 ve ACh’nin ayrica sinir hiicreleri ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel
akimin olusmasinda da gorevli oldugu bulunmustur (Wilson and Nachmansohn 1954;
Carlson 1992). Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak iizere
kolinerjik olan ve olmayan dokularda genis bir dagilima sahip olan enzimlerdir.
Kolinesterazlar ayn1 zamanda hiicre yenilenmesini ve farklilasmasini bunula birlikte
cesitli etkenler sonucunda olusan strese yanit vermede rol oynarlar (Wilson and
Nachmansohn 1954; Carlson 1992). Kolinesterazlar iki gruba ayrilirlar. Iki grup
substrat 6zgilliigli, doygun substrat varligindaki davraniglari ve inhibitorlere karsi
gosterdikleri ozelliklere gore yapilmistir. Bu iki tanimlama ise, gergek kolinesteraz
AChE (AChE: E.C.3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz (BuChE: E.C.3.1.1.8), spesifik
olmayan kolinesteraz (psodokolinesteraz) olarak yapilmistir (Nese 2003). AChE; beyin,
sinir hiicrelerinde, kasta ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonda bulunur, BuChE ise;
serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur 6zellikle enzim hayvanlar

aleminde de olduk¢a yaygindir. (Wilson and Nachmansohn 1954; Allam et al. 2007).

Sekil 1.9. AChE enziminin literatiirdeki ti¢ boyutlu yapist (Oakeshott et al. 1999)

AChE; aktif bolge ve katalitik mekanizma agisindan bagka bir enzimde bulunmayan
ozelliklere sahiptir (Sekil 1.10). AChE enziminin ii¢ boyutlu yapisi ilk kez Oakeshott ve
arkadaglari tarafindan detayl bir sekilde aydilatilmistir (Oakeshott et al. 1999).
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Enzim o-heliks ve P tabakalarindan olusur. Sar1 renk ile gdsterilmis 14 aromatik rezidii
aktif merkezin ¢evresinde siralanmiglardir. Aktif merkezde bulunan Serin, Glutamat ve
Histidin amino asitleri katalitik Gi¢liiyli olusturmaktadir. Sekil 1.10’de goruldigi gibi
molekiiliin yilizeyinde aktif merkezi ¢evreleyen substrat baglanma bolgeleri mavi renk

ile gosterilmistir (Oakeshott et al. 1999).

Ik defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik organindan
saflagtirilan bu enzim, diger esterazlardan asetilkolini hidrolizemesi 6zelliginden dolay1
kolaylikla ayirt edilebilerek saflastiriimaktadir. Bu nedenle AChE olarak adlandirilir
(Phillips  1996). Diisiik konsantrasyonda Ki substrat AChE’in aktif bolgesindeki
proteinin ¢ok az bir miktari ile dahi reaksiyona girer. Normal substratin makro molekiil
oldugu durumlarda bile substratin kiiciik bir kisminin enzimle reaksiyona girdigi
goriilir. AChE tarafindan Kkatalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta
gergeklesir. Tk basamakta enzim giiclii bir niikleofil olarak rol oynar. Ikinci basamakta
ise; enzim 0zgil bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu aracilig1 ile miikemmel
bir pargalayici grup islevi gortir (Demir and Turkoglu 2005). AChE’in temel fonksiyonu
kolinerjik norotransmisyonun sonlandirilmasidir. Diger taraftan ACh ve diger kolin
esterlerini hidroliz eden BuChE’1n gergek fizyolojik islevi bilinmemektedir (David et al.
2004; Temel 2008).

AChE norotransmitter bir madde olarak gérev yapan ACh’nin kolin ve asetik asite
hidrolizinden sorumludur (Vale 1998; Pope et al. 2005). AChE aktivitesinin
engellenmesi durumunda parasempatik, sempatik motor sinirler ve merkezi sinir sistemi

calismasinda aksakliklar olusur (Lotti 1995).

AChE en oOnemli inhibitorleri OF’lu pestisidlerdir ve bu petisitler enzimin aktif
bolgesindeki serin rezidiisine kovalent baglanarak ndrotransmitterin - dogal
katabolizmasini engeller ve bu durum inhibisyona sebep olur (Dailianis et al. 2003).
Enzimin inhibe oldugu durumlarda ACh birikimi sonucu, sinapslar ve noromuskular
bosluklarda aktivasyon arttig1 i¢in, kolinerjik sistem uyarisi yogunlasir (Soreq and
Zakut 1993; Hazarika et al. 2003; Tuovinen 2004).
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Alzheimer hastalig1 beyindeki ndrotransmiterlerin azalmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu hastalikta en fazla azalma gosteren norotransmitter ise ACh’dir (David et al. 2004).
ACh; ChAT (Kolin asetiltransferaz) enzimi tarafindan Kkolinerjik ndoronlarda
asetilkoenzim A (CoA)’dan gelen asetil ve kolin’in birlestirilmesi ile olusur. Asetil CoA
glikolizde meydana gelen piruvatin bes farkli metabolik akibetlerinden birinde olusan
metabolik bir iiriindiir. Kolin’in ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidlerden
elde edilmesinin yani sira, AChE’nin ACh’yi hidrolizlemesi sonucu tekrar olusan kolin
den de elde edilir ki bu kolin eldesinin en 6nemli kaynag1 hidroliz sonucu agiga ¢ikan ve
yeniden asetilkolin sentezinde kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varligr miktari,
coklugu ya da eksikligi ChAT ve AChE enzimlerine baghdir. Uretilen ACh presinaptik
noronlardaki vezikiillerde depolanir Ve nérona sinir uyarist geldiginde sinaptik araliga
dokiiliir. Sinaptik araliga salinan ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere
baglanirlar. Reseptorlere baglanmayanlar ise AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik
ndrona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger ndrona iletilmesinin ardindan
reseptorden ayrilir, AChE tarafindan yikilir ve aciga ¢ikan kolin yeniden kullanilmak

lizere presinaptik ndrona gonderilir. Genel mekanizma asagida verilmistir.

CH, 0 CH, 0

Il Il
H3C—I?I+—CH2—CH2—O—C—CH3 + H0 —> HSC_T+_CH2—CH2—OH +OH—C—CH,
CH, CH,
Asetilkolin Kolin

Asetik asit

Bagka bir ifadeyle, hiicreye giren Ca*? sekonder haberci olarak gbrev yaparak
vezikiillerde birikmig olan ACh presinaptik bosluga ekzositoz yoluyla bosalmasini
saglar. Asetilkolin post sinaptik membranda bulunan reseptoriine baglanir ve bu kanalin
acilmasini saglayarak uyarmin post sinaptik hiicreye ge¢isini saglar. Uyar iletildiginde
AChE ACh’yi asetat ve koline ayirir. Kolin tekrar kullanilmak {iizere presinaptik
hiicreye geri doner (Nelson and Cox 2005).

Alzheimer hastalig1 genel olarak son zamanlarda ¢ok yaygin olan bir demans

hastaligidir ve norodejenaratif bir rahatsizliktir. Bu hastalik bellegin fonksiyon
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bozuklugu olarak karakterize edilmistir. Asetilkolin diizeyinin beyindeki azalmasi
Alzheimer hastaliginin biyokimyasal anlamdaki en biiyiik degisikligidir (Akincioglu et
al. 2013). Alzheimer hastalig1 bir tip demans hastaligidir. Demans hastalig1; sosyal ve
o0grenme islevlerde azalmanin sonucu olarak belekte, konusma yetisinde, algilama ve
yargilama kapasitesinde, soyut diislinme ve problem ¢ézme gibi 6nemli islevlerde
bozukluk olmasidir (Sahin ve Yazict 2007). Alzheimer hastaligimin kesin tedavisi
yoktur. Giinlimiizde kullanilan tedaviler hastaligin belirtilerini ortadan kaldirmaya
yoneliktir. Ortadan kaldiran tedavi uygulamasi bulunmamaktadir. Bu amaca yonelik
olarak Donepezil ve Rivastigmin gibi AChE inhibitorleri genel olarak kullanilmaktadir
(Goger et al. 2013). Ancak, rapor edilmistir ki bu ilaglar hepatotoksisite ve
gastrointestinal bozukluklar1 gibi yan etkilere sebep olur. Bu nedenle, giivenli ve etkin
ozelliklede dogal AChE inhibitorleri son zamanlarda daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Aminotetralin tiirevlerinin Dopaminerjik, seraonerjik, adrenerjik gibi biyolojik aktivite
gosterdigi iyi bilinmektedir (Akincioglu et al. 2013).

Genelde birgok herbisit ve pestisit AChE’nin inhibitoridir. AChE, boéceklerde,
insanlarda ve hayvanlarda bulunan bir enzimdir. Sinir hiicrelerinin islev gorebilmesi
icin bu enzimin ACh adli norotransmitteri asetat ve kolin olarak pargalanmasi
gerekmektedir. Bu mekanizma ndérotransmitter maddeler arasinda nispeten enderdir,
¢linkii ¢ogu diger norotransmitter, serotonin, dopamin ve norepinefrin dahil olmak
lizere, parcalanmak yerine sinaptik bosluk tarafindan absorbe edilirler. Hem tipta ve
hem tarimda c¢ok sayida AChE inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu inhibitérler canli
metabolizmasi agisindan yan etkilere sebep olugundan yeni dogal inhibitorlere yonelim
giin gegtikge artmaktadir (Akincioglu et al. 2013). Karbamat pestisitleri de tersinir
AChE inhibitérlerine 6rnektir. OF insektisitlerden olan Malatyon, Paratyon ve
Klorpirifos tersinmez olarak AChE inhibe ederler. Glifosat herbisiti 3-fosfosikimat 1-
karboksiviniltransferaz'in inhibitoriidiir (Tan et al. 2006).
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1.5. Serbest Radikaller ve Etkileri

Atomlardaki elektronlar orbital denilen bdlgelerde ciftler halinde bulunurlar. Atomlar
arasinda etkilesim ile baglar meydana gelir ve molekiiler yapilar olusur. Atomik ya da
molekiiler yapilarda ortaklanmamis elektron iceren yapilara “Serbest Radikal” denir.
Kisacas1 serbest radikaller ortaklanmamis elektrona sahip atom, atom grubu veya
molekiiller olarak tanimlanmaktadirlar. Bagska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere "Oksidan Molekiiller" veya "Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS)" de denilmektedir (Halliwell 1991; Giilgin 2012). Organizmada farkli nedenlerle
pek c¢ok tiirde ROS olusabilir. Serbest radikaller, protein, yag ve karbohidratlarin
oksijen ile tepkimeye girerek parcalandigi ve enerji kaynagi ATP’nin {iretilme islemi

sirasinda olusur.

ROS aerobik organizmalarin elektron tasima zinciri (ETS) ve aktif fagositoz gibi
metabolik yollarda devamli olarak olusmaktadir (Lichtenthaler et al. 2003). Bu
stireclerde olusan baglica ROS’lar; siiperoksit anyonu (O>"), hidroksil radikali (HO),
hidroperoksil radikali (HOO), peroksili radikal (ROO), alkoksil radikal (RO’) olarak
orneklendirilirken, serbest radikal olmayan tiirler ise hipokloréz asit (OHCI),
peroksinitrit (ONOO") singlet oksijen (*O), hidrojen peroksit (H,O.) vs. seklinde
sayilabilir (Aruoma 1997; Schoneich 1999; Giilgin 2012).

Normal olarak ROS’lar spesifik enzim sistemleri (Stiperoksit dismutaz ve Katalaz),
suda ve lipitte ¢Oziinebilen bazi protein yapisinda olmayan bilesikler (lirik asit ve
tokoferol) tarafindan engellenmektedir (Lichtenthaler et al. 2003). Sigara, alkol, ¢ok
yagl besin tiiketimi, ¢ok fazla giines 1s181na maruz kalma, hava kirliligi ve endiistriyel
kimyasallar gibi bir¢ok dis etken serbest radikallerin gereginden fazla iiretimine sebep
olmaktadir. Ayrica yaslanmada da serbest radikallerin verdigi hasar goz ardi
edilmemelidir. Dahas1 kalp-damar hastaliklari, akciger, karaciger rahatsizliklar1 ve
kanser gibi, yaklasik yiizden farkli hastaligin olusmasinda serbest radikallerin etkisi
oldugu diisiiniilmektedir (Bjelakovig et al. 2007; Herbert 1997; Giilgin 2002).
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Sekil 1.10. ROS olusum yollari, Lipid peroksidasyonu, Glutatyon ve diger antioksidanlarin rolii (Defeng and Cederbaum 2003).
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Fe*?, Cu™ Mn™ ve Mo™ gibi gecis metalleri ortaklanmamis elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal degillerdir. Ancak serbest radikal olusumunda rol

oynarlar. Serbest radikaller katyon, anyon veya notral halde bulunabilirler.

Molekiiler oksijen, ROS olusturma egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri hiicreye zarar
verir. Antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda hiicre 6liimlerine
sebep olur. Oksijenin yiikseltgeyici Ozelliginden anaerobiklerin yanisira aerobikler de
zarar gormektedirler. %40’lik oksijen konsantrasyonunda protein agregatlar1 birikimi,

proteaz aktivitesi artis1 ve yaslanmada hizlanma goriilmiistiir (Davies 2000).

1.6. Oksidatif Stres

Canli sistemlerde meydana gelen biitiin fizyolojik olaylar; enzim, hormon ve iz
elementleri gibi farkli ajanlar tarafindan yonetilen oksidasyon ve indirgenme
reaksiyonlarinin kompleks kombinasyonlarini igerir. Oksidasyon, bir atom ya da
molekiiliin bir aliciya elektron vermesi ile meydana gelen yiikseltgenme islemidir.
Yiikseltgenme potansiyeli yiiksek olan madde yiikseltgenirken diger madde indirgenir.
Insan viicudunda ve besinlerde bulunan lipitler, proteinler, karbohidratlar, niikleik
asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma igin zararli olabilecek
oksidasyon iirlinleri olusabilmektedir. Bu durum intraselliiler reaktif tiirlerinin
konsantrasyonunun artmasiyla karakterize olan ve antioksidan savunma sisteminin
diismesiyle eslestirilen oksidatif stres olarak ifade edilir (Giilgin 2012; Cetinkaya et al.
2012). Canli sistemlerde bulunan redoks dengesindeki herhangi bir degisiklik,
hiicrelerin ve dolayisiyla dokularin fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olur ve bu
durum zamanla 6liimle sonuglanabilir Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri oksidatif

strese en ¢ok sebep olan temel faktorlerdendir. Baslica reaktif tiirleri sunlardir (Giilgin
2012).

Siiperoksit radikali (O;"): Molekiiler oksijenin (O) bir elektron transferi sonucu
indirgenmesi ile kararsiz bir yap1 olan Oy" radikali olusur. /n vivo olarak adrenalin,

flavin niikleotidleri, tiyol igeren bilesikler, glukoz ile demir ve bakir gibi gegcis
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metallerinin oksijene etki etmesiyle olusmaktadir. Mitokondrilerdeki ETS, karacigerde
Sitokrom P4so, adrenal medullada hormonal sentez, damar endotelinde nitrik oksitlerin
yok edilmesinde, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi sirasinda meydana gelmektedir
(Becker 1999).

0,+e < 0O,

Siiperoksit radikali hem yiikseltgeyici ve hem de indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
Ferrisitokrom-C ya da Nitroblue Tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak

davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur (Altinisik 2000).

Sitc (Fe, ") +0,” — 0, +Sitc (Fe,")

Siiperoksit radikali adrenalin oksidasyonunda oksidan gibi gorev yapar ve bir elektron

alarak hidrojen perokside (H,O,) indirgenir.

Hidroksil radikali (OH’), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari: Molekiiler oksijene ii¢
elektron transferi ile meydana gelmektedir. Serbest radikallerin en zaralisi OH
radikalidir. H,O, ve O,” bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan ve serbest
radikal karakterli gegis metalleri ile reaksiyona girerek ya da baska etkilerle OH

radikalini olustururlar. Bunlarin bazilari asagida verilmistir (LIoyd et al. 1997).

» Fenton reaksiyonu: H,0,, Fe*? ve diger gecis metalleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni,

Mo) varliginda indirgenerek OH' radikali olusturur.

Fe?' +H,0, > Fe® +OH +OH"

> Haber-Weiss reaksiyonu: H;O,, O, " ile reaksiyona girerek (Fe*? ve Cu*? katalizi

ile) hidroksil radikalini olusturur.
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O; +H,0,+H" - 0,+0OH+H,0

Suyun yliksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasiyla da OH' olusur.

HZO XE)nlarl OH +H

H202’nin UV 15181na maruz kalmasi ile de OH olusabilir.

H,0, —¥— 20H

» Hidrojen peroksit (H,0,): O, e bir elektron transferi (stiperoksit dismutasyonu)
ya da O’ye iki elektronun transfer olmasi (indirgenme) ile veya glikolat oksidaz ve D-

amino asit oksidaz ile direkt olarak meydana gelir.

20, + 2H" 2% 5 0, + H,0,

Bunlarin yaninda bagisiklik sistemine ait fagositik 6zellikli nétrofiller igerdikleri
myeloperoksidaz enzimi araciligiyla O, ’nin dismutasyonuyla olusan H»0,’1, kloriir
iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye doniistiiriirler. Oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi
yonden olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olugabilecegi gibi; siiperoksit
radikalinin nitrik oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu
sonucunda da olusabilir (Wright et al. 2002).

Alkil radikali, organik radikaller hidroksil radikali; yag asitleri, niikleik asitler,
karbohidratlar ve proteinler gibi ¢esitli molekiillerden bir proton g¢ikarip karbon

merkezli organik radikallerin olusmasina neden olur (Mugnaini and Lucarini 2007).
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Hidroksiperoksil radikali (HOO') siiperoksit radikalinin diisik pH’da (pKa 4.8)
protonlanmasiyla olusur ve daha kuvvetli bir oksidandir (Sharp et al. 2008).

Alkoksil radikali (LO) Fe*? gibi gecis metallerinin lipit hidroperoksid indirgemesi ile
olusur, okside LDL olusturarak hiicre 6liimiine yol agar (Coffey et al. 1995). Biyolojik
sistemlerde olusan reaktif azot tiirlerinin en 6nemlisi nitrik oksittir (NO’). Siiperoksit
radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan NO' ile birlesmesi sonucu bir reaktif
oksijen tiiri olan peroksinitrit (ONOQO’) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO;) ve
nitrat (NO3’) olusturmak iizere metabolize olur. Damar endotellerinde NOi nétralize
etmek i¢in stirekli olarak siiperoksit olusumu gerceklesmektedir (Massie 1993; Payzin

2000).

Hayvan hiicrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi
bilesiklerin otooksidasyonu O~ radikallerinin bir baska kaynagidir. Dihidroorotat
dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksigenaz

gibi enzimler de serbest radikal olusmasina sebep olurlar.

Peroksizomlar ¢ok onemli hiicre i¢i H2O, kaynagidirlar. Peroksizomlardaki oksidazlar,
stiperoksit iretmeden bol miktarda H,O, fretirler. H,O2’nin suya ayrismasini
katalizleyen katalaz (CAT) enziminin aktivitesi ¢ok yliksektir. Bundan dolayi

peroksizomlardan sitozole ne kadar H,O; gectigi bilinmemektedir.

Metal iyonlarinin  serbest radikalik reaksiyonlarindaki asil Onemi lipit
peroksidasyonundaki etkileriyle bilinir. O,”, OH, ROO" gibi radikaller lipit
peroksidasyonunu baslatirlar. Demir iyonlarinin lipit peroksidasyonunda 6nemi oldukga
biiyiiktiir (Kneepkens 1994; Loeckie 1999). Gegis metalleri lipit peroksidasyonunda
lipit hidroperoksitlerinin (LOOH) par¢alanmalarimi ve lipit peroksidasyonunun zincir

reaksiyonlarini katalizlemektedirler.

Serbest radikallerin hiicrelerde lipit, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi onemli

bilesiklere dnemli etkileri bulunmaktadir. O~ ve OH' sitoplazma, mitokondri, niikleus
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ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatir (Giilgin et
al. 20044, 2010, Giilgin 2011). Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna
"nonenzimatik  lipit  peroksidasyonu" denir. Hiicre membranlarinda lipit
peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri ¢oklu doymamis yag asitleridir. Coklu
doymamig yag asitlerindeki ¢iftli baglardan bir hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve
bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali niteligi kazanmasiyla lipit

peroksidasyonu baglar.

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon fiiriinleri olustururlar. Lipit peroksidasyonu

kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca zararhdir.

Lipid oksidasyonu; asagida gosterildigi sekilde, baslangic, ilerleme ve sonug
asamalarindan olugmaktadir. Oksidasyonun baslangi¢c asamasinda, baslatict bir radikal
(X) ile yag asidi (LH) substratinin reaksiyonu sonucu H atomu transferi yoluyla bir

lipid radikali (L-) olusmaktadir.

X +LH -XH + L

Ilerleme asamasinda, olusan L- radikaline oksijen eklenmesiyle peroksi radikali (LOO«)
meydana gelmekte ve bu peroksi radikali diger bir yag asidi (LH) molekiiliinden ayrilan
bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeni lipid radikallerine

doniismektedir.

L'+O0, - LOO"
LOO " +LH— LOOH+L
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Sonu¢ asamasinda ise olusan radikaller birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan
ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi stabil bozunma iiriinlerine doniismektedir

(Annakkaya 2012).

L +L
L *LOO  _, Stabil Bozunma Uriinleri
LOO" +LOO

Diger bir ifadeyle lipit peroksit radikalleri (LOO’), membran yapisindaki diger ¢oklu
doymamig yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol acarken
kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipit peroksitlerine (LOOH)

dondisiirler. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder.

L +0, — LOO"
LOO- +LH —> LOOH +L-

Lipit peroksit

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit peroksitlerinin (LOOH) yikilimi ortamda
bulunan demir ve bakir tuzlari gibi geg¢is metalleri iyonlar1 gerceklestirir ve olusan
peroksi ve alkoksi radikalleri peroksidasyonu uyarirlar (Kneepkens 1994; Loeckie
1999).

LOOH + Fe** = Fe’" + OH + RO (Alkoksi Radikali)
LOOH+Fe* — Fe?* +H* + RO, (Peroksi Radikali)
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Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize olurlar veya olustugu andan itibaren diger
hiicrelerde hasara yol agacak etkilere neden olurlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren

yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir.

N NN

Doymamus yag asiti

Lipid radikali

Hidroperoksit

Malondialdehit

Sekil 1.11. Ug veya daha fazla gift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu sonucu basta aldehitler olmak iizere alkan, alkol, hidroksi yag
asitleri gibi pek cok {iriin olusur. Olusan bu aldehitler oksidatif zarar1 artirmaktadir.
MDA, lipit peroksidasyonunda peroksit seviyelerinin belirlenmesinde indikator olarak

kullanilir. Genel olarak kanda ve idrarda ortaya ¢iktig1 i¢in varligir 6nemlidir. . Bunun



31

yant sira membran stabilitesinin bozulmasina ve fonksiyonlarinin yavaglamasina,
. . . . . . +2 .
membran reseptor ve enzimlerinin inaktive olmasina ve Ca'“ iyonlarinin membran

gegislerinin artmasina neden olmaktadir (Canorug et al. 2001).

Serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Oliime yol acarlar.
Hidroksil radikali (OH.) deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol acar. Piirin ve pirimidin bazlarina etki ederek modifikasyonlara neden
olur ki bu modifikasyonlarin olmas1 protein sentezinin aksamasi, inhibisyona ugramasi

demektir (Dizdaroglu 1991).

Hidrojen peroksit (H,O;) ise membranlardan kolayca gegerek DNA hasarina sebep
olurlar. Karbohidratlar serbest radikallere karsi yag asitleri kadar hassas degillerdir
ancak serbest radikallerin karbohidratlara etkisiyle ¢esitli triinler meydana gelir ve
bunlar bazi rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynarlar. Diyabet, koroner
kalp hastaligi, hipertansiyon, romatizma, Behget hastaligi, c¢esitli deri ve goz
hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta ve yaslilikta serbest radikal tiretiminin arttigi,

antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir (Giilgin et al.

20064a, Giilgin 2012).

Proteinler ise serbest radikallerden etkilenmesi amino asit dizimlerine bagli olarak
degisir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Bu etki sonucunda o6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden onemli
oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,”) veya H,0;
reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur. Ayni zamanda serbest radikaller
proteinlerin peptit baglarin1 koparip hiicrelerdeki proteinlerin yikimina neden olurlar.

Protein yapisindaki enzimlerin fonksiyonlarini bozabilirler (Altinigik 2000).
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1.7. Antioksidanlar

19. yiizyilda aragtimacilar metallerin oksidasyonunu yani paslanmasimi ve kimyasal
asinmalarii engelleyebilecek 6zel bir madde arayisina girmisler ve aradiklar
ozellikteki maddeyi kesfetmislerdir. Kesfettikleri bu maddeleride ““Antioksidan’’ olarak
adlandirmislardir. 20. yiizyilin ortalarinda ise gidalarin 6mriinii uzatmak i¢in ¢alisan
aragtirmacilar, antioksidanlar1 besinlere 1ilave ettiklerinde doymamis yaglarin
parcalanmasi sonucu ortaya c¢ikan kotii koku ve tadin engellendigi yani gidalarin
bozulmadigint ortaya koydular. Oksidasyona bagli olarak gerceklesen kot tat ve
kokunun olugmasinin engellenmesinde antioksidanlarin rolii biyiiktir. Ancak
antioksidanlar oksidan f{irinleri ortadan kaldirmaz ya da oksidasyonu tamamen
engelleyemezler. Bu maddeler gidalara ilave edilerek oksidasyon olayini geciktirir ya da
kismen engeller. Bu gelismeler olurken, diger taraftan devam eden arastirmalarda,
insanlarin  giinlik besinlerle aldiklar1 vitaminlerin bazilarinin antioksidan olarak

siiflandirilabilecegi anlasilmistir.

Daha sonra antioksidanlarin insan sagligina olan faydalari, yasam siiresini uzatmasi ve
yaslanmay1 yavaslatmasi gibi etkileri arastirilmaya ve tartisilmaya baslandi. Yasamimiz
i¢cin vazgecilmez olan oksijen aslinda bize garip gelse de belli kosullarda viicudumuza
zarar vermektedir. Oksijenin bu olabilecek zararinin nedeni, viicudumuzda oksijen
kullanilarak gergeklesen metabolik tepkimelerin sonucunda kimyasal tepkimeye

girmeye yatkin yani reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasidir.

Endiistriyel islemlerde gidalarin korunma siiresini uzatmak i¢in sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Ancak pek cok arastirici uzun siiredir besinlerin islenmesinde
kullanilan butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianisol (BHA), tersiyer
butil hidroksikinon (TBHQ) ve propil galat (PG) gibi sentetik antioksidanlarin canli
organizmada karsinojenik ve teratojenik etki gosterdigine dikkat ¢ekmektedir (Giilgin et

al. 2003; 20044; Giilgin 2012).
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Tiiketiciler genelde dogal antioksidanlari sentetik antioksidanlara tercih etmektedir.
Bitkilerin yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi serbest radikalleri
giderme, metal iyonlarla bilesik olusturma gibi ozelliklerinden kaynaklanmaktadir
(Sherwin 1990; Wanasundara and Shahidi 1998; Fernandez Lopez 2005; Giilgin et al.
2005a; 2006a).Bu nedenle uzun siireden beri, gidalarin koku ve tat gibi 6zelliklerini
artirmak i¢in katk1 olarak besinlere katilan baharatlar, dogal aromatik bitkiler ve bitkisel
kaynakli antioksidanlar giderek 6nem kazanmustir. Cizelge 1.4’te sentetik ve dogal

antioksidanlarin bazi 6zellikleri mukayese edilmistir.

Cizelge 1.4. Dogal ve sentetik antioksidanlarin avantaj ve dezavantajlar (Giilgin 2012).

Sentetik Antioksidanlar Dogal Antioksidanlar

e Ucuzdur. e Pahalidir

¢ Genis uygulama alanina sahiptir. e Baz iirlinlerin kullanimi sinirhidir.
e Giivenirliligi giderek azalmaktadir. e Zararsiz ve giivenilirdir.

e Bazilarinin kullanimi yasaklanmustir. e Kullanim, uygulama alan1 artmistir.
e Cozinirlikleri disiiktiir. e (Coziinirlikleri yliksektir.

e Bu antioksidanlara ilgi azalmaktadir. Bu antioksidanlara ilgi artmaktadir.

Tamami metabolize olmaktadir.

e Bazilar1 adipoz dokuda depolanmaktadir.

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “Antioksidan” adi verilir (Elliot 1999).
Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {iizere
ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek
bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen
bilesiklerdir (Diplock 1998). Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve
radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, tirik asit, bilurubin ve
polifenoller gibi bilesiklerdir (Ou et al. 2002a; 2002b). Ayrica antioksidanlar1 genel
olarak viicut i¢ci ve besin kaynakli antioksidanlar olmak iizere ikiye ayirmak da

miimkiindiir (Ak and Giilgin 2006; 2008).
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Insanda belli bash hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD'!m yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak
da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda antioksidan savunmadan
E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, f-karoten
ve a-l antitripsin sorumludur (Halliwel 1991). Viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri
reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsin serbest radikalleri kontrol altinda
tutmaktadir. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkli serbest radikaller iizerinde rol

oynadiklari i¢in birbirlerini tamamlayici niteliktedir (Diplock 1998).

Cizelge 1.5. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998)

Oksidan Antioksidan savunma
« Sigara duman « Siiperoksit dismutaz
. Egzersiz . Katalaz
« Cevre kirleticiler . Glutatiyon peroksidaz
« Atesli hastaliklar . Glutatiyon
« Radyasyon « Ubikinon
« Coklu doymamis yag asitleri . Selenyum
« Iskemi «  Urik asit
. Karsinojenler « A, CveE vitaminileri

Viicudun antioksidan dengesi diyetten biiyiik Olclide etkilenmektedir. Besin
yetersizlikleri nedeniyle viicudun savunma mekanizmalar1 tahrip oldugu zaman
hastaliklar olusur. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve savunma sistemlerindeki bir
yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasina ve oksidatif stres olusmasina

neden olmaktadir.

Antioksidan savunma sisteminin etkinligi; E vitamini, C vitamini ve karotenoidler gibi
antioksidan vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri iceren gidalarin yeterince alinmasina

baglhidir (Duthie et al. 1996). E vitamini (tokoferoller), yagda ¢oziinebilen baslica
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antioksidanlardan olup tiim hiicre membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag
asitlerini oksidasyona karst korumaktadir (Diplock 1998). E vitamininin yiiksek
dozlarda diyete ilavesinin LDL diizeylerini 6nemli 6l¢lide artirdig1 ve oksidatif strese

kars1 oldukga koruyucu oldugu bildirilmektedir (Reaven et al. 1993; Giilgin 2012).

Askorbik asit de viicudun ekstraseliiler sivilarinda bulunan ve suda ¢6ziinebilen 6nemli
bir antioksidandir. Viicutta sentezlenemedigi icin gidalarla digsaridan alinmasi
gerekmektedir. Askorbik asidin indirgen bir ajan olmasinin yanisira E vitaminini
rejenere etme Ozelligine de sahiptir (Diplock 1998; Giilgin 2012). Karotenoidler ise;
antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarina katilarak zararli hidrojen
peroksitlerin  olusum hizin1 azaltmak suretiyle gosterirler. Diyetteki 6nemli
karotenoidlerinden P-Karoten; sar1 ve turuncu sebze ve meyvelerde, yesil sebzelerde,
likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil sebzelerde bol miktarda
bulunmaktadir (Diplock 1998; Giilgin 2012).

Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan, hidrojen verici,
tekli oksijen yakalayici ve metal selatér olmalari nedeniyle 6nemli antioksidanlar
arasinda sayilmaktadir (Rice-Evans et al. 1995). Selenyum, bakir, manganez ve ¢inko
gibi mineraller de antioksidan enzimlerin yapilar1 ve katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir
(Diplock 1998).

Cizelge 1.6. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998)

Antioksidan Antioksidan Iceren Besinlerden Bazilar

« Cvitamini (askorbik asit) « Maydanoz, yesil biber, ispanak, asma
yapragi, brokoli ve benzeri yesil sebzeler

« E vitamini (tokoferol . Bitkisel yaglar, sebzeler, yagli tohumlar,
tahil taneleri, kuru baklagiller

. Polifenolik « Sogan, patates, lahana, brokoli, 1spanak,

antioksidanlar erik, siyah {liziim, turuncgiller, yesil ¢ay
. Karotenoidler « Havug, domates, portakal, 1spanak,

brokoli, lahana ve benzeri yesil ve sari
sebze ve meyveler, balik, siit, yuamurta

« Selenyum o Tahil iirlinleri, baklagiller, et ve balik
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1.8. Sentetik Antioksidanlar

Gliniimiizde kullanilan en yaygin sentetik antioksidanlara birer fenolik bilesik olan

BHA, BHT, TBHQ ve Troloks tur (Giilgin 2012).

OH OH H
C(CHJ), (HiC);C C(CHJ, C(CH,); HO
H,C

OCH, CH, OH

BHA BHT TBHQ Trolox

Sekil 1.12. Kullanilan en yaygin sentetik antioksidanlar

Yukarida molekiil yapilart verilen referans antioksidanlar, gida ve farmakolojik
uygulamalarda ¢ok yaygin olarak kullanilir. Sentetik antioksidanlar kat1 ve sivi yaglarin
bozunmasini azaltmak i¢in her zaman tercih edilmistir (Hudson 1990). Fakat BHA ve
BHT’ nin toksik ve kanserojen etkisi hakkinda siipheler oldugu icin yasal olarak
kullanimlari yasaklanmistir (Wichi 1988; Sherwin 1990). Bu nedenle, son zamanlarda
gida uygulamalar1 i¢in dogal ve giivenli antioksidanlara artan biiyiik bir ilgi soz
konusudur. Bununla birlikte dogal antioksidanlara tiiketiciler tarafindan da egilimin
artmasi dogal antioksidan kaynaklarini kesfetme girisimlerine hiz vererek, kayde deger

onemli gelismeler bu hususta literatiire kazandirilmistir (Giilgin 2006b, 2007).

Kullanilan dort biiyiik antioksidanin kullanimi gida ve yaglarda %0,02 olacak sekilde
siirlandirilmistir (Simic 1981). Bitkisel yaglar i¢in en uygun antioksidan TBHQ’dir.
BHA ve BHT kizarmis yag ve gida iirlinlerinde kullanilir. BHT ve BHA gibi bazi
sentetik antioksidan birlikte kullanildiginda sinerjik etkiye neden oldugu da
bildirilmistir. (Sherwin 1972; Omura 1995). Sinerjik etkiyle beraber antioksidan
kapasiteleri daha da artar (St Angelo 1996). BHA ayni zamanda PG ile de sinerjik
etkiye sahiptir. Sentetik antioksidanlarin toksikolojik davranislar1 biiyiikk olgiide test

edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda uzun siire kullanimlar1 zararh etkilerinden dolay1



37

tavsiye edilmemektedir. Bu baglamda, dogal kaynakli antioksidanlar, sentetik
antioksidanlara gore daha saglikli ve giivenli goriinmektedir (Valenzuela and Nieto
1996). 1980’den bu yana dogal antioksidanlar artik sentetik antioksidanlara alternatif

olarak kullanilmaya baslanmis ve daha da 6nem kazanmustir.

1.9. Dogal Antioksidanlar

Insan diyetinde genis bir antioksidan spekturumuna sahiptir. Bu bilesiklerin antioksidan
kapasitesine sahip olmalarinin yani sira, ayni1 zamanda yapisal 6zelliklerinden dolay1
ROS temizleme kapasitesine de sahip olduklar1 bilinmektedir. Diyette bulunan
antioksidanlarin en &nemli temsilcileri C vitamini, tokoferoller, karotenoidler ve
flavonoidler oldugu sdylenebilir. C vitaminin disinda her bir grupta yapisal olarak farkli
bir dizi bilesik bulunur. Ornegin karoteonid grubunda 600°den fazla farkli yapi
bulunmaktadir ve su ana kadar sadece %50’si tanimlanabilmistir (Sies and Stahl 1995;
Rice-Evans and Miller 1996; Giilgin 2012). Diyet sirasinda diyette bulunan farkli
bilesikler arasinda sinerjik etki meydana gelebilir. Ancak bu durumda bunlarin tespit ve
degerlendirilmesi ¢ok zordur. Yukarida da bahsettigimiz gibi diyette bulunan bilesikler
tek tek bir araya gelip sinerjik etki olduklar1 disiiniilmektedir (Diplock et al. 1998;
Giilgin 2012).

Askorbik asit (C vitamini) en az tehlikeli dogal antioksidanlardan biri olarak kabul
edilir (Bendich et al. 1986; Weber et al. 1996). Askorbik asit suda ¢oziinen bir
bilesiktir. Birgok gida ve bitki de yiiksek konsantrasyonlar da bulunur. Tipik olarak,
Askorbik asit bir oksidan ile reaksiyona girer, C vitamini elektron transferi ile radikal
zincir reaksiyonlarini sona erdirir. Askorbik asit, etkili bir indirgeyici ajandir. Bu
durumda konjuge bir sistem olusur ve bu nedenle gii¢lii bir antioksidan gibi davranma
kabiliyetine sahip olur. Bunu 6zetleyen reaksiyon Sekil 1.14’te verilmistir (Giilgin
2012).
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Sekil 1.13. Askorbik asitten enolat olusum mekanizmasi

Insan kan plazmasi 60 umol askorbat igerir. Askorbat ROS ile etkilestiginde dihidro-
askorbik asit bilesigi askorbik asite olusur. Dihidroaskorbatta dihidroaskorbat rediiktaz
enzimi tarafindan geri doniisiimlii olarak askorbik asitte cevrilir. Bu nedenle, sadece
dihidroaskorbat ile askorbat diizeyleri karsilastirildiginda Dihidroaskorbat ¢ok diisiik

seviyede bulunur. Sekil 1.13’de mekanizmasi verilmistir.

Askorbik asit ROS giderici olarak, O,", H,0, OH, 'O, karsi etkili oldugu
gosterilmistir. Sulu ¢ozeltilerde askorbik asit ayni zamanda reaktif azot tiirlerini de
giderme ozelligine sahiptir. Askorbik asidin diyetteki en onemli kaynaklari narenciye,
kivi, kiraz, kavun, domates iken ve brokoli, karnabahar, briiksel lahanasi ve beyaz

lahana gibi sebzeler ve meyvelerdir.

Son zamanlarda, Bursal ve Giilgin tarafindan (2011) yapilan bir calismada liyofilize
edilmis kivi meyvesinin (Actinida deliciosa) 100 g su ekstraktinda 105 mg C vitamini
oldugu belirlenmistir. Yapilan in vitro ¢alismalar, C vitamini tokoferoksil radikalini
rejenere ederek tokoferole doniistiirme oldugunu gostermistir (Niki et al. 1982, 1985;
Giilgin 2012).

ROO + TocOH — ROOH + TocO

TocO: + Askorbik Asit —_» TocOH +Askorbat
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Tokoferoller, E vitamini olarakta bilinir (Giilgin et al. 2005a; Giilgin 2012).
Tokoferoller en yaygin olarak kullanilan antioksidanlar oldugu belirtilmistir (Pokorny
1988). Tokoferoller, Tokoferol ve tokotrienol olarak iki grup halinde smiflandirilir.
Tokoferollerin dort izomeri vardir (a, B, v ve 8) ayri iki grup olarak diisliniildiigiinde

toplamda sekiz izomeri olusur.

Cizelge 1.7. Tokoferoller ve tokotrienollerin siniflandirilmasi

Re Ry
HO
R; o) R,
R
Tokoferoller Tokotrienoller
Rz_{ W } Rz_{ N N N }
Rs Rs R; R> R4 Rs Rz R,
a-Tokoferol: H CH; CH; CH; H CH; CH; CH;
B-Tokoferol: H CH; H CH; H CH; H CH;
y-Tokoferol: H H CH; CH; H H CH; CHs;
d-Tokoferol: H H H CH; H H H CHs;

Tokoferoller iz miktarda da olsa biitiin gidalarda bulunur. Bitkisel yaglar, findik ve
kepekli tahillar, tohumlar gibi gida kaynaklar1 yiiksek konsantrasyonda E Vitamini
igerir. En 6nemli Tokoferol grubu a-Tokoferoldiir. Diger Tokoferol gruplar1 yenilebilen
yaglarda daha diigiik antioksidan kapasiteye sahiptir. a-Tokoferol yagda ¢6ziinebilen bir
antioksidan bilesiktir. Buna ek olarak hiicre i¢i etki gostererek lipid peroksidasyonunu
azaltirlar. o-Tokoferol yagda ¢oziinebilen hiicre iginde ve hiicre disinda bulunan bir
vitamindir ve hiicre membranin1 oksidasyondan korur (Godbout et al. 2004). o-
Tokoferol’iin ana kaynag1 Avrupa diyetiyken, y-Tokoferol’iin en yaygin oldugu diyet
Amerika diyetidir (Jiang et al. 2001). o-Tokoferol yaygin olarak gida {iriinlerine
koruyucu olarak ilave edilir. Tokoferollerin serbest radikalleri giderme mekanizmasi

Sekil 1.14°de verilmistir.
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Sekil 1.14. a-Tokoferollerin serbest radikalleri giderme mekanizmasi

Dogal antioksidanlar mikroorganizmalar, mantarlar ve hayvan dokularinda hemen
hemen hepsinde bulunur. Fenolik bilesikler ikincil bitki metabolitlerdir ve dogal olarak,
hemen hemen tiim bitkilerin i¢inde bitkisel kdkenli gida iiriinleri de dahil olmak iizere
mevcuttur. Bu bilesiklerin hem hayvanlar hemde insanlarin ayrilmaz bir parcasi
olduklar1 disiiniilmektedir (Giilgin 2006b, 2012). Dogal antioksidanlar fenolik
bilesiklerdir, bunlarin en 6nemli gruplar1 tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir
(Gulgin 2012). Flavonoidler bitkilerde bulunan ortak bir bilesendir, ¢esitli bitki
tirlerinin yaprak, kok, govde, tohumlarindan izole edilmis 4000’den fazla flavonoid
olmakla beraber toplamda 8000 polifenolik bilesik vardir ki bunlarin sayis1 giin gectikce
artmaktadir (Harborne et al. 1999). Flavonoidler bitkilerde birer aromatik amino asit
olan fenilalanin ve tirozinden ayrica malonattanda olusmaktadir (Harborne 1986). Genel
olarak bahsettigimiz flavonoidler aslinda bir flavan c¢ekirdegidir ve bu flavan yapisi {i¢
halkali yapidan diizenlenmis 15 karbon icermektedir. Cizelge 1.8’de A, B ve C olarak

isimlendirilmistir.
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Cizelge 1.8. Flavonoidlerin molekiil yapilar1 (Giilgin 2012)

R4 Rs
Flavonlar  Apigenin H H H OH H
Cyrsin H H H H H
Luteolin H H OH OH H
Flavanoller Datiscetin OH H OH OH H
Quercetin OH H OH OH H
Myricetin OH H OH OH OH
Morin OH OH H OH H
Kaempferol OH H H OH
R, Ry
HO ° \\\\\\\\\\ @
(1
OH [e]
Rl RZ RS R4 R5
Flavanonlar  Hesperetin H H OH OCH; H
Naringenin H H H OH H
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Cizelge 1.8 (devam)

R, Ry
\ @
\
S

Ry

0]
HO
C

OH [e]

Ry R, R; R, Rs
Flavanonol  Taksifolin OH H OH OH H

izoflavonlar As A; R,
Genistein OH OH OH
Genistin OH Oglc OH
Daidzein H OH OH
Daidzin H Oglc OH
Biochanin A OH OH OCH;,
Formononetin H OH OCH;,

* Oglc: O-Glikozid

Flavonoidler ¢ok etkili antioksidan 6zellige sahip bilesiklerdir ve LDH oksidasyonunu

azaltarak bircok kardiyovaskiiler hastaliklara karsi korumaktadir. Bu 6zelliklerinden

dolay1r beslenmemiz ic¢in Onemli antioksidanlardan biridir. Giinliik alim miktar

flavonoidler i¢in 100 mg’in iizerindedir (Dragsted et al. 1997). Flavonoidlerin en

Onemli yarar1 oksidatif hasara karsi korumasi ve bazi cesitli enzimlerle spesifik

etkileserek aktivitesini arttirmasidir (Rice Evans and van Acker 1996; Middleton and

Kandaswami 1992; Williams et al. 2004). Flavonoidler antioksidan kapasitesine sahiptir
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bunu da 6zellikle metal selatlayarak, radikal gidererek yapmaktadir. Sekil 1.15’te metal

selatlama mekanizmasi verilmistir (Giilgin 2012).

Sekil 1.15. Flavonoidlerin metal selatlama mekanizmasi verilmistir

Son yillarda yapilan ¢alismalarda dogal antioksidanlari iceren gidalarin kanser, katarakt
ve kardiovaskiiler hastaliklarin olusma riskini onledigi bildirilmektedir. Bu koruyucu
etkileri nedeniyle 6zellikle meyve ve sebzelerin yapilarinda bulunan antioksidanlara

olan ilgi daha da artmistir (Baysal ve Ersus 1999; Géger and Giilgin 2011).

Karotenoidler sadece fitoplankton, algler, bitkiler ve sinirli sayidaki mantar ve bakteriler
tarafindan tiretilebilen, 700’{in iizerinde yagda ¢6ziinebilen ayrica karotenoidler pigment
kaynag olarakda bilinen maddelerdir. Genel olarak havug, domates, greyfurt, portakal,
1spanak gibi sebze ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sar1 ve yesil renklerinden sorumludur
(Frel 1994). Bitki kaynakli gidalarda a-karoten havugta, kapsantin kirmizibiberde, lutein
yesil yaprakli sebzelerde ve biksin anotto tohumunda yiiksek miktarda bulunur. Triplet
molekiilleri ve singlet oksijeni gidererek, serbest radikalleri inhibe eder ve hiicreyi

oksidatif stresten korur (Tee 1992).

Karotenoidler anti-kansorojen ve anti-oksidasyon etkiye sahiptirler. p-Karoten 6nemli
bir antioksidan madde olup doymamis yaglarin oksidasyonunu onleyerek serbest
radikallerin olusumunu baskilar. Serbest radikaller dokular ve hiicresel zarlardaki
enzimler, proteinler ve lipitlerin dejenerasyonunda oldukca etkili bir role sahiptir

(Canfield and Valenzuela 1993). Karotenoidler icerisinde dogada en fazla olanin
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Lutein’dir. Karotenoidler yapisal olarak hidrokarbon karotenler ve oksijen igeren
ksantofiller olmak {izere iki grupta toplanir. Hidroksillenmis karotenoidlerin yag asidi

esterleri dogada yaygin olarak bulunur (Paiva and Russell 1999).

Karotenoitler dogada bol bulunmalari, hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar
igermeleri, provitamin A aktivitesine sahip olmasi ve anti-kanserojen 6zellikleri ile gida
endistrisinde biiyilk Oneme sahiptir. Glinlimiizde sentetik gida renk maddeleri

tizerindeki sinirlamalar dogal karotenoidlere yonelimi hizlandirmistir (Giilgin 2012)

Simdiye kadar iizerinde en fazla durulan ve arastirma yapilan karotenoid, p-karotendir
(Gllgin 2012). PB-karoten bagirsak epitel hiicrelerinde A vitamine doniismekte ve
karacigerde palmitat esteri olarak depolanmaktadir. Kimyasal olarak karotenoit
yapisinda ve terpenoitler igerisinde yer alan B-karoten genellikle havug ve yesil yaprakl
bitkilerde bulunmaktadir. Fotosentez sirasinda zararli 1s18a karst fotokoruma,
antioksidan, kansere karsi koruma, immiin cevabi arttirma, tiimor gelisimini inhibe
etme, kardiovaskiiler hastaliklarin olugsma riskini onleme gibi o6zelliklere de sahip
oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle P-karoten besin ve ila¢ endiistrisinde Onem
tasimaktadir. Bazi Onemli karotenoitler sirasiyla o-karoten, P-karoten, Likopen ve

Lutein olmak tizere a¢ik kimyasal yapisi asagida verilmistir (Giilgin 2012).



45

Sekil 1.16. a- ve B-Karoten, Likopen, Lutein gibi karotenoitlerin agik kimyasal yapilari

Karetenoitler grubundan olan likopen de karoten gibi antioksidan 6zellik
gostermektedirler. Likopen sekiz izopren biriminden olusan kirmizi1 karetenoit
pigmentidir. Domates, karpuz, iiziim ve meyvelerde bol miktarda bulunur. Bitkilerde
yaygin olarak bulunan diger karotenoidler ise zeaksantin, violaksantin, neoksantin ve [3-
kriptoksantin'dir. Bitkilerin karotenoid igerikleri degisik faktorlerden etkilenir.
Olgunlasma seviyesi bu faktorlerden biridir. Domateste likopen miktarmin
olgunlasmayla hizla artis1 ve hasat sonrast da bu artisin devami dikkat ¢eken bir
ornektir. Likopenin saglik lizerine etkileri son zamanlarda en ¢ok arastirilan konulardan
biridir. Klinik arastirmalarda likopenin prostat kanseri, solunum ve sindirim yolu
kanseri, rahim kanseri, akciger kanseri gibi kanser tiirlerini farkli oranlarda onledigi

belirlenmistir (Giilgin 2012; Fennema 1996).

Dogal antioksidanlar besinlerde en az iki kimyasal formda bulunuyor. Ornegin besinler
C vitamininin hem dehidroaskorbik asit denen indirgenmis formunu hem de

askorbikasit denen ylikseltgenmis formunu icermektedir. C vitamininin sadece
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indirgenmis formunu igeren antioksidanlarin viicutta depolanmis demir kanaliyla
serbest radikallerin olusumunu tetikleyici etkisi oldugu ve besinlerdeki antioksidanlarin
gosterdigi etkiyi gosteremeyecekleri belirtilmektedir (Bjelakovic et al. 2007; Herbert
1997).

1.10. Antioksidanlarin Etkisi

Metabolizmada koruma gorevi yapan bu kimyasal bilesikler, kendi elektronlarini
vererek serbest radikalleri etkisiz hale getirirken bu sirada serbest radikal haline
gelmemektedirler (Prior and Cao 2000; Cetinkaya et al. 2012). Biyolojik sistemlerde
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi yasam i¢in temel bir ihtiyagctir.
Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonun bu

antioksidanlardan kaynaklandig: bilinmektedir (Cook 1996).

Antioksidan aktivite sergileyen biitiin maddelerin etki mekanizmasi dort sekilde olur.

»  Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme denilen toplayici etkidir. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

» Serbest radikallerin olugturduklar1 hasarin onarilmasini saglayan onarici etkidir.

> Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme denilen bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoitler
bu tarz bir etkiye sahiptirler.

» Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyen
zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

Son yillarda, antioksidanlarin organizmalari, dokular1 veya cansiz sistemleri oksidatif
strese karsi korudugu yapilan caligmalarla belirlenmistir. Bu calismalar fizyoloji,
farmakoloji, beslenme hatta gida isleme dahil olmak iizere birgok alanda yapilarak bu
goriis desteklenmistir (Magalhaes et al. 2009). Gida ag¢isindan antioksidanlar acilagsmay1

Onleyen, tazeligi koruyan ya da gidanin oksitlenmesini engelleyen maddeler olarak
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tanimlanir. Antioksidan gidalar ya da takviyeler besinlerin indiiksiyon siirelerini

uzatarak acilagsmay1 onler ya da geciktirir (Giilgin 2012).

Antioksidanlar genelde serbest radikalleri gidererek oksidasyonu inhibe ederler veya
geciktirirler. Bazen de antioksidanlar indirek bir mekanizmayla radikali giderir. Boyle
antioksidanlar birincil antioksidan diye tanimlanir. Birincil antioksidanlara o-Tokoferol
gibi fenolik bilesikler 6rnek verilebilirler. Bu antioksidanlar indiiksiyon donemi
sirasinda tiiketilirler. Ikincil antioksidanlar g¢esitli mekanizmalar ile serbest oksijen
radikallerini giderme ve metal selatlama dahil olmak iizere radikal olmayan oksijen
tiirlerini hidroperoksitlere doniistiirme 6zelliklerine sahiptir (Glilgin 2012). Antioksidan
maddelerin antioksidan kapasiteleri iizerine sadece yapisal Ozellikleri ve girdigi
reaksiyonlar degil ayn1 zamanda konsantrasyon, sicaklik, 1s1k seviyesi, sistemin ylizey
ozellikleri, fiziksel durum oksidan olarak hareket eden c¢ok sayida mikro parcalar ve
sinerjistler gibi bir¢ok faktor etkili olmaktadir (Giilgin 2012). Baz1 antioksidanlar iyi bir
sekilde antioksidan aktivite gosterirken, yiiksek sicaklik ve UV 1smlarinin bulundugu
baz1 sartlarda zincir reaksiyonlari sirasinda oksidan etki goOsteren serbest radikal
olusturabilmektedir. Sekil 1.17°de  BHT’nin lipit peroksidasyonunu Onleme

mekanizmas1 gosterilmektedir.

OH o)

o)
LOO LOOH LoO
A N »
e
CHy HC  OOL e~ “0OL

Sekil 1.17. BHT nin serbest radikal olusturma mekanizmasi (Giilgin 2012)

Bilindigi kadariyla insan viicudunda metabolitik aktiviteler ve mekanizmalar sonucunda
0,", H,0,, 0, ve azot radikalleri gibi ROS ve RNS’ler diye adlandirilan serbest
radikaller olugsmaktadir. Caligmalar gosteriyorki bu radikaller giinlimiizde bulunan
kanser basta olmak {izere, Alzheimer, Parkinson gibi g¢esitli kronik hastaliklarin
sebebidir (Davies 2000; Finkel and Holbrook 2000; Giilgin 2012). Bu etkiler nedeniyle
yukarida da bahsedildigi gibi antioksidan sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Zaten
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metabolizmada oksidan- antioksidan gibi dengeli bir sistem mevcuttur. Ancak bu
dengede bozulma meydana geldiginde oksidatif stres olusumuyla tehlikeler olugsmaya
baslar ve bu nedenle disaridan antioksidan takviyesi almak son zamanlarda giderek

artmistir.

Siniflandirma yaparak antioksidanlar1 sentetik antioksidanlar ve dogal antioksidanlar
olarak siniflandirmistik. Ragbetin artmasi ilk onceleri daha ¢ok sentetik antioksidanlara
olsa da sonra zararl olabilecekleri diistincesi insanlar1 daha ¢ok a-tokoferol, A, C ve E
vitaminleri, karotenoidler, flavanoidler gibi dogal antioksidanlara yonlendirmistir
(Giilgin 2012). Bu antioksidanlarin kapasitelerinin arastirilmasi ¢alismalarida in vivo
olmasinin yani sira in vitro da devam etmekte ve onemli sonuglar elde edilmektedir.
Yapilan 6nemli in vitro antioksidan kapasitesi belirleme metodlari, linoleik asit lipit
peroksidasyonu, toplam radikal yakalama antioksidan metodu (TRAP), oksijen radikali
absorblama kapasitesi metodu (ORAC), Fe*® indirgeme metodu, Cu*? indirgeme metodu
(KUPRAK), DPPH" radikal giderme metodu, ABTS radikal giderme metodu, DMPD
radikal giderme metodu, O, giderme metodu ve metal selatlama metodu 6rnek olarak
gosterilebilir. Bir antioksidanin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in en az metotta

degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir.

1.11. En Yaygin Kullanilan Antioksidan Metotlar

Antioksidan aktivitenin ilkesi, serbest radikali notralize edecek bir elektronun varligina
dayanmaktadir. Ayrica antioksidan aktivite aromatik halkadaki hidroksilasyon diizeni
dogas1 ve sayisti ile iligkilidir. Hidrojen verici olarak davranmasi ve oksidasyonu inhibe
etmesi, fenol halkasindaki OH" gruplarinin sayisinin artmasiyla alakalidir ve hidroksil
gruplarinin sayist artikca bu durum artar. Fenolik bilesikler, meyve, sebze, cay,
zeytinyagi ve bunun gibi bitkilerde yaygin olarak bulunan fitokimyasallarin bir
grubudur. Son zamanlarda antioksidan 6zellik sergileyen maddelere ilgi, insan sagligina

yararlari, gida koruma acisindan 6nemi nedeniyle artmaktadir.
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Sonug olarak antioksidanlar sadece saglik icin degil gida koruma teknolojisinin de
vazgecilmezleri arasindadir. Son yillarda antioksidan maddeler artmakta olan ilgi
beraberinde bilim adamlarin1 daha ¢ok arastirma ve calisma yapmaya yonlendirmistir.
Yapilan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan antioksidan metotlar Fe**-Fe*? indirgeme
kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlari (Cu*®) indirgeme kapasitesi, FRAP
metoduna gore indirgeme kapasitesi, O, giderme, ABTS™ giderme, DPPH- giderme,
DMPD™ giderme aktiviteleri, ferrozin ve bipiridil reaktifleri ile ferréz iyonlar: (Fe+2)
selatlama aktiviteleri ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite

tayini metotlaridir.

1.12. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, oksijenli aromatik bilesiklerden olup, bir veya daha fazla OH grubu
tagiyan en az bir aromatik halkaya sahip organik yapidaki maddelerdir. Renksizdirler
ancak hava ile temas ettiklerinde kirmizi renk gosterirler. Suda ¢6ziinmelerininin
yaninda, alkol, eter gibi organik ¢oziiciilerde ¢ok iyi ¢oziiniirler. Seyreltik ¢ozeltileri
dezenfektan olarak kullanilir. Polifenoller, flavonoidler gibi birden ¢ok polimerin ¢ikis

maddesidir.

Fenolik bilesikler son 30 yil i¢cinde iizerinde oldukg¢a fazla ¢calisilmis ve yapilar1 daha 1yi
aydmlatilmistir. Fenolik bilesikler temel yapilarinda benzen halkasi iceren maddelerdir.
Fenolik bilesikler bitkilerde fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Biitlin
bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini
baz1 zararlilara karsi korumada rolleri oldugu sanilan c¢ok sayida farkli nitelik ve
miktarlarda ¢esitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Anonmyous 1984). Fenolik
bilesikler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar. Fenolik bilesikler
bitkiler aleminde o kadar yaygindir ki hemen her meyve ve sebzede az ya da cok
miktarda bulunmaktadir (Shahidi and Wanasundara 1992; Moure et al. 2001). Bitkilerin
ikincil metabolizma iirlinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin

bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
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tanimlanmistir (Kafkas et al. 2006). Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan

fenolikler eklenmektedir.

Meyveler, Ozellikle icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal
etkilerine bagl olarak saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak
degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giileryliz 2004). Fenolik bilesiklere, beslenme
acisindan olumlu etkilerinin olmasi nedeniyle "biyoflavonoid" adi da verilmektedir.
Bazi kaynaklarda P faktorii (permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da
adlandirilmaktadirlar (Saldamli 2007; Cemeroglu 2004). Ayrica gida bileseni olarak
fenolik bilesikler; enzim inhibisyonuna neden olmalari ve degisik gidalarda kalite
kontrol kriteri olmalar1 gibi nedenlerle de Onem tasimaktadirlar (Saldamli 2007,
Anonim 2006). Fenolik asitlerin antioksidan kapasiteleri molekiil yapilariyla iliskilidir.
Benzen halkasina bagli OH gruplarinin ya da diger gruplarin pozisyonlar1 son derece
onemlidir. Tablo 1.9’da verildigi gibi fenolik asitleri hidroksisinamik asitler ve

hidroksibenzoik asitler olmak {izere iki ana grupta toplamak miimkiindjir.

Cizelge 1.9. Hidroksibenzoik ve Hidroksisinamik asit tiirevleri

o (e}
OH AN OH

Benzoik Asit Sinamik Asit
Gallik asit Kafeik asit
p-Hidrobenzoik asit p-Kumarik asit
3,4-Dihidrobenzoik asit Rosmarinik asit
Vanilik asit Ferulik asit
Sirinjik asit Sinapik asit
Protoketoik asit Klorogenik asit

Hidroksibenzoik asitler C¢-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde eser

miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asit
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asitlerdir. Hidroksibenzoik asitler gidalarin yapisinda genellikle eser miktarlarda (10
uM kadar) bulunur veya hi¢ bulunmayabilirler. Hidroksibenzoik asitler,
hidroksisinamik asitlerden yag asitlerinin B-oksidasyonu ile analog olan bir reaksiyon

zinciri sonucunda olugmaktadir (Giil¢in 2012).

Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok yaygin
bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir.
Hidroksisinamik asitler bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar ve fenilpropan
halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli ozellik
gosterirler. Hidroksisinamik asitler ancak ¢ok az miktarlarda serbest halde bulunurlar,
cogunlukla asit tiirevleri halindedirler. Hidroksisinamik asitin esterleri de gidalarda ¢ok
yaygindir. Hidroksisinamik asit glikozidleri ve amidleri de bir¢ok bitkide bulunmaktadir
(Giilgin 2012).

Fenolik asitler, p-hidroksibenzoik, 3,4-dihidroksibenzoik, vanillik, sirinjik, p-kumarik,
kafeik, ferulik, sinapik, klorojenik ve rosmarinik asit gibi fenolik asitlere bitkiler
aleminde siklikla rastlanmaktadir. Organik asit esterleri veya glikozitler olarak
bulunmaktadirlar. Hidroksil grubunun varligi ve pozisyonu antioksidan aktivitede
oldukca 6nemlidir. Ancak fenolik bilesiklerin asir1 alinmasinin sakincali olabilecegi ve
bu durumunda toksik etki gosterdigi ve girtlak kanserine neden oldugu da One
stiriilmektedir. Ancak diizenli olarak alindiginda viicudun koruma mekanizmasini
gelistirerek kanser riskini azalttigi belirtilmistir. Ayrica fenolik antioksidanlar, Ca*?
homeostasisi tizerindeki etkileriyle, koroner kalp yetmezliginde de oOnleyici role

sahiptirler (Shahidi and Naczk 1995).

1.13. Sinefrin

Turunggillerin insan diyetindeki yeri dikkate alindiginda 6zellikle C vitamini agisindan
olduk¢a zengin bir kaynak oldugu bilinmektedir (Cemeroglu et al. 2001). Turung
meyvesi 45-90 mg/100 g C vitamini igerigi ile olduk¢a 6nemli bir kaynaktir. Ayrica
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turung meyvesinin 100 g yenilebilir kisminin 290 pg A vitamini (karotenoit formunda),
100 pg tiamin (B1 vitamini), 40 pg riboflavin ve 0,3 mg niasin igerdigi bildirilmistir
(Mortensen and Skibsted 1997).

Turunggiller, son yillarda saglikli beslenmedeki 6nemleri daha fazla anlasilan ve lif
bakimindan da oldukga zengin, saglikli beslenme agisindan da bir o kadar 6nemli bir
kaynaktir. Diger meyvelerdeki gibi turunggillerde de diyet lifler Gzellikle meyve
kabugunda meyve etine gore daha fazladir (Gorinstein et al. 2001). Bu durum turunggil
kabuklarindan yapilan kabuk regeli gibi iriinlerin lif agisindan zengin bir kaynak
oldugunu diistindtirmektedir. Turunggiller 6zellikle saglikli beslenme agisindan énemli

olan fenolik bilesiklerce de zengindir.

Turun¢ meyvesinin iceriginde ¢ok fazla fenolik bilesik oldugu ve bunlardan biri olan
Sinefrin’in yapilan aragtirmalarda ozellikle lizerinde durulmustur. Sinefrinin kimyasal
yapist Efedrin ile benzerlik gostermektedir. Sinefrin alkaloid yapisinda bir bilesiktir, m-
Sinefrin (Fenilefrin) ve p-Sinefrin gibi farkli izomerleri vardir (Santana et al. 2008).
Turung meyvesinde Sinefrin bilesigine ilave olarak Oktopamin, Tiramin, N-
Metiltiramin ve Hordenin alkaloidleri de bulunmaktadir (Pellati and Benvenuti 2002;
Putzbach et al. 2007). Yukarida da bahsettigimiz gibi bu igeriklere ragmen
arastirmalarda 6zellikle Sinefrin lizerinde durulmustur. Sinefrin suda ¢oziiniir olup hava
ve 1sikta stabildir. Penzak ve arkadaslar1 ise taze sikilmig turung suyunda 56,9 pg/ml
Sinefrin bulundugunu tespit etmislerdir (Penzak et al. 2001). Cogunlukla turung
meyvesinin aktif bileseni Sinefrin olarak bilinmektedir. Turung meyvesi i¢germis oldugu

Sinefrin maddesinin kilo vermeye yardimci oldugu diisiiniilmektedir.

OH

NH
CHj

HO

Sekil 1.18. Sinefrin’in agik yapisi
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Sinefrin hem enerji tiiketimini hizlandirirken ayni zamanda istahi keserek gida ve
dolayisila enerji alimmi azaltir. Bu sekilde kilo vermeye yardimecr oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica Sinefrinin B-adrenerjik uyar1 yoluyla adipoz dokularindaki

yaglarin yakilmasina yardimci oldugu da belirtilmektedir (Haaz et al. 2006).

Amfetaminler, kokain ve efedrin gibi sempatomimetik aminler, uyaricilar sinifindandir.
Sempatomimetik aminler bobrekiistii bezinden salgilanan adrenalin ve noradrenalin
hormonlarinin  etkilerine benzer etki gosteren maddelerdir. Uyarict  etki
gostermektedirler. Uyaricilar ise oksijen tiiketiminde artisa, solunum yollar1 ve
barsaktaki diiz kaslarda gevsemeye, solunumsal uyarimda artisa, tiikriik salgisinda
azalmaya, ve gozbebeginde genislemeye neden olurlar. Uyaricilar merkezi sinir sistemi
tizerine dogrudan etkiyle uyarim yapan maddelerdir. Metabolizma hizina, beyin,
omurilik ve kalp lizerine uyarici etkileri vardir. Uyaricilar viicutta, uyaniklik, toplam
uyku siiresinde azalma, yorgunlugu geciktirme, reflekslerde, kan basincinda, kalp atim
hizinda ve metabolik hizda artis gibi etkilerde bulunur. Efedrinin doping olarak ve
zayiflama ilaci olarak kullanimi artmistir. Son yillarda Efedrin bu etkilerinden dolay1
yasaklanmistir. Bunun bir sonucu olarak aragtirmacilar yeni arayiglara girmis ve
Efedrine benzerligiyle dikkat geken Sinefrin’in 6nemi daha ¢ok artmis ve 6zellikle istah

kesici yoniinden yola ¢ikarak ¢alismalar bu agidan yogun bir sekilde devam etmektedir.

1.14. Fenilefrin

Fenilefrin sentetik yapida sempatomimetik bir amindir. Katekol tiirevi degildir ancak
katekolaminlerden daha etkilidir. Farmakolojik bakimdan daha eski bir ilag olan
Metoksamine benzer. ol-adrenerjik reseptorlerini direkt olarak ve gii¢lii bir sekilde
etkiler (Dogan 2011). Fenilefrin sistemik dekonjestan olarak oral yoldan ¢ogu zaman
diger ilaclarla kombine halde alinir ve nazal tedavi icin intranazal olarak da uygulanir.
Goze topikal olarak uygulandiginda midriyazis olusturur. Bu nedenle oftalmolojide
siklikla diyagnostik amagla kullanilir. Fenilefrin damar yoluyla verildiginde gii¢li
vazokonsriktdr (kan damarlarini biiziicii) 6zelliklere sahip oldugu belirtilen sentetik,

secici, sempatomimetik bir ajandir. Fenilefrin’nin kalbin beta alicilar1 lizerinde az etkiye
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sahip oldugu belirtilmistir. Giiglii bir vazokonstriktor oldugundan, enjekte edilebilir.
Fenilefrin preparatlari, atardamarlar1 ve kilcal damarlari daraltarak kan basincini arttiran

kimyasal madde olarak kullanilabilir.

OH

HO. NH

CHg3

Sekil 1.19. Fenilefrin’in agik molekiil yapisi

Fenilefrin hem direk hem indirek sempatomimetik etki gosterir. Kardiyovaskiiler
etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin parenteral yoldan verilmesi gerekir. ol-adrenerjik
reseptorler iizerinde direkt etkisiyle giiclii stimiilan etki yapar. Bu direk agonist etki
ilacin baskin etkisidir. Fenilefrin terapotik dozlarda kalpteki B1-adrenerjik reseptorler
tizerinde Onemli sayilabilecek bir etki olusturmamasina ragmen, yiiksek dozlarda
verildiginde kalpteki bu reseptorleri uyarabilir. Damar yoluyla verildiginde, kalp hizim
yavaglatir fakat atig giliciinii arttirir. BOylece sistolik ve diyastolik basinglarinda bir
artisa neden olur. Fenilefrin adrenerjik sinirlerin terminal depolanma yerlerinden
noradrenalin saliverilmesine de yol agar. Dekonjestan olarak kullanilacaginda koroner
kalp hastaliklari, hipertansiyon gibi sorunlari olan veya beta bloker ilaglar kullanan

kisilerde kullanilmamalidir. Metabolitleri halinde idrarla atilir (Dogan 2011).

1.15. Calismanin Amaci

Reaktif oksijen tiirleri antioksidanlar gibi hiicre bilesenleri tarafindan giderilmezlerse
birgok hastaliga sebep olurlar. Dogal antioksidanlarin kullanimimin profilaktik etki
gostererek bu hastaliklarin olugsma riskini azaltir. Bundan dolayr arastirmacilar dogal
kaynakli potansiyel antioksidan etkili maddelerin bulunmasma yoénelik c¢aligsmalari
yogunlastirmiglardir. Alternatif olarak dogal ve gida kaynakli antioksidan kaynaklarina

ozellikle de bitki orjinli olanlarini teshis etmeye ihtiya¢ duyuldugundan son yillarda
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bunlara olan ilgi oldukga artmistir (Prieto et al. 1999; Giilgin et al. 2009 , 2006b, 2007
a;b). Ayrica bazi fenolik maddelerin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen
maddeleri oksidasyondan koruduklari da bilinmektedir (Harborne 1994; Shahidi and
Naczk 1995; Giilgin 2006b; Moure et al. 2001). Bitkisel organizmalarda meydana gelen
fenolik yapili bilesiklerin ve fenolik bir bilesik olan Sinefrin ve Fenilefrinin kimyasal

yapilarindan dolay1 potansiyel antioksidan aktiviteye sahip olduklart diisiiniilmektedir.

Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda bir mono fenolik olan Sinefrin ve Fenilefrin’in
antioksidan ozellikleri arastirildi. Ayrica yukarida agik formiilleri verilen ve anlatilan,
fenolik yapiya sahip her iki bilesigin ¢alismamiz kapsaminda antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi ve mekanizmalarinin aydinlatilmasinin yan1 sira taze insan kanidan
saflastirilacak olan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I ve II) iizerinde inhibisyon
etkileri ve AcHE {izerine inhibisyon etkileri de arastirildi. Bu iki enzim metabolizmada

oldukga 6nem arz etmektedir.

PN

Fizyolojik sartlarda insan eritrositlerindeki hCA enzimlerinin olduk¢a degistigi
goriilmiistiir. hCA aktivitesindeki degisiklikler diyabet, seker hastalig1 ve hipertansiyon
gibi metabolik hastaliklarla ilgilidir (Giilgin et al. 2004f). Ote yandan AChE enzimi
baslica beyinde, sinir hiicrelerinde, kasta ve eritrositlerde bulunur (Wilson and
Nachmansohn 1954). AChE nérotransmitter bir madde olarak gorev yapan asetilkolinin
(ACh) kolin ve asetik asite hidrolizinden sorumludur (Vale 1998; Goger et al. 2013).
AChE aktivitesinin engellenmesi durumunda sempatik ve parasempatik motor sinirler
ve merkezi sinir sistemi ¢alismasinda degisiklikler olusur (Lotti 1995). Alzheimer
hastaliginin tedavi siirecinde AChE inhibitorleri kullanilmaktadir, sentetik inhibitorleri
inhibisyonun yaninda farkli yan etkilere sebep oldugundan, dogal inhibitor kaynaklarina

yonelim olmaktadir.

Calismamizda kullanilan ~ Sinefrin  ve Fenilefrin’in  inhibisyon 6zelliklerinin
calisiimasinin yaninda antioksidan 06zellikleri de arastirilacagindan elde edilen
sonuglarin tedavi amaclh kullanilacak ilaglarin dizayni ve farmokolojik uygulamalari

icin 6nemli bir katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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2. KAYNAK OZETLERI

CA enziminin saflastirma ve karakterizasyon calismalar1 daha ¢ok hayvan dokularindan
yapilmustir. Bitkilerde ise bu konuda son yillarda ¢alismalar yogunlagmustir. Bitki CA
enzimleri ile hayvan CA enzimleri arasinda ¢esitli farkliliklarin oldugu ¢alismalar ile
tespit edilmistir (Atkins et al. 1972). CA sigir eritrositlerinden saflagtirmasi ise 1930’Iu
yillarin sonlarinda ancak gerceklestirebilmistir. Daha sonralar1 Keilin and Martin (1944)
hCA aktivitesi ile Zn igerigi arasinda baglant1 oldugunu belirterek Zn’nun katalizlemede
cok o6zel bir rolii oldugunu bulmuslardir. Bu sekilde hCA enzimi tanimlanan ilk
metalloenzim olarak tarihe gegti. Daha sonra hCA enzimi, suda yasayan canlilarda da
olmak iizere bir¢ok bitki, mantar, bocek, sican ve memeli dokular1 gibi genis bir canl
toplulugunda tespit edilmeye baslandi (Burt et al. 1992; Bottcher et al. 1994; Krungkrai
et al. 2001; Beydemir et al. 2005; Yu et al. 2006). Enzim goz, ciger ve merkezi sinir
sistemi gibi ¢ogu dokuda da dagilmistir (Beydemir and Giilgin 2004). Enzimin
bitkilerdeki molekiil kiitlesi 160-260 kDa arasinda hegzamerik yapida oldugu ve
memelilerde ise molekiil kiitlesi 30 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir (Feldstein and
Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002). Maydanoz bitkisi CA
enziminin hegzamerik yapida oldugu ve molekiil agirliginin 180 kDa oldugu bu yoniiyle

de hayvan CA enziminden farkli oldugu belirlenmistir (Tobin 1970).

Yapilan diger bir arastirmada ise hava soluyan baliklardan olan Amia calva’larda
solunga¢ ve hava kesesi CA izoenzimlerinin karakterizasyonu ve hiicre icindeki
dagilimlarini incelemislerdir. Solungaclardan elde edilen CA enziminin, diferansiyel
santrifiij ile belirlenen hiicre i¢i fraksiyonlar1 dagiliminin biiyiik bir ¢ogunlugunu
sitoplazmik orjinli oldugu bildirilmistir. Cesitli denemeler sonucunda, solungaglarda bir
tek CA izoenziminin oldugu ve CA II’ye benzedigi belirlenmistir. Solungaclarda
gbzlenen durumun aksine hava kesesinde bulunan CA’nin membrana bagli mikrozomal

orjinli oldugu bulunmustur (Gervais and Tufts 1999)

CA enzimleri, hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarinin birgogunun tedavisinde

kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamit (C4HgN4O3S,), Dorzolamit
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(C10H16N204S3) ve Brinzolamit (C12H21N305S3) gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar
CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitérleridirler. Ornegin CA inhibitorleri insanlarda
glukom hastaligi, 6dem ve epilepsi tedavilerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir
(Biilbiil et al. 2003; Akincioglu et al. 2013) Bununla birlikte bir¢ok kimyasal ve atik
madde de bu enzimin aktivitesini Onemli Ol¢lide azaltmakta ve hatta tamamen
durdurabilmektedir. Lionetto ve grubunun yapmis oldugu ¢alismada, bir kemikli balik
olan yilan baliklarinda (Anguilla anguilla) kadmiyumun in vitro sartlarda, hem solungag
hem de barsak CA izoenzimlerinin aktiviteleri lizerine etkisini arastirmis, solungag ve

barsak homojenatlarinda CA aktivitelerinin 6nemli oranda inhibe oldugu gézlenmistir.

Daha onceden de belirtildigi gibi katekinler, flavonlar, flavonoller ve fenolik asitlerdir
en ¢ok bilinen polifenolik bilesiklerdir (Shahidi and Naczk 1995; Giilgin 2012).
Polifenolik bilesiklerin en c¢ok bulundugu kaynak ise bitkisel kayanakli meyve ve
sebzelerdir. Giinimiize kadar bu konularda binlerce ¢alisma yapilmigtir. Son
zamanlarda farkli kaynaklardan saflastirilan veya saf maddelerin antioksidan ve radikal
giderme aktiviteleri yogun bir sekilde arastirnlmistir ve arastirilmaya da devam
edilmektedir. Bu baglamda propofol (Giilgin et al. 2005a), baz1 dimerik fenol bilesikleri
(Giilgin and Dastan 2007), dantrolen (Biiyiikokuroglu et al. 2001), melatonin (Giilgin et
al. 2002; 2003b; Giilgin 2008), serotonin (Giilgin 2008), morfin (Giil¢in et al. 2004a),
kafeik asit (Glilgin 2006a), L-karnitin (Giilgin 2006b), L-Adrenalin (Giilgin 2009), L-
Tirozin ve L-Dopa (Giilgin 2007), kurkumin (Ak and Giilgin 2008) ve rezveratrol
(Giil¢in 2010) gibi saf ve biyolojik acidan 6nem arz eden molekiillerin antioksidan ve
radikal giderme aktiviteleri c¢alisilmis ve bu maddelerin bazilar1 i¢in muhtemel
mekanizmalar One siirtilmustiir. Belirlenen aktiviteler birer standart antioksidan olan

BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile mukayeseleri yapilmustir.

Bunlara ek olarak farkli kaynaklardan saflagtirilan maddelerin veya saf maddelerin
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir ve bu konudaki arastirmalar devam etmektedir.
Son zamanlarda Perilla pankinensis bitkisinden total olarak saflastirilan antosiyaninler
(Giilgin et al. 2005b), sarmasik bitkisinden a-hederin, hederasaponin-C, hederakolsizit-

E ve -F saponinleri (Giilgin et al. 2004d), Chionanthus virginicus bitkisinden Oleoropin
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ve Ligustrozit gibi sekoiridoidler saflastirillmis (Giilgin et al. 2009) antioksidan ve
antiradikal aktiviteleri incelenmistir. Vinca herbacea bitkisinden ise majdin ve
izomajdin maddeleri saflastirilmis ve bu maddelerin apoptotik, antioksidan ve
antiradikal Ozellikleri incelenmistir (Giilgin et al. 2012b). Serotonin (Giilgin 2008),
rezveratrol (Giilgin 2010), propofol (Giilgin et al. 2005a), eugenol (Giilgin 2011), kafeik
asit fenetil esteri (Goger and Giilgin 2011), Pistacia terebinthus L. (Goger 2013), gibi
maddelerin de son zamanlarda antioksidan aktiviteleri arastirllmis ve standart
antioksidan olan o-Tokoferol ve troloks ile mukayeseleri yapilmis ve muhtemel

mekanizmalar ileri siirlilmustiir.

Bunlarin disinda kivi (Dawes and Keene 1999), nane (Elmastas et al. 2005), karnabahar
(Koksal and Giilgin 2008), ¢ilek (Abuja et al. 1998), lavanta (Giilgin et al. 2004d),
karanfil (Gtilgin et al. 2004d), kiraz sap1 (Cerasus avium L.) (Bursal et al. 2013), 1sgin
(Oktay et al. 2007), turunggiller (Saleh et al. 1998), brokoli (Giilgin et al. 2004b),
kizilcik (Giilgin et al. 2005c), defne (Elmastas et al. 2006a), mantar (Elmastas et al.
2006b), anason (Giilgin et al. 2003a), madimak (Polygonum cognatum) (Yildirim et al.
2001), evelek (Rumex crispus) (Yildirim et al. 2001), reyhan (Giilgin et al. 2007a),
semizotu (Oliveira et al. 2009), karabiber (Giilgin 2005), 1sirgan (Giilgin 2002), su
mercimegi (Giilgin et al. 2009b), meyan kokii (Glycyrrhiza glabra L.) (Serbetgi and
Giilgin 2009),zencefil (Stoilova et al. 2007), okse otu (Ugar et al. 2006), ogulotu
(Koksal et al. 2011), targin (Chua et al. 2007, 2008 mi) ve kuru erik (Donavan 1998)
gibi birgok meyve ve sebze ile zencefil yagi (Singh et al. 2008) ve karanfil yag: (Giilgin
et al. 2012) gibi bitkisel yaglarin ve propolisin (Giilgin et al. 2010) antioksidan aktivite
aragtirtlmistir. Ayrica zeytinyagi (Blekas et al. 1998) ve meyve sularinda (Wen et al.
1999) da yiiksek antioksidan aktivite belirlenmistir. Ayrica patates (Friedman 1997),
sogan (Ewald et al. 1999), fasulye (Ewald et al. 1999) ve 1spanak (Gil et al. 1999) gibi

cesitli sebzelerin de antioksidan aktiviteleri oldugu bildirilmistir.

Ayrica diger dogal antioksidan kaynaklari arasinda baharatlar, sifali bitkiler, ¢aylar,
ucucu yaglar, tohumlar, tahillar, hububatlar, meyveler, sebzeler, enzimler ve proteinler
de sayilabilir (Gokalp 2006). Antioksidanlarin kanser dahil bir¢ok kronik hastaligi
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engelledigi ve tedavi etme 6zellikleri yaygin sekilde incelenmistir (Shahidi and Naczk
1995).

Antioksidanlar saglik alaninin disinda bir¢ok endiistriyel alanda da kullanilmaktadir.
Antioksidanlarin bilinen en eski kullanim alanlarmin basinda gida ve kozmetik
tirtinlerininin  bozulmasmin engellenmesinde kullanilmasidir. Kozmetik iiriinlerinde
koruyucu katki maddesi olarak kullanilan antioksidanlar ayni zamanda yakitlara,
kaucuga ve petrole bozunumlarini ve polimerizasyonlarini 6nlemek i¢in dengeleyici

olarak ilave edilmekte ve kullanilmaktadir.

Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC) taniminda antioksidanlar “gidada yagin
acillasmasmi ve renk degisimleri gibi oksidasyon tepkimeleri sonucunda olusan
bozulmalar1 Onleyerek raf Omriinii uzatan maddeler” olarak tanimlanmaktadir.
Antioksidanlar yaglarin oksidatif bozulmalarini diger bir deyisle renk, koku, tat,
goriinlis ve gida degeri gibi 6nemli 6zelliklerinin kaybolmasini 6nleyerek gida kalitesini
korumakta ve ayni zamanda bakteri ve kiiflerin neden oldugu bozulmalara kars1 da iyi
bir koruyucu olarak gorev yapmaktadir. Askorbik asit (AA, E300) ve E vitamini (E306)
dogal antioksidanlar arasinda sayilabilirken BHA (E320) ve BHT (E321) ve TBHQ
(E319) ise petrol kokenli sentetik antioksidanlar olarak nitelendirilmistir (Bjelakovic

2007; Herbert 1997).

Bunun yaninda, genel olarak bahsedildigi gibi Asetilkolin gibi ndrotransmitter
miktarmidaki azalma ya da artmalar cesitli hastaliklara sebep olmaktadir. Ornegin
asetilkolin’nin ¢ok fazla hirolizlenmesiyle Alzheimer hastaligi meydana gelmekte ve bu
hastaligin tedavisi icin AChE’nin inhibisyonuna sebep olan ilaglar aranmakta ve
calisilmaktadir. Bu ilaglarin ancak ¢ok biiyiik yan etkileri oldugu i¢in dogal kaynakli
inhibitorler daha dikkat ¢ekmektedir. AChE inhibitorleri olarak karbamat tiirevleri ve
organo fosforlu bilesikler iizerinde durulmustur. Ozellikle baliklar iizerinde karbamat
tiirevi ilaglar ya da organo fosforlu ilaglar inhibitér inhisyon o6zellikleri agisindan
calistlmistir. Fernandez- Vega ve grubu Anguilla anguilla'da (Fernandez-Vega et al.

2002), beyin, solunga¢ ve kas dokusunda, Ferrari ve grubu Carassius auratus’un
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(Ferrari et al. 2004) beyin dokusunda karbamat tiirevlerinin ve organofosforlu
bilesiklerin etkisini aragtirmis ve total AChE aktivitesinin azaldigini bulmuslardir.
Carassius auratus’nin beyin dokusunda organofosforlu bilesiklerin AChE’yi yiiksek
miktarda inhibe ettigi bulunmustur (Ferrari et a.l 2004). Buna benzer diger bir
calismada Dembele ve arkadaglari ise Organofosforlu chlorfenvinphos ve karbamat
carbofuran etkisinde Cyprinus carpio’nin beyin dokusunda c¢alismis ve AChE’nin
inhibe oldugunu bulmuslardir. Karbofuranin etkisinden sonra aktivite geri kazaniminin
yakin zamanda oldugu, fakat chlorfenvinphos etkisinden sonra aktivitenin tamamen geri
kazanimi i¢in zaman gerektirdigi ayrica belirtilmistir (Dembele et al. 1999). Bir su
rtinii olan Danio rerio iizerinde yapilan bir ¢alismada ise 250 giin boyunca gesitli
konsantarsyonlarda Organo fosforlu parathion etkisiyle konsantrasyona bagli olarak
AChE’nin inhibe oldugu bildirilmistir (Roex et al. 2003).

Abramis ballerus ve Rutilus rutilus’da AChE ve BChE’nin duyarlilign kiyaslanmus,
BChE enziminin Organo fosforlu ve karbamat tiirevi bilesiklere karsi AChE enziminden
cok daha duyarli oldugu bildirilmistir (Chuiko 2000). Organofosfat pestisid malathion
ve anilofosun uygulandig siganlardaki eritrosit, kan ve plazma AChE ve BChE ile
beyin AChE aktivitelerinin kontrol gruplartyla kiyaslandiginda c¢ok daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Hazarika et al. 2003).

Farkli ksenobiyotiklerle ¢alisilarak AChE inhibisyonu ¢esitli tiirlerde gdsterilmistir (Pan
and Dutta 1998). Ayrica akuatik kirlenmede AChE aktivitesi biyobelirteg olarak
kullanilmaktadir (Dembele et al. 1999).

AChE’nin inhibitorii olarak bilinen ve ¢alismalarla desteklenen karbamatlar, fenol ve
tiirevlerinden iiretilen sentetik maddelerdir. Temas halinde ve agiz yoluyla alinmasi
halinde toksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Yag dokularinda birikmezler ve kisa
zamanda toksisitelerini kaybederler. Asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek enzim
faaliyetlerini engellerler. Propoksur, pirolan ve aldikarb bu gruba ornek olarak

verilebilir (Sanl1 1988).
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II. Diinya Savas sirasinda sinir gazi olarak kullanilan organofosfatlar, II. Diinya Savasi
sonrasinda organofosfatlarin  insektisit etkisinin bulunmasiyla zararli bdcek
populasyonlarina karsi kullanilmaya baglanmistir. Organofosfatlar, sinir sisteminde
bulunan AChE enzimini inhibe ederek asetilkolinin asetat ve koline pargalanmasini
engeller. Sinir iletiminin siirekliligi motor kaslarinin durmadan c¢alismasina sebep olur
ve organizmanin Oliimiine yol agar. Bu grubun temsilcileri arasinda Diklorvos,

Malaokzon ve Paraokzon yer almaktadir (Unal ve Giirkan 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat,
standart serum albumin ve L-tirozin Sigma Chemical Company’den; siilfanilamit,
sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum
stilffat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, brom timol mauvisi,
hidroklorik asit, stilfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol, izoproponal, sodyum
barbital, akrilamid, N,N"-metilen bisakrilamid, G-250, coomassie brillant blue R-250 ve
diger kimyasal maddeler E. Merk AG’den; karbondioksit gazi laboratuardan
saglanmigtir. 2,2"-Azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonik asit) (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, 3-
(2-piridil)-  5,6-bis  (4-fenil-siilfonik  asit)-1,2,4-triazin  (Ferrozin), a-tokoferol,
asetilkolinesteraz enzimi, asetilkolin tiyoiyodiir, 5,5'Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB), Fenilefrin, Sinefrin ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH,

Sternheim, Germany’den satin alindi.

3.1.2. Yaralanilan alet ve cihazlar

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

pH metre : Thermo

Hassas terazi : Denver Instrument
Inkiibator : Wiseven

Otomatik pipetler : Eppendorf ve Socorex

Calkalayici : Niive SL 350
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Vorteks : Fisons, Whirlimixer

Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirict : Jeio Tech

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

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

a) Insan Karbonik Anhidraz (hCA | ve hCA IT) Enzimin saflastirilmasi ve aktivite

ol¢iimlerinde kullamlan c¢ozeltiler

1. 0,2 M NaHCOg3, pH:8,8 (Sepharose-4B matriksi tizerinde afinite jeli hazirlanirken
kullanilan tampon): 16,8 g NaHCO3, 950 ml destile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile

pH:8,8’e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

2. 0,15 M Na,CO3 / 0,1 M NaHCO3 pH:10 (COj-hidrataz aktivitesi Olglimiinde
kullanilan tampon) 15,9 g (0,15 mol) Na,COg3 ve 8,4 g (0,1 mol) NaHCO3’1n 1 litre saf

suda ¢0ziilmesiyle hazirlandu.

3. 25 mM Tris-HCI /0,1M Na,SO,, pH:8,7 (Afinite jelinin dengelenmesinde kullanilan
tampon ¢ozelti): 3,0275 g Tris ve 14,2 g NapSO,, 950 ml destile suda ¢oziilerek 1 N
HCl ile pH:8,7ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 L’ye tamamlandi.

4. 25 mM Tris-HCI / 22 mM Na;SO4 pH:8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 3,026 g (25 mmol) Tris ve 3,124 g (22
mmol) Na,SO4, 950 ml destile suda ¢ozildi. 1 N HCI ile pH:8,7’ye getirildikten sonra

hacim 1 L’ye tamamlandi.
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5. 25 mM NaHPO, / 1 M NaCl, pH: 6,3 (kolona tutunmus HCA | izoenziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢ozelti): 2,2 g Na;HPO4 ve 14,625 g NaCl alinip, pH:

6,3 e titre edildikten sonra toplam hacim 250 ml’ye destile su ile tamamlanda.

6. 0,05 M Tris-SOy, pH: 7,4 (Esteraz aktivitesinde kullanilan tampon ¢ozelti): 6,055 g
Tris 950 ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SO, ile pH’s1 7,4’°¢e getirildikten sonra

hacim destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

7.0,1 M CH3COONa / 0,5 M NaClOg, pH: 5,6 (kolona tutunmus HCA Il izoenziminin
eliisyonu i¢in kullanilan tampon ¢6zelti): 9,187 g NaClO4 tutunmus ve 2,04 g 0,015 mol
CH3;COONa.3 H20, 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 kullanilan
¢ozelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml %95°lik etanolde ¢6ziildii, bu
cozeltiye %95°lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

9. 0,025 M veronal tamponu; 0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml suda ¢oziiliip
pH:8,2’ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

10. CO, ¢ozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0°C’de yarim saat

siireyle saf suyun igerisinden CO; gaz1 ge¢irilerek hazirlandi.

11. indikator ¢ozeltisi (CO-hidrataz aktivitesinde kullanilan ¢dzelti): 0,0125 g fenol

kirmizisi ve 0,218 g NaHCOs1in 1 L saf suda ¢oziinmesiyle hazirlandi.

12. %0,04’liikk Brom Timol Mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatoriin 16 ml 0,01 N’Iik NaOH

icinde ¢bziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.
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13. Stok fenolik maddelerin ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi: 1 mg Fenilefrin, Sinefrin

¢ozeltileri 1 ml ¢oziiclilerinde ¢oziildii.

e 10 mg Fenilefrin {izerine 6 ml saf su eklendi. Son olarak hacim 10 ml’ye saf suyla

tamamlandi.

e 10 mg Sinefrin 6 ml etanol eklendi. Son olarak hacim 10 ml’ye etanolle tamamlandi.

b) SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in kullanilan ¢ozeltiler

1. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1 M 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 hazirland1 ve bu tamponu
kullanmadan hemen once, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde B-

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 {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf

su ile 500 mI’ye tamamlandi.

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

sekilde yeteri kadar hazirlandi.

4. Akrilamid-Bisakrilamid ¢0zeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamid ve 0,8 g

bisakrilamid karigimi 100 ml suda ¢oziildii.

5. %10’luk SDS ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 10 g SDS, 90 g saf suda ¢oziildii.
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6. 3 M’lik Tris-HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi (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

i¢eren karisim hazirlandi.

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

olusan karisim hazirlandi.

c) Fe*-Fe*? indirgeme Kkapasitesi tayini ile ilgili cozeltiler

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)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda ¢oziindi

ve toplam hacim 150 mI’ye destile su ile tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA destile suda ¢6ziindii ve toplam

hacmi 100 ml’ye destile suyla tamamlandi.

4. %0,1’lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 85 mg FeCl3.6H,0 destile suda ¢oziildii ve

toplam hacim 50 m1’ye tamamlandi.

d) Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl;, alindi ve 50 ml destile suda

¢Ozildi.
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2. 7,5x10°° M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 78 mg Neokuprin alind1

ve 50 ml etanolda ¢oziildii.

3. 1 M’lik CH3COONHy, tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5): 7,7 g CH3COONH, alindi
ve 80 ml saf suda ¢oziildii, pH metre ile pH’s1 6,5’e ayarland1 ve toplam hacim 100

ml’ye saf su ile tamamlandi

e) DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 10 M’lik DPPH: ¢zeltisinin hazirlanmast: 40 mg DPPH- 100 ml etanolda tamamen

¢oziiniinceye kadar bir gece etanolda manyetik karistirici ile karigtirildi.

f) ABTS™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH: 7,4): 2,84 g Na,HPO,4 180 ml destile
suda ¢o6ziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim destile su

ile 200 mI’ye tamamlanda.

2. 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisinin hazirlanmast: 11 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponunda tamamen ¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi. Toplam

hacim destile su ile 100 mI’ye tamamlandi.

3. 2,5 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,25 mg K,0sS; 0,1 M’lik
ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik karistirici

ile karistirildi. Toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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g) DMPD™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’lik asetat tamponunun hazirlanmasi (pH 5,3): 2,05 g CH3COONa 230 ml saf
suda ¢ozildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 5,3’¢ ayarlandi. Toplam hacim destile su

ile 250 ml’ye tamamlandi.

2. 0,1 M’lik DMPD c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 209 mg DMPD 10 ml destile suda

¢oOziilerek hazirlandi.

3. 0,001 M’lik DMPD™ ¢ozeltisinin hazirlanmasit: 0,1 M’lik DMPD ¢ozeltisinden 1 ml
alind1 100 mI’lik ve 0,1 M’lik (pH 5,25) asetat tamponuna aktarildi. Bunun iizerine 0,2
ml ve 0,05 M’lik FeCls ilave edilerek hazirlandi.

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

hazirlandi.
h) Siiperoksit radikali giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler
1. 0,05 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmas: (pH: 7,8): 1,42 g Na,HPO, yaklagik 180

ml destile suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 7,8’e ayarlandi. Toplam hacim

saf su ile 200 ml olacak sekilde tamamlandi.

2. 1,33x10™° M’lik riboflavin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12 mg riboflavin 100 ml, 0,05

M ve pH’s1 7,8 olan fosfat tamponunda ¢6ziiniinceye kadar karistirildi.

3. 4,46x10”° M’lik metiyonin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,665 mg metiyonin 100 ml,

0,05 M ve pH’s1 7,8 olan fosfat tamponunda ¢6ziiniinceye kadar karistirildi.

4. 8,15x10°® M’lik NBT ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 6,1 mg NBT alind1 ve toplam hacim
50 ml’ye fosfat tamponuyla (pH 7.4, 0.1 M) tamamlandi.
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1) Metal selatlama aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 2 mM’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,014 g FeCl,.3/4H,0 alindi ve 50 ml

etanolda ¢oziildii.

2. 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12 mg ferrozin 50 ml saf etanolda

tamamen ¢ozlinlinceye kadar karigtirildi.

j) 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 ¢oziildii, pH metre ile PH’s1 7,4’e ayarlandi1 ve toplam hacim 100 ml’ye

destile su ile tamamlandi.

2. Linoleik Asit Emiilsiyonunun Hazirlanmasi: 0,017 M linoleik asit emiilsiyonu
hazirlamak i¢in 265 pl linoleik asit 50 ml pH: 7,4 fosfat tamponuna ilave edildi.

Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilerek karigim homojenize edildi.

3. %3,5’luk HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi: %37’lik HCI’den 9,46 ml alinarak 100

ml’ye destile suyla tamamlanda.

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 NH4sSCN destile suda ¢oziildii,

hacmi 50 ml’ye tamamlandi.
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k) FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢cozeltiler

1. 0,3 M’lik Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: 2,46 g NaCH3COO alindi ve 80 ml
destile suda ¢oziildii. pH metre kullanilarak pH’s1 3,6’ya ayarlandi1 ve toplam hacim 100

ml’ye destile su ile tamamland.

2. 40 mM’lik HCI Cozeltisinin Hazirlanmast: 0,334 ml %37 lik HCI ¢6zeltisinden alindi

ve toplam hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlandi.

3. 10 mM’lik TPTZ Cozeltisinin Hazirlanmast: 0,312 g TPTZ alindi ve 100 ml 40
mM’lik HCI igerisinde ¢6ziildii.

4. 20 mM’lik FeCls Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,54 g FeClz.6H,O 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 20 mM’lik FeCl3.6H,0 ¢6zeltisinden olusur.

I) Bipiridil metal selatlama metodu ile ilgili ¢cozeltiler

1. 0,1 M’lik Tris-HCI Tamponunun Hazirlanmasi: 1,21 g Tris alind1 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’lik HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1,60 ml %37 lik HCI ¢6zeltisinden alindi

ve toplam hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlanda.

3. %0,2’1ik Bipiridil Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,2 g Bipiridil alind1 ve 100 mI’lik, 0,2
M’lik HCI ¢ozeltisinde ¢oziindii.
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4. 2 mM’lik FeSO, Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,028 g FeSO,4.7H,0 alindi ve 50 ml

destile suda ¢oziildii.

m) Asetilkolinesteraz Enziminin aktivite ol¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 1 M’lik Tris-HC] Tamponunun Hazirlanmasi: 30,27 g Tris alindi ve 5 mM’lik 0,370
g EDTA 200 ml destile suda ¢oziildii pH metre kullanilarak pH’s1 8’e ayarlandi ve

toplam hacim 250 ml’ye destile su ile tamamlandi.

2. 10mM’Iik Asetilkolin Iyodat Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.145 g Asetilkolin iyodat

alind1 ve 50 ml destile suda ¢oziildii.

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

3.2. insan Karbonik Anhidraz (hCA | ve hCA II) Enziminin Saflastirilmas1 icin

Kullanilacak Kanin Temini

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

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

3.3. insan Karbonik Anhidraz (hCA | ve hCA 1) Enzim Saflastirma Cahsmalari

3.3.1. CA enzim hemolizatinin hazirlanmasi

Alinan taze insan eritrositleri hacimlerinin yaklasik 5 kati1 kadar buzlu su ile hemoliz
edildi. Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak icin +4 °C’de
10.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat damlalikla dikkatli bir
sekilde alindiktan sonra sonraki calismalarda kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza

edildi (Hunaiti and Soud 2000; Coban et al. 2008).
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3.3.2. CA enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasiyla ilgili caliymalar

a). Sepharose-4B-L -tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

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

jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi:

b) CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO3; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢Ozlinmis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi
ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve
bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2 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 0,2 M NaHCOj3 tamponu ile (pH: 8,8) tekrarlanarak

tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alindu.

¢) Siilfanilamit kenetlendirilmesi

25 mg siilfanilamit, 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCI i¢inde ¢6ziildii ve igerisinde 75 mg
NaNO; bulunan 0°C’deki 5 ml ¢6zelti, siilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katildi. 10
dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan siilfanilamit 40 ml Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutularak 3

saat siireyle oda sicaklifinda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05
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M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi. Sonra da iizerine bir miktar daha ayni
tampondan konularak saklandi (SoOyiit 2006). Tiim basamaktaki reaksiyonlarin agik
formiilleri Sekil 3.1°de gosterildi (Oztiirk Sarikaya 2009).
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Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
basamaklari

d) 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 ¢oOktiikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.
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e) Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Kat1 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,4 (pH: 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece CA
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 NaClO, (pH: 5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip hCA I1 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 ayarlandi.

3.4. CA Enzim Aktivitesi Tayini

3.4.1. Hidrataz aktivitesi

Bu amagla oncelikle hidrataz aktivitesi kullanildi (Wilbur and Anderson 1948). Bu
yontem Rickli ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson yontemidir
(Rickli et al. 1964). COy’in hidrasyonu sonucu agi3a ¢ikan H* iyonundan ileri gelen pH
degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gecen siirenin dl¢lilmesi esasina

dayanir.

Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1ml veronal tamponu (pH:8.2, 0.025 M), 0,1 ml
%0,04’lik brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO; c¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite 6l¢lim ortaminda toplam hacim 4,2 ml oldu. Daha sonra bir kronometre
yardimiyla CO; ¢ozeltisi katildigr andan itibaren indikatoriin mavi renginin sarimsi
yesile dontismesi (pH:6,3) i¢in gecen siire belirlendi (t;). Numune tiipiine ise sudan 0,05
ml azaltarak bunun yerine enzim c¢ozeltisi ilave ediledive yine en son olarak CO;
cozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi

(pH:6,3) i¢in gecen siire (t) bir kronometre vasitasiyla belirlendi.
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Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in bir enzim iinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana

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

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

uygulandi.

3.4.2. Esteraz aktivitesi

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

nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi agagida verildigi gibidir.

(0]
1 CA
OzNOO—C—CHg +HO =——== OZNOOH * CH,COOH
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniislim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’m her ikisi ayn1 absorbansi gostermektedir. Bu
yiizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi dlgiimii etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967; Goger and Giilgin 2013). Bu dalga
boyunda p-nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak

kullanilmaktadir. 3 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak 6l¢iilen aktivite tayini islemleri
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icin reaksiyon karigimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore asagidaki

prosediir uygulandi.
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 ¢o6zeltisi - 100
Toplam hacim 3000 300

1 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Olgiilen aktivite tayini islemleri i¢in reaksiyon

karisimini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir

uygulandi:
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 ¢ozeltisi - 33
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans miktari
okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C de 348 nm’de absorbansi okunarak absorbans farki
alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak elde edilen karisimin

3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi. Yapilan deneylerde kullanilan p-



77

nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, gilinliik olarak hazirlandi: 27,2 mg ester, 1ml aseton
icinde coziilerek hizlica karistirilan 49 ml destile suya yavas yavas ilave edildi. Bu
cozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak, esterin smirh ¢oziinirligi
dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik ¢dziiclilere nispeten hidroliz
reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu igin se¢ildi (Verpoorte et al. 1967).
Kinetik caligmalar esnasindaki aktivite Olglimleri enzimin esteraz aktivitesi ile

gergeklestirildi.

3.5. Protein Tayini

3.5.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans goéstermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metot
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde
aliman biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore kars1 okundu.

3.5.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim c¢ozeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant Blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmast ¢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 s1gir albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alind1. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlanarak 5 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vorteks ile kanstirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik

kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
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Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karigim
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.

3.6. CA Enzimi i¢cin Yapilan Kinetik Cahsmalar

3.6.1. Enzim icin K, ve V2 degerlerinin bulunmasi ile ilgili calismalar

Insan kanindan saflastirilan CA enziminin K V& Vax degerlerinin belirlenmesi i¢in en
az bes farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite dl¢timi
yapildi. Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi ve bu grafikten Ky ve Vpmax degerleri
hesaplandi.

3.7. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflagtirlmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildigi gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi (1970). Ornekler 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).

3.8. hCA | ve hCA II izoenzimleri Uzerine Sinefrin ve Fenilefrin’in Etkilerinin

Belirlenmesi

Sinefrin ve Fenilefrin’in, saflastirilacak olan CA izoenzimleri tizerindeki etkisi
arastirildi. Olgiimler hem hidrataz hem de esteraz aktivite tayin yontemleriyle yapildi.

Daha sonra 1Csp ve K degerleri bulunarak inhibisyon tiirleri belirlendi.
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3.9. Antioksidan Calismalari

3.9.1. Fe*-Fe*?indirgeme kapasitesi (FRAP metodu)

Indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metodunun (1986) hafif modifiye edilmis sekline gore
yapildi (Giil¢in 2009). Bunun i¢in Oncelikle Img/ml konsantrasyonda stok ¢ozelti
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde cam tiiplere
aktarildi, hacim destile suyla 1 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml fosfat
tamponu (0,2 M, pH:6,6) ve 2,5 ml %]1°lik K3Fe(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 alind1 ve bunun tizerine 2,5 ml destile su ve
0,5 ml FeCl3 (%0,1) ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karst okundu. Kor

olarak destile su kullanildi. Kontrol i¢in ise numune yerine su kullanildi.

3.9.2. Cu*%-Cu’indirgeme kapasitesi

Fenolik yapidaki bilesiklerin Cu*? indirgeme aktiviteleri bakir iyonlar1 indirgeme
metodunun (Apak et al. 2006) hafif bir modifikasyonuyla yapildi (Ak and Giilgin 2008).
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fenolik bilesik tiiplerine 0,25 ml CuCl, ¢ozeltisi
(0,01 M), 0,25 ml etanolik neokuprin ¢dzeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 ml CH;COONH,
tampon c¢ozeltisi (1 M) sirasiyla eklendi. Yarim saat sonra 450 nm’de kore karsi

absorbans degerleri 6lctildii. Kor olarak destile su kullanildi.

3.9.3. FRAP indirgeme aktivitesi

Total antioksidan igin hazirlanan stok ¢dzelti bu deneyde de kullanilir. Oncelikle deney
tiplerine 10, 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarina denk gelecek sekilde Sinefrin ve
Fenilefrin maddeleri ve standart ¢ozeltiler aktarilir. Hacimleri 0,5 ml’ye tampon ¢ozelti
ile tamamlanir. Daha sonra deney tiiplerine sirastyla 2250 pl, 20 mM’lik FeClj ¢ozeltisi

ve 2250 pl FRAP reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 ml’ye tamamlanir. Deney
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tiipleri Vortex’de karistirilir ve 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar1 kaydedilir.

Kor olarak asetat tamponu kullanilir

3.9.4. Ferroz iyonlar: (Fe*?) selatlama aktivitesi

Fenolik yapiya sahip bilesiklerin metal selatlama aktiviteleri Dinis ve arkadaglarinin
belirledikleri metoda gore yapildi (Dinis et al. 1994). Bu islem i¢in 2 mM’lik ve 0,05 ml
FeCl,.4H,0 ve 0,35 ml saf su igeren ¢ozelti, degisik konsantrasyonlarini olusturacak
sekilde degisik miktarlarda fenolik bilesik ihtiva eden 0,2 ml’lik ¢ozeltiye ilave edildi.
Son hacim 4 ml olacak sekilde destile etanol ilave edildi. Reaksiyon 0,2 ml ve 5 mM’lik

ferrozin ¢ozeltisi ilave edilmesiyle baglatildi.

Cozelti vorteksde kuvvetli bir sekilde karigtirldiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltinin 562 nm’de absorbansi etanolden olusan kore
kars1 kaydedildi. Kontrol olarak da fenolik bilesikli numune hari¢ geriye kalan ¢ozelti
kullanilda.

3.9.5. Bipiridil Ferroz iyonlari (Fe*’) selatlama aktivitesi

Fe*? selatlama aktivitesi Re ve arkadaglarmm belirledigi metoda gore yapildi (Re et al.
1999). Bu amagla deney tiiplerine 0,25 ml FeSO, cozeltisi (2 mM) aktarildi. Bu
¢ozeltinin tlizerine 0,12 ml Sinefrin, Fenilefrin veya standart ¢6zelti ilave edildi. Daha
sonra sirastyla 1 ml Tris-HCI tamponu (pH: 7,4) ve HCI (0,2 M) igerisinde ¢Oziinmiis
1,5 mI’lik bipiridil ¢ozeltisi (%0,2) ilave edildi. 2,5 ml etanol ve 0,63 ml saf su igeren
numunenin absorbansi 522 nm de 06lgiildii. Kor olarak Tris-HCI tamponu kullanildi.
Kontrol olarak da numune yerine Tris-HC] tamponu kullanilarak hazirlanan ¢ozelti
kullanildi.
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3.9.6. Siiperoksit anyon radikali (O ") giderme aktivitesi

Fenolik bilesiklerin siiperoksit anyon radikalleri giderme etkisi, nitroblue tetrazolium
(NBT) frtiniin spektrofotometrik oOl¢limiiyle belirlendi. Bu amagla Zhishen ve
arkadaglarinin kullandig1 metod hafif bir modifkasyonla kullanildi (Zhishen et al. 1999).
Daha o6nce hazirlanan stok ¢ozelti bu amag i¢in de kullanildi. Bunun i¢in numune ve
standartlarin farkli konsantrasyonlar1 olusacak sekilde 0,05 M’lik ve pH’st 7,8 olan
fosfat tamponu ile hazirlandi. Numune igeren tampon ¢ozeltiye riboflavin, metiyonin ve
NBT’den 1,33x10’5, 4,46X10'5 ve 8,15X10'8 M konsantrayonlarina denk gelen miktarlar
sirastyla ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi oda sicakliginda 40 dakika boyunca 20
W’lik floresan 15181 ile uyarildi. Absorbans, sudan olusan kore karst 560 nm’de

kaydedildi.

3.9.7. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikallleri giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodununa gore yapildi (Blois 1958).
Serbest radikal olarak DPPH™mn 10 M’lik ¢ozeltisisi kullamldi. Numune olarak daha
once hazirlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok ¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
sirastya 10, 20 ve 30 pg/pl konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
cozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3 ml olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Daha
sonra her bir niimune tiipiine stok DPPH" ¢6zeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarim saat oda
sicakligr ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kdre karst 517 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH" ¢6zeltisi kullanildi.
Azalan absorbans geriye kalan DPPH' ¢6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderme

aktivitesini verdi.

3.9.8. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme

aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptigi ¢alimaya gore belirlendi
(Re et al. 1999). Oncelikle 7 mM’Iik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45
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nM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS radikalleri tiretilildi. ABTS radikal ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce kontrol ¢6zeltisinin 734 nm’de absorbans1 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponu ile 0,700+0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine
bakilacak olan fenolik asitlerin farkli konsantrasyonlarina (10-30 pg/ml) birer ml ABTS
radikal ¢ozeltisi ilave edildi ve yarim saat inkiibe edildi. Etanolden olusan kore karsi

734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

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

aktivitesi

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

DMPD™" ¢ozeltisinin absorbansi 12 saate kadar sabittir.

Sinefrin, Fenilefrin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
(10-30 pg/ml) deney tiiplerine aktarildi ve hacim destile suyla 0,5 ml ye tamamlandi.
Bunun iizerine 1 ml DMPD™" ¢ozeltisi eklendi. 50 dakikalik bir inkiibasyondan sonra

absorbans degerleri 505 nm’de 6l¢iildii. Kor olarak tampon ¢ézelti kullanildi.

3.9.10. Total antioksidan aktivite tayini

Sinefrin ve Fenilefrin’in antioksidan aktiviteleri tiyosiyanat metoduna gore belirlendi
(Yen and Chen 1995). Bu amagla daha dnce hazirlanan Sinefrin ve Fenilefrin’in stok
¢ozeltisi hazirlandi. Istenilen miktarlara karsilik gelen hacimde stok cozelti vezin
kaplarina otomatik pipetlerle aktarildi ve toplam hacim tampon ¢ozelti (0,01M’lik

pH:7,4) ile 2,5 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir vezin kabina 2,5 ml linoleik asit
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emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak da 2,5 ml tampon ¢6zelti ve 2,5 ml linoleik asit

emiilsiyonu kullanildz.

Inkiibasyon 37°C’de ve karanlikta gergeklestirildi. Her 12 saatte bir vezin kaplarindan
100’er pl aliarak igerisinde 4,7 ml etanol bulunan deney tiliplerine aktarildi ve sirasiyla
100 pl Fe*? c¢ozeltisi ve 100 pl SCN ¢ozeltisi ilave edildi. Kér numune ise 4,8 ml
etanola 100 ul Fe™ cozeltisi ve 100 pl SCN™ ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlandu.
Numunelerin 500 nm’deki absorbanslar1 kére karsi okundu. Inkiibasyon islemine

kontroliin maksimum absorbansa ulasincaya kadar devam edildi.

3.10. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Sinefrin ve Fenilefrin’in Etkilerinin

Belirlenmesi

Sinefrin ve Fenilefrin’in, Asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki etkisi aragtirildi.
Asetilkolinesteraz yontemiyle yapildi. Daha sonra Isp ve K; degerleri bulunarak
inhibisyon tiirleri belirlendi. Bu metodun esasi ise su sekilde agiklanabilir; yukarida
bahsedildigi iizere Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata pargalanmasi
reaksiyonunu katalizlerler. Uriin olarak agiga ¢ikan tiyokolin ile DTNB nin reaksiyonu
sonucu sar1 renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan renk 412 nm’de 6lgiiliir
(Ellman 1961). Ornek ve kér kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 0. ve 5. dakikadaki

absorbanslar1 6l¢iiliir.

Asetilkolintiyoiyodiir
Tiyokolin+DTNB

» Tiyokolin

» 5-Tiyo-2 nitrobenzoik asit
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Cizelge 3.1. Asetilkolinesteraz yontemi ile yapilan ¢alismanin kiivet igerigi

Kullanilan Maddeler Kontrol Tiipii (ul) Numune Tiipii
Tris-HCI 100 100

Saf Su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim ¢o6zeltisi 10 10

Calkalanir ve 30°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Asetilkolintiyoiyodiir 50 50
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Karbonik Anhidraz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calisma Bulgulari

4.1.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford
1976). Coomassie Brillant Blue yéntemi igin dnce bir standart egri hazirlandi. Insan
kaniyla hazirlanan hemolizat ve saflagtirilan enzim ¢o6zeltisindeki protein miktar1 bu
egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlar1 Sekil 4.1°ten elde edilen denklemden

hesaplandi (r*; 0,9928).
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Sekil 4.1. Coomassie Brillant Blue yontemi ile sigir serum albiimini kullanilarak
hazirlanan protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik

4.1.2. hCA | ve hCA II izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

sonuclar

Insan eritrositlerinden hCA | ve hCA II izoenzimleri saflagtirilmasi ayr1 ayr1 yapilds.

Kati1 Tris ile pH’s1 8,7’ye ayarlanmis olan hemolizat kolona yiiklendi. Kolondan 6nce 1
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M NaCl / 25 mM Na;HPO, (pH: 6,3) tamponu gegirilerek hCA | enzimi daha sonra 0,1
M NaCH3COO / 0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi gegirilerek hCA 11 enzimi eliie edildi.
Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 3’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki
absorbanslarina bakildi. Absorbans gosteren fraksiyonlar igin CO; hidrataz aktivitesine

bakildi. Cok sayida yapilan saflasgtirma islemlerinden birisinin sonuglar1 Sekil 4.2°de

gosterildi.
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Sekil 4.2. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA 1 ve hCA II izoenzimlerinin sirastyla 1M NaCl
/ 25 mM Na,HPO, pH: 6,3 ve 0,1 M NaCH;COO / 0,5 M NaClO, pH:5,6 tamponlariyla
eliisyonu sonucu yapilan aktivite-absorbans grafigi

4.1.3. hCA | ve Il izoenzimlerinin Afinite Kromatografisi ile Saflasgtirma

Basamaklar1 Sonuglari

Insan kanindan elde edilen hemolizattan ve saf enzimden 1’er ml numune almarak
hidrataz aktivitesi ve Coomassie Brillant Blue yontemi ile protein tayini yapildi.
Bulunan degerlere goére hemolizatin Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamit afinite
kolonuna uygulanmasi1 sonucu kag¢ kat saflastirma yapildigi hesaplandi ve sonuglar

Cizelge 4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1. Afinite kolonundan insan eritrositlerinden elde edilen hemolizatin ve hemolizattan
saflastirilan hCA I ve II enzimlerinin saflagtirma sonuglari

. . Spesifk .
- Aktive Toplam Protein Toplam Toplam g Verim Saflagtirma
Numune Tiirii @€U/ml)  hacim(ml)  (mg/ml)  protein(mg) aktivite aktivite (%) katsayist
(EU/mg)

Hemolizat 1202,03 26,50 41,25 1093,13 31853,80 29,14 100 1
Sepharose-4B-

CA-1 1213,45 10,50 0,19 1,99 12741,23 6402,63 40,00 219,72
L-tirozin-
siilfanilamid
afinite kolon CA-II 2468,80 6,00 0,13 0,78 14812,80  18990,77 46,50 651,71
kromatografisi

4.1.4. hCA | ve hCA II izoenzimleri ile ilgili yapilan kinetik cahismalarin sonuclari

a) Enzim icin K, ve Vnax degerlerinin bulunmasi ile ilgili ¢alismalarin sonuclar:

Insan kanindan saflastirilan hCA | ve Il izoenzimlerinin Ky, ve Vi degerlerinin

belirlenmesi i¢in en az bes farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum

sartlarda aktivite Ol¢iimii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek ve bu grafiklerden

Km Ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.3 ve 4.4).

1/[S] (mMM)*

Sekil 4.3. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | izoenzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi
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2 4
17[S] (mM)?

Sekil 4.4. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA I izoenzimi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

Insan eritrositlerinden saflagtirilan hCA | ve Il izoenzimlerinin Ky, ve Vmax degetleri
Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak bulundu. hCA 1 izoenzimi i¢in Ky 0,552 mM,
Vmax 0,338 ise EU/ml.dak olarak hesaplandi. hCA II izoenzimi igin Ky, 0,762 MM, Vmax
0,888 ise EU/ml.dak olarak hesaplandi.

4.1.5. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi sonuglari

Afinite kromatografisi yotemi sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan
saflagtirilan hCA I ve II enzimlerinin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Standart olarak molekiil agirligi belli olan
standart protein markirlar1 kullanildi. SDS-poliakrilamid jel elektroferezine insandan
saflagtirilan izoenzimler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi
(Sekil 4.5).
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a
Sekil 4.5. Afinite kromatografisi ile saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin
SDS-poliakrilamit jel elektroforezi fotografi
*a: hCA I, b: hCA I, c: Standart proteinler (1: 250 kDa 2: 150 kDa 3: 100 kDa, 4: 70 kDa 5: 50 kDa 6:
30 kDa 7: 15kDa)

4.1.6. hCA | ve hCA Il izoenzimleri hidrataz aktiviteleri iizerine Sinefrin’in

inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili yapilan calisma sonuclar:

a) hCA | izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gosteren

Sinefrin ile ilgili sonuglar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA 1 izoenzimi igin Sinefrin’in,
saflagtirilacak olan hCA 1 izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler hidrataz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren Sinefrin icin Aktivite
(%)-[1] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan Sinefrin
konsantrasyonu (lso degerleri) hesaplandi. Sekil 4.6’den elde edilen y:100e24"

denkleminde Sinefrin igin Isp degerinin nasil bulundugunu hesaplandi.
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Sekil 4.6. hCA | izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile ¢alisilan 6 farkli Sinefrin
konsantrasyonunda lsp degerinin bulunmasi igin ¢izilen Aktivite (%)-[Sinefrin] grafigi

b) hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

Sinefrin ile ilgili sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA II izoenzimi i¢in Sinefrin’in,
saflastirilacak olan hCA Il izoenzimi {izerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler hidrataz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren Sinefrin icin aktivite(%)-
[1] grafigi c¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan Sinefrin

konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplandi.

100 -+
80 -

60 1 &

Aktivite %
*

40 1 :

20

[Sinefrin] (uM)

Sekil 4.7. hCA I izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile g¢aligilan bes farkli Sinefrin
konsantrasyonunda [Sinefrin] degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen Aktivite(%)-[Sinefrin] grafigi
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c) hCA | ve II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi

gosteren Sinefrin’in [ICs] degeri sonuglar:

Aktivite(%)-[Sinefrin] grafikgi ¢izilen Sinefrin’in daha sonra bu grafikten %50

inhibisyona sebep olan Sinefrin konsantrasyonlari1 [Sinefrin] degerleri hesaplandi. Tiim

verilerin daha iyi goriilebilmesi i¢in bu degerler bir tablo halinde gosterildi (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2. hCA | ve hCA II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren Sinefrin’in %50 inhibisyona sebep olan Sinefrin konsantrasyonlar1 1Csy degerleri

Izoenzimler [1Cs0] (M)
hCA | 2,805
hCA Il 2,760

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bélgesinde bulunan Zn*? iyonuna hidroksil ve

metoksi gruplariin iyonik etkilesmeyle veya direk baglanarak inhibisyon gosterdigi

sanilmaktadir. Sinefrin’in baglanma modeli asagidaki gibi dnerilmistir.

CH
HN °

Zn2+\
94His/ | His119

His96

Sekil 4.8. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgesinde bulunan Zn*
fenolik bir antioksidan olan Sinefrin’in bir inhibitdr baglanma modeli

2

iyonuna
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41.7. hCA | ve hCA 1l izoenzimleri hidrataz aktiviteleri iizerine Fenilefrin’in

inhibisyon etkisinin belirlenmesiyle ilgili sonuclar

a) hCA | izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

Fenilefrin ile ilgili sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA | izoenzimi i¢in Fenilefrin’in,
saflastirilacak olan hCA | izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler hidrataz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren Fenilefrin i¢in Aktivite

(%)-[1] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona sebep olan Fenilefrin

konsantrasyonu (ICsp degerleri) hesaplandi.

Sekil 4.9°dan elde edilen y:100e®** denkleminde Fenilefrin i¢in Is; degerinin nasil

bulundugunu hesaplandi.

100
80

60

Aktivite %

40

20

[Fenilefrin] (uM)

Sekil 4.9. hCA | izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile ¢aligilan bes farkli Fenilefrin
konsantrasyonunda sy degerinin bulunmast i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Fenilefrin] grafigi
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b) hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

Fenilefrin ile ilgili sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA II izoenzimi igin Fenilefrin’in
saflastirilacak olan hCA Il izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olciimler hidrataz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren Fenilefrin icin
Aktivite(%)-[Fenilefrin] grafikgi ¢izildi. Daha sonra bu grafikten %50 inhibisyona

sebep olan Fenilefrin konsantrasyonlar1 (ICsqg degerleri) hesaplandi.

100 -+
80 A °
60 A

40 1 .

Aktivite %

20

[Fenilefrin] (nM)

Sekil 4.10. hCA II izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli Fenilefrin
konsantrasyonunda [Fenilefrin] degerinin bulunmasi i¢in gizilen Aktivite(%)-[Fenilefrin] grafigi

c) hCA 1 ve II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi

gosteren Fenilefrin’in [1Cso] degeri sonuglari

Aktivite(%)-[Fenilefrin] grafikgi ¢izilen Fenilefrin’in daha sonra bu grafikten %50
inhibisyona sebep olan Fenilefrin konsantrasyon degerleri hesaplandi. Ve tiim verilerin

daha iyi goriilebilmesi i¢in bu degerler bir tablo halinde gosterildi (Cizelge 4.3).
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Izoenzimler

hCA I

hCA 1l

[1Cs0] (uM)

Cizelge 4.3. hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi
gosteren Fenilefrin’in %50 inhibisyona sebep olan Fenilefrin konsantrasyonlar1 1Csq degerleri

1,640

3,093

Fenilefrin’nin baglanma modeli asagidaki gibi 6nerilmistir.

CH,

\

NH==w___
---9
\
T‘(\‘\’gg o. H
., .,
H/ o~

-an"\
94His/ | His119

His96

Sekil 4.11. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgesinde bulunan Zn*? iyonuna
fenolik bir antioksidan olan Fenilefrin’in bir inhibitér baglanma modeli

4.1.8. hCA 1 ve hCA Il izoenzimleri esteraz aktiviteleri iizerine bilesiklerin
etkilerinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma sonuclari

a) hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren
Sinefrin ve Fenilefrin bilesikleriyle ilgili sonuglari
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Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA | izoenzimi igin Sinefrin ve
Fenilefrinin, saflastirilan hCA | izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler esteraz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren her bir madde igin
aktivite(%)-[1] ve K; grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerden her bir madde bilesik i¢in K;

degerleri hesaplandi.

100 -+
80 H
60 A

40 A

Aktivite %

20

0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

[Sinefrin] (mM)

Sekil 4.12. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile galisilan bes farkli Sinefrin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Sinefrin] grafigi

90 -

+ Kontrol
75 A

m[0,717 mM]
60 - A[0,777 mM]

= [0,897 mMM]

30

1/V (EU/mI) -1
&

1/[S] (mM)-1

Sekil 4.13. hCA | izoenzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Sinefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.14. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan bes farkli
Fenilefrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Fenilefrin] grafigi

300 -
+ Kontrol
®[0,149mM]
- A [0,299mM]
E 2907 wios598mMm]
)
u
>
100 H
r 4 T T T T
3 -1 1 3 5 7

1/[S] (MM)-1

Sekil 4.15. hCA | izoenzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Fenilefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.4. hCA | izoenziminin esteraz aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gosteren
bilesiklerin K; degeri ve inhibisyon tiirleri

inhibitor ICso (MM) K; Ortalama (mM) R? inhibisyon tiirii
Sinefrin 0,707 0,199 0.953 Yar]smah
Fenilefrin 0,313 0,065 0.986 Yarismalt

b) hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren

Sinefrin ve Fenilefrin ile ilgili sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA II izoenzimi i¢in Sinefrin ve

Fenilefrinin, saflastirilan hCA 11 izoenzimi tizerindeki etkisi arastirildi.

Olgiimler esteraz aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren her iKi

madde i¢in aktivite (%)-[1] ve K; grafikleri ¢izildi. Ve ¢izilen grafiklerden her bir madde
icin K degerleri hesaplandi.

100 -
80 ~
60 A °

40 ~

Aktivite %
[ ]

20

0 T T T T
0 0.2 04 0.6 0.8 1

[Sinefrin] (mM)

Sekil 4.16. hCA |1 izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile galisilan bes farkli Sinefrin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Sinefrin] grafigi
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Sekil 4.17. hCA 11 izoenzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Sinefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

100 -+
80 *
[ )
60 -
S
3 1
s 40
E:
20 A ¢
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[Fenilefrin] (mM)

Sekil 4.18. hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile galisilan bes farkli
Fenilefrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Fenilefrin] grafigi
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Sekil 4.19. hCA 11 izoenzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve ti¢ farkli
Fenilefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.5. hCA II izoenziminin esteraz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gdsteren
Sinefrin ve Fenilefrinin K; degerleri ve inhibisyon tiirleri

nhibitor ICso (MM) K; Ortalama (mM) R’ inhibisyon tiirii
Sinefrin 0,559 0,336 0,972 Yarigsmali
Fenilefrin 0,318 0,092 0,954 Yarigsmali

4.2. Antioksidan Calismalar ile Ilgili Arastirma Bulgular:

4.2.1. Fe**-Fe*? indirgeme kuvveti bulgular1

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin sar1 rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1 farkh
tonlarda yesil renge donlismektedir (Giilgin 2006b; Giilgin et al. 2006a). Calismada
kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin’in indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile dogru

orantili olarak artmaktadir. Sinefrin ve Fenilefrin’in indirgeme potansiyel farkli
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konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ¢ozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari 6l¢iilerek
belirlendi (Sekil 4.20).

25 —o— BHA
—0— BHT
2 /\ a-Tokoferol .= L

—e— Trolox
—%— Sinefrin ]

15 renilerri”/ /T
1 /
0.5
%‘* &= R
0 : . . . . .

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Absorbans (700 nm)

Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) Sinefrin ve Fenilefrin’in ferrik iyonlarini
(Fe™) indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, o-Tokoferol ve
troloks ile karsilastirmasi

Sinefrin ve Fenilefrin’in ferrik iyonlarim (Fe*®) ferréz iyonlarma (Fe*?) indirgeme
kapasitesi grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.20.) her bir standart antioksidan ve Sinefrin
ve Fenilefrin igin 20 pg/ml’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.6’de
verilerek birbirleriyle mukayeseleri yapildi. Bu konsantrasyonda Sinefrin, Fenilefrin ve
standart antioksidanlarin ferrik iyonlarmi (Fe*®) indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle
karsilastirilmalart BHT > BHA > «-Tokoferol > Troloks > Fenilefrin > Sinefrin
seklinde oldugu belirlendi. Ayrica Cizelge 4.6’da gosterilen yliksek absorbans degerleri

yiiksek indirgeme kapasitesini gostermektedir.

4.2.2. Cu*®-Cu" indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulgular

Sinefrin ve Fenilefrin’in kuprik iyonlarini (Cu™®) indirgeme kapasitesi, konsantrasyon
ile dogru orantili olarak arttigi bulundu. Sinefrin ve Fenilefrin’in kuprik iyonlarini
(Cu™®) indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyondaki (10-30 pg/ml) ¢dzeltilerinin 450

nm’deki absorbanslart dlgiilerek belirlendi (Sekil 4.21). Sinefrin, Fenilefrin ve standart
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antioksidanlarin kuprik iyonlarimni (Cu*?) indirgeme grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 4.21)
her bir standart antioksidan, Sinefrin ve Fenilefrin icin 20 pg/ml’ye karsilik gelen

absorbans degerleri Cizelge 4.6’da verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

L T S  iiivhiii A A OO

—o— BHA
—o— BHT
R — —&—.oa-Tokoferol 1

—o— Trolox
—X— Sinefrin
15 4....—B— Fenilefrin /

Absorbans (450 nm)

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.21. Sinefrin ve Fenilefrin’in farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) kuprik iyonlarini
(Cu*?) indirgeme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve
troloks ile karsilastirmasi

Bu konsantrasyonda Sinefrin, Fenilefrin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarini
(Cu*? kuprdz iyonlarma (Cu®) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda
BHA > BHT > Troloks = a-Tokoferol > Sinefrin > Fenilefrin seklinde siralanmanin

meydana geldigi belirlendi.

Cizelge 4.6. Sinefrin ve Fenilefrin’in 20 pg/ml konsantrasyonunda indirgeme kapasitelerinin
standart antioksidanlarla mukayesesi

Antioksidanlar Fe* indirgeme Metodu  Kuprak Metodu  FRAP Metodu

BHA 2,145 2,115 2,426
BHT 2,163 1,696 1,277
a-Tokoferol 1,176 0,674 1,998
Troloks 1,109 0,673 1,235

Sinefrin 0,258 0,258 0,603
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Fenilefrin 0,278 0,116 0,485

4.2.3. Ferrik indirgeme kuvveti (FRAP) bulgulari

FRAP metodu elektron vererek antioksidan aktivite gdsteren bir metottur. Bu metotta
ferrik iyonlar1 (Fe*®) ferroz iyonlarina (Fe+2) indirgenir. Olusan ferroz (Fe+2) iyonlari ise
Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir kompleks olustur. Bu mavi renkli bir
kompleks ise 593 nm’de maksimum absorbans gosterir. Sinefrin ve Fenilefrin’in FRAP
metoduna gore ferrik iyonlar (Fe™®) ferroz iyonlarma (Fe*?) indirgeme kapasitesi,
konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig1 bulundu (Sekil 4.22). Ayrica Sinefrin ve
Fenilefrin’in standart antioksidanlarla mukayesesi yapildi ve BHA > a-Tokoferol >
BHT > Troloks > Sinefrin > Fenilefrin seklinde bir siralama goézlendi. Cizelge 4.6’da

ise 20 pg/ml’deki absorbanslarinin mukayese edildi.

3 o="BHA
—0— BHT
25 —a— o-Tokoferol

—&— Trolox <
—%— Sinefrin //
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o renhetrn
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¢ = f
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.|

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlardaki Sinefrin ve Fenilefrin’in FRAP metoduna gore
indirgeme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve troloks ile
karsilastirmasi

4.2.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgular:

Sinefrin, Fenilefrin ve ¢alismada kullanilan BHA, BHT, a-Tokoferol ve troloks gibi

standart antioksidan bilesiklerin DPPH radikali giderme aktivite tayini ig¢in Oncelikle
standart grafik olusturuldu (r*: 0,9969) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. DPPH radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart DPPH
grafigi

Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltilerinin DPPH radikali giderme aktivitesi Sekil 4.24’de

goriildiigii gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.24. Sinefrin ve Fenilefrin’in farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) DPPH radikali
giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve troloks ile
karsilagtirmasi

Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltilerinin DPPH radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildikten

sonra (Sekil 4.24) her bir standart, Sinefrin ve Fenilefrin’in i¢in ayr1 ayr1 ICsy degerleri
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hesapland1 (Cizelge 4.7) Sinefrin, Fenilefrin’in ve kullanilan standart antioksidan
molekiiller sirasiyla su sekilde DPPH radikali giderme aktivitesi sergilediler: o-
Tokoferol > Troloks > BHA > BHT > Sinefrin > Fenilefrin seklindedir.

4.2.5. ABTS radikal giderme aktivitesi bulgulari

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS™ giderme aktivitesi de sulu
karigimlarin, i¢eceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme aktivitelerinde
siklikla kullanilmaktadir (Miller 1996; Giilgin et al. 2007b). Bunun i¢in Oncellikle
ABTS’den ABTS "nin olusturulmasi gerekmektedir. ABTS nin kimyasal yapis1 Sekil
4.25de goriilmektedir. Bu amagla bir erlen igerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat
tamponu igerisinde 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiye 2,45
mM’lik potasyum persiilfat ilave edildi (Giilgin 2007). Erlenin dis yilizeyi aliminyum
folyo ile kaplandi, manyetik karistirict ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karistirildi.
Cozelti hazirlandiktan sonra 734 nm’deki absorbans degeri 0.750+0.025 olacak sekilde
tampon ¢ozelti ile seyreltildi. Bu asamadan sonra Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltilerinde
calismada kullanilan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks gibi standart antioksidan
bilesiklerin ABTS ™ giderme aktiviteleri tayini igin dncelikle standart grafik olusturuldu
(r%:0,9916) (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. ABTS™ giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS™ icin hazirlanan
standart grafik
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Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks kullanildi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Farkl1 konsantrasyonlardaki Sinefrin ve Fenilefrin’in (10-30 ug/ml) ABTS™ giderme
aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile
karsilastirmasi

Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltilerinin ABTS™ radikali giderme aktivitesi cizildikten sonra
(Sekil 4.26) her standart ve Sinefrin ve Fenilefrin igin ayri ayr1 ICsq degerleri hesaplandi
(Cizelge 4.7). Sinefrin, Fenilefrin’in ve kullanilan standart antioksidan molekiiller
sirastyla su sekilde ABTS™ giderme aktivitesi sergilediler: Sinefrin > BHA > BHT > a-

Tokoferol > Troloks > Fenilefrin seklindedir

4.2.6. DMPD radikal giderme aktivitesi bulgulari

Caligsmalarda kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltileri, BHA ve troloks gibi standart
antioksidan bilesiklerin DMPD ™ giderme aktiviteleri tayini igin 6ncelikle standart grafik
hazirland1 (Sekil 4.27). DMPD™ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan
DMPD™ miktar1 standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden

hesaplandi.
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Sekil 4.27. DMPD™" giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart grafik

Pozitif kontrol olarak BHA ve Troloks kullanild: (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Sinefrin ve Fenilefrin’in (10-30 pg/ml) konsantrasyonundaki DMPD™ giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA ve Troloks ile karsilastirmasi

Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltisinin DMPD™" radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildikten
sonra (Sekil 4.28). Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltileri ve kullanilan standart antioksidan
molekiiller sirasiyla su sekilde DMPD ™ giderme aktivitesi Troloks > BHA > Fenilefrin

> Sinefrin
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4.2.7. Siiperoksit radikal giderme aktivitesi bulgular:

Sinefrin ve Fenilefrin’in siiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi riboflavin /

metiyonin / 151k metoduna gore yapildi.
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Sekil 4.29. Sinefrin ve Fenilefrin’in ¢6zeltisinin siiperoksit anyon radikalleri giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile
kargilastirmasi

Sinefrin, Fenilefrin ve kullanilan standart antioksidanlar sirasiyla su sekilde siiperoksit
anyon radikalleri giderme aktivitesi sergilediler: Fenilefrin > Sinefrin > BHA > a-
Tokoferol > BHT > Troloks.

Cizelge 4.7. Sinefrin ve Fenilefrin ¢ozeltilerinin DPPH:, ABTS® DMPD™ ve O, radikali
giderme ve (Fe*?) metal selatlama, bipiridil metal selatlama aktivitelerinin 1Cs, degerlerinin birer
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks ile karsilastirmasi.

DPPH- ABTS™  DMPD” 0, (Fe*?) Metal  Bipiridil Metal

Giderme  Giderme Giderme Giderme selatlama selatlama
BHA 8,35 5,17 21,65 16,50 57,75 7,87
BHT 33,00 5,37 - 33,00 49,50 6,93
a-Tokoferol 7,78 5,82 - 23,10 34,65 15,40
Troloks 7,87 6,30 18,73 43,31 49,50 10,50
Sinefrin 49,50 4,20 49,50 9,36 34,65 5,73
Fenilefrin 53,30 7,70 46,20 8,77 38,50 5,82

**DMPD* giderme metodunda her iki standart antioksidan bilesik aktivite gstermemektedir (Giilgin
2008).
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4.2.8. Ferroz iyonlari (Fe*?) selatlama aktivitesi ile ilgili bulgular

Sinefrin ve Fenilefrin’in ve standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri Ferroz
iyonlar1 (Fe+2) selatlama metoduna gore belirlendi. Bu tayinde farkli konsantrasyonlarda
(10-30 pg/ml) konsantrasyonlarina karsilik gelen grafik c¢izilerek I1Cso degerleri
grafikten hesaplandi ve Cizelge 4.7°de verildi. Sinefrin, Fenilefrin’ve kullanilan standart
antioksidan molekiiller sirasiyla ferrdz iyonlarini (Fe*?) selatlama kapasiteleri Sinefrin =

a-Tokoferol > Fenilefrin > Troloks = BHT > BHA seklinde oldugu gézlendi.
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Sekil 4.30. Farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) Sinefrin ve Fenilefrin’in ferréz iyonlari
(Fe™) selatlama aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve
Troloks ile karsilastirmasi.

4.2.9. Bipiridil metal selatlama bulgular:

Sinefrin ve Fenilefrin’in ve standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri
bipiridil kullanilarak belirlendi. Bu tayinde farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml)
konsantrasyonlarina karsilik gelen grafik ¢izilerek ICso degerleri grafikten hesaplandi ve
Cizelge 4.7°de verildi. Sinefrin, Fenilefrin’ve kullanilan standart antioksidan molekiiller
sirastyla bipiridil metal selatlama kapasitelerinin mukayesesinde Sinefrin > Fenilefrin >
BHT > BHA > Troloks > a-Tokoferol seklinde oldugu gézlendi.
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Sekil 4.31. Farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) Sinefrin ve Fenilefrin’in bipiridil metal
iyonlarini selatlama aktivitesinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-Tokoferol ve
Troloks ile karsilastirmasi

4.2.10. Total antioksidan aktivite bulgular

Sinefrin ve Fenilefrin’in total antioksidan aktivitesi “Tiosiyanat Metoduna” gore
belirlendi. Bu metotda linoleik asit emiilsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu olusan

peroksitler ferréz iyonlarini (Fe+2) ferrik iyonlarina (Fe+3) yiikseltger.

Daha sonra yiikseltgenen ferrik iyonlar1 (Fe*®) tiyosiyanat (SCN) ile Fe(SCN)*
kompleksi olusur. Olusan bu kompleksin ise spektrofotometrik olarak 500 nm’de
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Yiiksek absorbans, peroksidasiyon
sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligini gosterir. Total antioksidan aktivite Sinefrin
ve Fenilefrin’in 10 pg/ml konsantrasyonundaki emiilsiyonunun etanoldaki ¢ozeltilerinin
500 nm’deki absorbansi dl¢iilerek belirlenmistir (Sekil 4.32). Sekilde de gortildigi gibi
antioksidan aktivite, Sinefrin ve Fenilefrin’in artan miktar1 ile dogru orantili olarak
artmuistir. Sinefrin ve Fenilefrin ile standart antioksidan molekiillerin 500 nm’deki

absorbanslar1 ayni sekilde dlgiilmiistiir.
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Sinefrin, Fenilefrin  ve standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunun

peroksidasyonu inhibe etme miktar1 ylizde olarak agagida verilen esitlikten bulundu.

Lipit peroksidasyonun inhibisyonu (%) = {1 - mj %100

500-K

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

BHT, a-Tokoferol ve Troloks kullanildi (Sekil 4.32).

3
—&— Kontrol /\e\o

25 —<—BHA
= —B—BHT /
s ) —&— Tokoferol
2 —o— Troloks
Tu:)/ —&— Fenilefrin /
_‘é’ 15 —X—Simefrin
/
< 1

0.5

Zaman ( saat)

Sekil 4.32. 10 pg/ml konsantrasyonlardaki Sinefrin ve Fenilefrin’in total antioksidan
aktivitesinin ayni konsantrasyondaki standart antioksidan olan BHA, BHT, o-Tokoferol ve
Troloks ile karsilagtirmas.

Total  antioksidan  aktivitesinin  tayininde, linoleitk asit  emiilsiyonunun
peroksidasyonunda 10 ug/ml konsantirasyonu igin Sinefrin, Fenilefrin ve standart
antioksidanlar BHA, BHT, Troloks, a-Tokoferol igin linoleik asit emiilsiyonunun
peroksidasyonunu inhibe etme miktar1 sirasiyla, %81.91, %86.21, %78.10, %82.36,
%91.35 ve %79.00 olarak bulundu. Ayrica Sinefrin ve Fenilefrin’in total antioksidan

aktivitesi diger standart antioksidanlara gore daha fazla oldugu gozlenmistir.
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4.3. Asetilkolin esteraz enziminin aktiviteleri iizerine Sinefrin ve Fenilefrin’in

inhibisyon etkilerinin belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢alisma sonug¢lari

Doygun substrat konsantrasyonunda Asetilkolin esteraz enzimi igin Sinefrin ve
Fenilefrin’in inhibisyon etkisi arastirildi. Olgiimler Asetilkolin esteraz yontemiyle
yapildi. Inhibisyon etkisi gosteren her bir madde i¢in Aktivite(%)-[1] ve K; grafikleri
cizildi. Cizilen grafiklerden her bir madde bilesik i¢in K; degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.33. Asetilkolin esteraz enziminin Asetilkolin esteraz yontemiyle ile ¢alisilan bes
farkl1 Sinefrin konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Sinefrin] grafigi
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Sekil 4.34. Asetilkolin esteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkli Sinefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.35. Asetilkolinesteraz enziminin  kullaimilarak bes farkli  Fenilefrin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Fenilefrin] grafigi
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Sekil 4.36. Asetilkolin esteraz enzimi kullanilarak bes farkli substrat konsantrasyonu ve
ti¢ farkl1 Fenilefrin konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.8. Asetilkolin esteraz enziminin aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi gosteren
Sinefrin ve Fenilefrin’in K degeri ve inhibisyon tiirleri

inhibitor I1Cso (UM) K; Ortalama (uM) Inhibisyon Tiirii R’

Sinefrin 0,226 0,169 Yarismal 0.9816

Fenilefrin 0,302 0,088 Yarismal 0.9765
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5. TARTISMA ve SONUC

CA (E.C. 42.1.1) enzimi eritrosit igeren bircok dokuda basarili bir sekilde
saflagtirilarak ve karakterize edilmistir. CA enzimi pH diizenleyici bir enzim olarak
bilinmektedir. Olduk¢a hizli bir reaksiyon olan, karbondioksitin (CO,) bikarbonat
(HCO’3) ve protona (H') doniisiim reaksiyonunu katalizler (Giilgin et al. 2004f).
Karbonik anhidraz bu reaksiyonu katalizlediginde reaksiyon hizini arttirarak saniyede
10*-10° reaksiyon hizina kadar ulagmasimi saglar (Coban et al. 2007). Bu durum

enzimlerin olagantistii katalizleme giiciinii bir anlamda ortaya koymus olur.

CA enzimi, genel olarak metabolik CO; transportunu saglamasinin yaninda ayrica
bircok dokuda da H* ve HCOjs  birikiminde de rol oynar. Bu sekilde viicut sivilarmin
dengelerinin kurulmasinda rolii oldugu ortaya ¢ikartilmistir. Bu dokulara 6rnek olarak
bobrek, gastrik mukoza ve goz lensi verilebilir. CA ile ilgigli caligmalar devam ettikce
ozellikle son yillarda enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, si¢an eritrositleri, sigcan
tikrigl, sigir kemigi, sigir I6kositleri, histokimyasal metotlarla kaslarda, tiikiiriik
bezleri, prostat, sinir miyelin kilifi, pankreas, beyin ve endometrium dokularindan,
cesitli bakteriler ve bitkisel kaynaklardan saflastirilmis, karakterize edilmistir (Feldstein
and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin
2004).

CA enzim familyasi, biyofiziksel ¢alismalardan, protein ligant baglanma modeli
acisindan ve inhibisyon gibi bir¢cok sebeplerden dolayr oldukga ilgi cekicidir. Biitiin
bunlarin sebepleri asagidaki gibi sayilabilir (Akincioglu et al. 2014).

CA’ nin monomerik bir enzim olmasi,
Molekiiler kiitlesi 30 kDa olarak ne ¢ok biiylik ne de ¢ok kiigiik bir protein olmasi,
CA proteinin tek bir polipeptit zincirine sahip olmasi,

CA Ive CA Il izoenzimlerinin en yaygin formlarinin olmasi,

o B~ w0 DD

Polipeptit zincirinde disiilfit baginin olmamasi
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6. Polipeptit zincirinde seker ve fosfat gruplarinin olmamasi,

7. Ogzellikle CA 1I izoenziminin ¢ok uzun olmasi ve hemen hemen her yerde hazir
olarak satilabilmesi,

8. Diger enzimlere nisbeten daha kolay bir saflagtirma prosediiriine sahip olmasi,

9. Cogu CA izoenzimlerinin amino asit sekanslarinin biliniyor olmasi,

10. X-Ray difraksiyon analizleriyle mevcut 16 izoenziminin 13 tanesinin yapilarinin ve
aktif bolgenin geometrilerinin biliniyor olmas1 (Alterio et al. 2012),

11. Sadece CO, hidraz/dehidrataz aktivitesine sahip olmasi degil aynm1 zamanda ¢ok
yiikksek bir turnover sayisina sahip karboksilik asit esterleri, fosforik asit esterleri ve
hatta siilfat esterleri lizerinde de kuvvetli bir esteraz aktivitesine sahip olmasi (Innocenti
et al. 2010a; Ekinci et al. 2012a; 2012b),

% jyonu ile

12. Inhibitérler tarafindan inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve Zn"
inhibitorlerin baglanma modelinin iyi bir sekilde karakterize edilmis olmas1 (Supuran

2008; Alterio et al. 2012; Akincioglu et al. 2014).

Bitkilerde ve hayvanlarda simdiye kadar CA’nin 16 tane izoenzimi bulunmustur ve
karakterizasyonu yapilmistir (Pastarekova et al. 2004; Akincioglu et. al 2013). Bitki CA
enzimleri ile hayvan CA enzimleri arasinda cesitli farkliliklarin olduguna dair
caligmalarda saptanmistir (Atkins et al. 1972). Enzimin bitkilerdeki molekiil kiitlesi 160
kDa ile 260 kDa arasinda hegzamerik yapida oldugu tespit edilirken memelilerde
molekiil kiitlesi ise 30 kDa civarinda oldugu tespit bulunmustur (Feldstein and
Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002).

Tez konumun belirlenmesinde bu 6nemli 6zellikler yol gdsterici olmustur ve boylelikle
Sinefrin ve Fenilefrin’in hCA izoenzimi hCA | ve II iizerine inhibisyon etkilerinin
incelenmesi ¢alismalarimizin ilk basamagini olusturmaktadir. Ilk olarak bu ¢alisma igin
insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA 1 ve Il) afinite kromatografisi ile
ayri ayr saflastirilarak Sinefrin ve Fenilefrin’in her iki izoenzim (hCA 1 ve II)

tizerindeki inhibisyon etkileri incelendi.

CA enzimleri canlilarda CO; molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCOjs iyonunun

dehidratasyonunu katalizleyen Zn*? iyonu iceren bir metaloenzimdir. Son 20 yildir CA
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enzimini katalitik anlamda mekanizmasin1 aydinlatmayr hedefleyen ¢ok Onemli
calismalar yapilmistir. Bu g¢alismalarla elde edilen sonucglara gore, CA enziminin
metabolizmada son derece 6nemli gorevleri olmasi, ¢ozelti ortaminda kararli olmas1 ve
uygun sartlar altinda aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli
Ozelliklere sahip oldugu gorilmistiir. Yapilan caligmalar sonucu (Wistrand 1981;
Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2001)

Calismalarimizda hCA I ve Il izoenzimlerini saflagtirmak i¢in kullandigimiz Sepharose-
4B-L-tirozin kimyasal yapisina sahip jel tarafimizdan hazirlanmistir. Afinite jeli,
Sepharose 4B kati destek materyali tizerinde hazirlanmistir. Sepharose-4B’nin serbest -
OH gruplar literatiirde daha ¢gok CNBr ile aktiflestirilmistir. Biz de ¢alismamiz da ayn
yontem kullanilarak Sepharose-4B afinite jelini CNBr ile aktiflestirdik, sonra tirozin
kovalent olarak baglanmasin1 saglayarak, siilfonamitte diazolayarak L-tirozine
kenetlendirdik. Burada afinite jelinin; uzant1 kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak
baglayan kismini da siilfanilamit olusturur. Siilfanilamit’in kullanilmasinin sebebi
enzimin inhibitorii olmasidir. Bu nedenle afinite jelinde ligant olarak kullanilmistir
(Farell et al. 1997; Akincioglu et al. 2013)

Tirozinin kullanilma amaci ise enzimin ligantla daha iyi etkilesmesini saglamaktir ve bu
nedenle tirozin uzanti kolu olarak secilmistir. Zira CA’min aktif bolgesi enzimin
globiiler yapismin 12-15 A° derinliginde oldugu X 1sinlari kristallografisi ile
belirlenmistir. Bu durumda hazirlanan afinite jeline belirtilen derinlige erisebilmek igin
istenilen uzunlukta bir uzanti kolu baglanmasi gerekmektedir. L Tirozin afinite jelinin
yapisina girerek CA enziminin yiiksek oranda saflastirilmasinda etkili olmustur
(Chegwidden et al. 2000). Hazirlanan jel kullanilarak hCA | ve Il izoenzimleri direk
hemolizattan saflagtirilmistir. Jele tutunan hCA | ve Il izoenzimlerinin eliisyonlar1 igin,
sirastyla 25 mM Na,HPO,4 / 1 M NaCl (pH: 6,3) ve 0,1 M CH3;COONa/ 0,5 M NaClO,
(pH: 5,6) tampon cozeltileri kullanilmigtir. Saflastirilan izoenzimlerin safliklarinin
kontrolii i¢in SDS-PAGE uygulanmis ve hCA | ve Il igin tek bant gozlenmistir (Sekil
4.19). Enzimin bulunan yaklagik molekiil agirligi 30 KDa agirhigindadir ve literatiir ile
uyumlu oldugu goriilmektedir (Kitchen et al. 1973).
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hCA I’in spesifik aktivitesi 6402,63 EU/mg olup %40 verimle saflastirildi. Diger
taraftan hCA Il izoenzimi ise spesifik aktivitesi 18990,77 EU/mg olup, %46,5 verimle
saflagtirildi. Ayrica afinite kolonundan taze insan kanindan elde edilen hemolizatta
enzim {nitesi, spesifik aktivite ve hemolizattan saflastirilan hCA 1 ve Il enzimlerinin

enzim Unitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglar1 Cizelge 5.1°de verildi.

Cizelge 5.1. Afinite kolonundan insan eritrositlerinden elde edilen hemolizatin ve hemolizattan
saflagtirilan hCA | ve IT enzimlerinin saflagtirma sonuglari

N Tiirii Aktive Toplam Protein Toplam Toplam SE§Siftk Verim Saflastirma

umune furu (EU/ml) hacim(ml) (mg/ml) protein(mg)  aktivite axlivite (%) katsayisi

(EU/mg)
Hemolizat 1202,03 26,50 41,25 1093,13 31853,80 29,14 100 1
Sepharose-4B-
CA- 1 1213,45 10,50 0,19 1,99 12741,23 6402,63 40,00 219,72

L-tirozin-
stilfanilamid
afinite kolon CA-II 2468,80 6,00 0,13 0,78 14812,80  18990,77 46,50 651,71
kromatografisi

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢in yapilan ¢alismada Lineweaver-Burk grafikleri
kullanildi. Grafiklerden yararlanilarak hesaplanan Kp, ve Vmax degerleri ise hCA |
izoenzimi igin sirasiyla 0,552 mM, 0,338 EU/ml.dak iken hCA II igin ise sirasiyla 0,762
mM, 0,888 EU/ml.dak olarak hesaplandi (Sekil 4.3 ve 4.4).

Protein saflastirma teknikleri igerisinde tek basamakta yiizlerce kat saflastirmayi
saglayan teknik afinite kromatografisi teknigidir. Bu teknik beraberinde biyoteknoloji,
biyokimya ve tip alaninda saf enzim elde etmeyi getirdigi icin tercih edilen 6nemli bir
teknik olmustur. Calismalarimiz siiresince, orijinal afinite jeli i¢in denenen tiim
kosullarin kolon eliiatlari, esit hacimde alinip biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein
tayini yapildi. Afinite kromatografisi ile CA enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda
eliatlarin protein muhtevalar1 280 nm de absorbanslar1 dlgiilerek belirlendi. Bu sekilde
yapilan kalitatif protein tayini, proteinin yapisinda bulunan aromatik halka igeren amino
asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esasina dayanir

(Segel 1968).
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Dolayisiyla her bir proteinin fenilalanin, tirozin ve triptofan igeriklerinin farkli olmasi,
onlarin spesifik bir absorpsiyon katsayisina sahip olmalarin1 gerektirir dolayisiyla bir
protein zincirindeki fenilalanin tirozin ve triptofan amino asitlerinin sayisi biliniyorsa, 0

proteinin 280 nm dalga boyundaki absorpsiyonundan, protein miktar1 da bulunabilir.

Calismamizda kalitatif protein tayinleri yaninda kantitatif protein tayinleri de yapildi.
Bu tayinler Coomassie-Blue yontemi ile yapildi. Bu yontemin diger protein tayin
metotlarindan {istiin tarafi ve tercih edilmesinin sebebi ¢ok kisa slirede uygulanabilir
olmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun

stire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

Enzim aktivitesi tayini i¢in ise ¢alismamizda iki yontem kullanildu.

1. Maren ve arkadaglarinin modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yontemi olarak bilinen
CO, hidrataz aktivitesidir (Maren et al.1967). Bu yontemle CO,’nin H,O ile reaksiyona
girmesi sonucu meydana gelen H,COsin H" ve HCOj3 iyonlarina ayrisarak ortamin
pH’sin1 degistirme siiresinin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem saflagtirma
islemlerinde eliiatlardaki aktivitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda bu aktivite, hCA izoenzimlerinin fizyolojik fonksiyonu oldugundan,
Sinefrin ve Fenilefrin’in hCA izoenzimleri {izerindeki etkisini arastirmak amaciyla

calismalarimizda kullanilmistir.

2. Kullanilan ikinci aktivite yontemi ise esteraz aktivitesidir. Amstrong ve arkadaslar
tarafindan modifiye edilen bu yontemin esasi, CA’nin ester baglarinin pargalanmasina
dayanmaktadir (Amstrong et al. 1966). CA enzimi, p-nitrofenil asetati p-nitrofenole
hidroliz etmekte ve olusan bu iiriin ise 348 nm’de maksimum absorbsiyon vermektedir.
Bu yontemin secilis sebebi Wilbur-Anderson metoduna gore daha hassas olmasidir. p-
Nitrofenil asetat, suda ¢oziinmedigi i¢in dnce az miktarda asetonda ¢6ziildii, daha sonra
su ile seyreltilerek sulu ¢ozeltisi hazirlandi. Coziicii olarak asetonu se¢ilmesinin sebebi
ise asetonun hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicli olmasidir (Armstrong et al.

1966; Verportee et al. 1967).
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Ancak hidrataz aktivitesinin 6l¢iimii fizyolojik olarak daha fazla deger tasir. Aktivite
ol¢tim pH’s1 hCA | ve hCA 11 izoenzimleri i¢in 7,4 olarak alindi. Nedeni ise hCA 1 ile 1l

izoenzimlerinin lokalize oldugu yer olan eritrositlerin normal pH’s1 7,4 tiir.

Bir inhibitériin inhibisyon etkisini belirlemesinde ICsy degerleri kullanilmaktadir.
Bunun i¢in taze insan kanindan saflagtirllan hCA | ve Il izoenzimleri igin bes farkli
uygun inhibitdr konsantrasyonunda hidrataz aktivite ol¢limii yapilarak belirlendi.
Inhibisyon etkisi gosteren Sinefrin ve Fenilefrin icin Aktivite (%)-[I] grafikleri ¢izildi
grafikten ICsp degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda ¢izilen Aktivite (%)-[1]
grafiklerinden bulunan 1Csy degerleri Cizelge 5.2’de gosterildi.

Cizelge 5.2. hCA | ve IT izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gdsteren
Sinefrin ve Fenilefrin’in %50 inhibisyona sebep olan konsantrasyonlari ICsy degerleri

izoenzimler Fenilefrin (uM) Sinefrin (uM)
hCA | 1,64 2,81
hCA 1l 3,09 2,76

Sonuglara bakildigi zaman hCA | ve Il izoenzimleri i¢in hidrataz metodunun esteraza
gore daha diislik ICso degerleri verdigini (Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4) ve bu yiizden hidrataz

metodunu yani kendi substrati olan CO2’yi tercih ettigi 6zellikle gézlemlenmektedir.

Bu ¢alismalarin ardindan hCA | ve II izoenzimleri igin ii¢ farkli uygun inhibitor
konsantrasyonunda esteraz aktivite dl¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisi olan bilesiklerin

Aktivite (%)-[I] grafikleri ¢izildi ve grafikten K; degerleri hesaplandi.
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Cizelge 5.3. hCA | ve Il izoenzimlerinin esteraz aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi
gosteren Sinefrin ve Fenilefrinin ortalama K degerleri ve ICso degerleri

Sinefrin Fenilefrin

izoenzimler ICs0 (MM) Ortalama K;(mM) ICsq(mM)  Ortalama K; (mM)
hCA | 0,707 0,199 0,313 0,065
hCA Il 0,559 0,336 0,318 0,092

Bilindigi gibi glukoma hastaligindan dolayr hCA II {izerine yogun bir sekilde inhibisyon
caligmalar1 yapilmaktadir. Fenolik bilesiklerin de hCA izoenzimlerinin dogal inhibit6rii
oldugu bilinmektedir. Dogal kaynakli bir fenolik bilesik olan Sinefrin’nin glukoma

hastalig1 i¢in yeni ilaglarin sentez ve dizayninda 6nemli rol oynayacag: siiphesizdir.

CA izoenzimlerinin inhibisyonu antiglokoma, antikonvulsan ve antikanser gibi
farmakolojik uygulamalarda biiyiik 6neme sahiptir. Siilfamit ve siilfonamitlerin enzimin
aktif bolgesine nasil baglandigi ve inhibisyon kinetikleri c¢ok iyi bilinmektedir
(Akincioglu 2013). CA inhibitorleri CA izoenzimlerinin fonksiyonlarmi bloke
etmektedir. Sayisiz CA inhibitorleri dort temel grupta degerlendirilebilir:

Sulfamit ve siilfonamitler
Silfonik asit tirevleri

Halojeniirler, asitler ve tiyosiyanat gibi kiigiik monoanyonlar

A w0 np e

Aromatik halkalar veya fenolik bilesikler

Yapilan calismalarda siilfamit, siilfonamit ve siilfonik asit tiirevlerini K; degerlerinin
pikomolardan (pM) milimolara (mM) kadar degistigi goézlenmistir. Halbuki inorganik
monoanyonlarin K; degerleri mikromolardan (uM) milimolara (mM) degisen bir

skalaya sahiptir (Krishnamurthy et al. 2008).

Son yapilan c¢aligmalarda siilfamitlerin siilfonamitlerden daha yiiksek bir inhibisyona
sahip oldugu gozlenmistir (Akincioglu et al. 2013). Benzer sekilde aromatik halkaya

sahip fenolik inhibitorlerde oldugu saptanmistir ve K; degerleri mikromolardan



120

milimolara kadar degistigi gozlenmistir (Innocenti et al. 2010b; Oztiirk Sarikaya et al.
2011; Sentiirk et al. 2011; Balaydin et al. 2012; Akbaba et al. 2013).

Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda enzimin aktif bolgesinde bulunan Zn*? iyonuna
Sinefrin ve fenilefrin gibi fenollerin fonksiyonel aromatik -OH gurubunun baglandigini
sOyleyebiliriz. Katalitik bolge i¢in olduk¢a 6nemli bir aminoasit olan Thr 199’un NH
amidinin bir hidrojen bagmin yani sira ikinci bir hidrojen bagi vasitasiyla -OH 1
enzim aktif bolgesinin ¢inko bagli su/hidroksit iyonuna baglayarak bu fenolik

bilesiklerin hCA ya baglandig1 goriilmektedir (Sentiirk et al. 2009).

Val 143

Thr 199

P
I
/
/
/
/

S
H ‘H\g" Val 121
-
His 94 His 119
His 96

2

Sekil 5.1. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bdlgesinde bulunan Zn™ iyonuna

inhibitorlerin baglanma modeli.

Yine son zamanlarda grubumuz tarafindan fenol, fenol tiirevlerinin ve onlarin yerini
alabilecek tiirevlerin tiim memeli izozimlerle etkilesimleri arastirilmistir. Aslinda, farkli
izozimlerin bu fenoliklere olan inhibisyon profili, bir¢ok basit fenol i¢in milimolardan
submikromolar arasinda degisen inhibisyon sabitlerine sahip oldugu ve epeyce degisken
oldugu goriildii. Bizim bu arastirmamizda Sinefrin ve Fenilefrin’nin hCA izoenzimleri

ile ilgili arastirmanin yaninda Sinefrin ve Fenilefrin’nin antioksidan etkiye sahip oldugu
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diistintilerek tez kapsaminda degerlendirilmesi calismanin kapsamini genisleterek

calismayi daha etkili ve orijinal hale getirdi.

Calismamizda Sinefrin ve Fenilefrin’in, hCA | ve II izoenzimleri iizerine inhibisyon
etkisinin arastirilmasi yaninda her iki maddenin antioksidan kapasitelerinin belirlendi ve
antiradikal o6zellikleri ile ilgili ¢alismalarda yapildi. Bu amagla tiyosiyanat metoduna
gore total antioksidan aktivite, Fe™® gore indirgeme kapasitesi, kuprak metoduna gére
kuprik iyonlarin1 (Cu*?®) indirgeme kapasitesi, FRAP metoduna gére Fe'-TPTZ
indirgeme kapasitesi, ferrozin ve bipiridil reaktifleri kullanarak iki farkli metotla ferréz
iyonlarimi (Fe*?) selatlama aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS™
giderme aktivitesi, DMPD™ giderme aktivitesi ile riboflavin - metiyonin - 1s1k
sisteminde olusturulan siiperoksit anyon radikalleri (O,") giderme aktivitesi gibi farkli
biyoanalitik metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlar da Sinefrin ve Fenilefrin’in
antioksidan kapasiteleri belirlendi. Kullanilan yontemlerde gida ve ilad¢ sanayisinde
yaygin olarak kullanilan BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks gibi sentetik ve standart

antioksidanlar ile kiyaslandu.

Sinefrin  ve Fenilefrin’in ¢aligilan konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml), artan
konsantrasyon ile dogru orantili olarak total antioksidan aktivitede, indirgeme
kapasitelerinde, metal selatlamalarda, DPPH, ABTS, DMPD ve O," gidermede ferrozin
ve bipiridil kullanarak iki farkli sekilde c¢alisilan ferréz iyonlarini (Fe+2) selatlama

aktivitesinde konsantrasyona bagli olarak aktivitede artis gézlenmistir.

Antioksidan ¢aligmalarda, her iki fenolik maddenin standartlarla mukayesesinde BHA,
BHT, a-Tokoferol ve Troloks gibi standart maddeler kullanildi ve antioksidan
calismalarin ¢ogu metodunda Sinefrin ve Fenilefrin’in aktivitesinin kullanilan
standartlarin esit konsantrasyonlarda ki aktivitelerinden daha yiiksek ya da benzer

aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Bir bilesikte var olan indirgeme Kuvveti 6zelligi, O bilesigin antioksidan kapasitesi

hakkinda bize 6nemli fikirler verir. Cilinkii indirgeme 6zelligi bir bilesigin antioksidan
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aktivite sergilemesinde en 6nemli etkenlerden biridir (Meir et al. 1995). Bunun yaninda
saf bir maddenin antioksidan o&zelligi farklt mekanizmalar {izerinden yiirliyebilir.
Soyleki; gecis metallerinin sebep oldugu oksidasyonlar i¢in antioksidan bilesigin
indirgeme giicii antioksidan 6zellikleri agisindan énemli degildir, ancak bilesigin metal
selatlama 6zelliginin olmasi sistemde oksidasyonu durduracak veya hizini yavaslatacak
olmas1 agisindan 6nemlidir. Tipk1 enzimatik sistemlerde de oldugu gibi 6rnegin; CAT,
SOD ve GP gibi primer antioksidan enzimlerin antioksidan 6zelligi, onlarin indirgeme
giiglerinin olmasindan veya fenolik bilesik igerdiklerinin zenginliginden degil, H,O,’yi
uzaklastirabilme 6zelliklerinin olmasindandir (Halliwell and Gutteridge 1984; Halliwell
1989). Sonug olarak denilebilir ki antioksidan bilesikler antioksidan aktivitelerini gegis
metal iyonlarin1 baglama, peroksitleri par¢alama veya radikal giderme gibi farkli
mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Diplock 1997; Giilgin 2012). Calismamizda
yapilan tli¢ ayr1 indirme kapasitesi metodu bu anlamda 6nem tasimaktadir. Bu indirgeme
kapasitesi metotlarinin sonuglarina bakildiginda Sinefrin ve Fenilefrin’in indirgeme
kapasitesinin artan konsantrasyona bagli olarak arttig1 fakat genel olarak standartlardan

diisiik oldugu gozlendi.

Elektron verme kapasitesinin antioksidan aktivite ile ilgili oldugu bilinmektedir. Bu
durum biyolojik agidan aktif olan bilesiklerin indirgeme giiciinii yansitir (Arabshahi-
Delouee and Urooj 2006). Antioksidanlar indirgeyici olabilir ve bir maddenin redoks
reaksiyonlarinda rediiktantlarla oksidanlarin stabilizasyonunda gorev yapabilir. Redoks
reaksiyonlari, baska bir maddeyi yiikseltgeyerek kendisinin indirgenmesi olarak
tanimlanir. Yukarida bahsedildigi gibi indirgeme 6zelligi antioksidan kapasite yoniinden
onemli bir Ozelliktir. Bir bilesigin bu ozelligi farkli metotlar ile 6lgiilebilir. Biz
calismamizda bu amacgla en yaygin ii¢ metodu kullandik. ilk olarak en &nemli
metotlardan birisi olan Fe[(CN)e]"*nin Fe[(CN)6]**ye indirgenmesi metodunu
kullandik. Bu metod, Sinefrin ve Fenilefrin ilavesiyle indirgenmis iiriine Fe**’tin ilavesi,
700 nm’de giiclii absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks olan
Fes[Fe(CN)g] olusturur yol agar. Absorbansdaki artisi gosterir. Bu durumda sonug

olarak indirgeme kapasitesinin varligin1 gosterir.
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Sinefrin + Fe(CN)> — Fe(CN),

Fe(CN)g +FeCl, — Fe,[(Fe(CN) 1,

Bu metotda kontrol ¢ozeltisi sari renkliyken, antioksidan orneklerinin ilavesiyle
indirgeme kapasitesine iliskili olarak farkli yesil ve mavi tonlarina doniisiir. Bir
bilesigin ferrik iyonlarmi (Fe™®) indirgeme Kkapasitesi, potansiyel antioksidan
aktivitesinin en 6nemli gostergesidir (Benzie and Strain 1996). Calismamizin sonuglari
bu metot i¢in degerlendirildiginde Sinefrin ve Fenilefrin 'in standartlara gore daha diisiik
indirgeme kuvvetine sahip oldugu goriildii. Bu iki madde kendi i¢inde kiyaslandiginda
ise Sinefrin ve Fenilefrinin her ii¢ konsantrasyon (10-30 pug/ml) i¢in hemen hemen ayni

sekilde indirgenme kuvvetine sahip oldugu gézlendi.

Ayrica mevcut calisma kapsaminda ferrik iyonlarim (Fe+3) ferrdz iyonlarina (Fe+2)
indirgeme kapasitesinin yani sira kuprik iyonlarim (Cu+2) Kuprdz iyonlarmna (Cu®)

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

KUPRAK metodu son zamanlarda Apak ve grubu tarafindan indirgeme kapasitesi i¢in
gelistirilen dnemli bir metot olup (2006). Ozellikle Giilgin ve grubu tarafindan oldukga
yaygin bir sekilde kullanilmistir (Giilgin 2008; 2010; Giilgin et al 2010). Bu metot,
diisiik maliyetli bir metod olmasinin yanisira hizli, kararli ve rahat uygulanabilir. Ayrica
indirgeyici maddelerin molekiil yapisina veya hidrofilik 6zelliklerine bakilmadan birgok
antioksidan i¢in uygulanabilir. Ayrica metodun en 1yi diger Ozellikleride hizli, rahat
uygulanabilir ve kararli olmasidir. Glutatyon gibi tiyol gurubu igeren antioksidanlarin
aktivitelerinin  Olclimiinde, fenolik bilesiklerin  aktivite Olc¢limlerinde siklikla
kullanilabilir (Huang et al. 2005). Kuprak metodu kromojenik bir metotdur ve bir
redoks reaksiyonudur. Bu metot fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da olan (pH: 7.0)
gerceklestirilir (Apak et al. 2006; Giilgin 2008; Koksal et al. 2009). Yine bu metod igin
sonuglar degerlendirildiginde (20 pg/ml) Sinefrin ve Fenilefrin’in indirgenme kuvveti
standartlara gore daha diisiik sonug verirken, Sinefrin nispeten daha iyi indirgenme

kuvveti sergiledi.
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Ayn1 molekiil yapisina sahip fenolikler i¢in fenolik halkaya bagli -OH grubunun
pozisyonu antioksidan oOzellikler agisindan belirleyici bir unsurdur (Giilgin 2012).
Sinefrin ve Fenilefrin’in yapis1 mukayese edildiginde (Sekil 1.18 ve 1.19) fenol
halkasimna bagli -OH grubu Sinefrinde para pozisyonunda iken Fenilefrin’de meta
pozisyonundadir. Bu &zelliklerinden dolay: Sinefrin bircok metotda kuprak metodunda
da oldugu gibi Fenilefrin’e nazaran daha iyi aktivite 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
Kimyasal Ozelliklerine bakildiginda bu sonug zaten beklenen bir durumdur (Giilgin
2012).

Fe*®-Fe*? transformasyonu metodunun calisildigi ortamm pH’si 6.6 civarindadir.
Ortamin pH’s1 degistirildiginde diisik pH’da Fe**iin Fe'®’ye indirgenmesi ile renkli
Fe*>-TPTZ kompleksinin olusur. Olusan bu demir kompleksi oksidan olarak kullanilir
ve yeni bir yontem olan FRAP metodu olarak asidik kosulda indirgeme kuvveti ayrica
belirlenebilir (Benzie and Strain 1996). FRAP metodunun, Fe**-Fe*? transformasyonu
metoduna gore farki sadece ¢ok daha asidik ortamda ve reaktif kullanarak yapiliyor
olmasidir. Bunun yamisira Fe™® tuzunun redoks potansiyeli ve ABTS’nin redoks
potansiyeli ile birbirine yakindir. Bu nedenle FRAP ve ABTS™ yontemleri arasinda
fazla bir fark olmamakla beraber tek fark FRAP’in daha asidik ortamda (pH 3.6)
gerceklesmesidir. Asidik ortamda ve antioksidanlarin varliginda Fe*>-TPTZ kompleksi
Fe*2TPTZ kompleksine indirgenir ve olusan renkli ¢ozelti 595 nm’de maksimum
absorbans gdsterir. Fe*/Fe*? redoks giftinin redoks potansiyelinden daha diisiik
potansiyelli birgok bilesik teorik olarak Fe™ii Fe+2’ye indirgeyebilir. Bu nedenle FRAP
degerleri daha yiiksek cikabilir. FRAP sonuglar1 analiz zamanina ve ortamina bagl
olarak degisebilir. Baz1 polifenoller daha yavas hareket eder ve belirlemek i¢in daha
uzun reaksiyon zamani gerekmektedir. Yontem sadece demir iyonunu temel almaktadir.
Ancak diger yontemlerin aksine FRAP yontemi basit, hizli, ucuz ve 6zel ekipmanlara

ihtiya¢ duyulmamaktadir (Huang et al. 2005; MacDonald-Wicks et al. 2006).

Sinefrin ve Fenilefrin’in FRAP metoduna gére ferrik iyonlarini (Fe*®) ferrdz iyonlarina
(Fe*?) indirgeme kapasitesi, konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig1 bulundu.

Calismada Sinefrin ve Fenilefrin’in indirgeme kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla



125

uygulanan her ii¢ indirgeme metodu arasinda bir korelasyon oldugu gozlendi ve artan
konsantrasyona bagli olarak indirgeme kapasitelerinde de artis meydana geldi (Cizelge
5.4). Her ti¢ metotta Sinefrin ve Fenilefrin’in kullanilan standartlar igerisinde BHA,
BHT, o-Tokoferol ve Troloks’dan daha az indirgeme kuvveti oldugu bulundu. Ug
metotta Sinefrin ve Fenilefrin i¢in indirgeme kuvveti sonuglari en iyi olan metod FRAP
metodu oldu. Sinefrin beklendigi gibi kimyasal yapisindan dolay1 Fenilefrin’e gore daha
iyi sonuglar gosterdi. Aromatik halkadaki elektronlarin rezonans yapilarindan dolay1
delokalizasyonu aromatik hidroksil gruplarinin asitligini arttirir ve molekiilii daha
kuvvetli bir indirgen yapar. Kullanilan her ii¢ indirgeme kapasitesi metodlarinda
standartlar i¢inde genellikle en yiiksek indirgeme 6zelligi BHA sergilerken, Troloks en

diisiik indirgeme 6zelligi sergiledi.

Cizelge 5.4. Sinefrin ve Fenilefrin’in 20 pg/ml konsantrasyonunda indirgeme kapasitelerinin
standart antioksidanlarla mukayesesi

Antioksidanlar Fe*® indirgeme Metodu Kuprak Metodu FRAP Metodu
BHA 2,145 2,115 2,426
BHT 2,163 1,696 1,277
a-Tokoferol 1,176 0,674 1,998
Troloks 1,109 0,673 1,235
Sinefrin 0,258 0,258 0,603
Fenilefrin 0,278 0,116 0,485

Metabolizmada var olan serbest demir ve bakir kontrol edilebilmektedir. Demir iyonlari
barsaklar tarafindan emilir ardindan transferrin proteinleri tarafindan ferrik iyonlari
(Fe*®) seklinde demir ihtiyact olan hiicrelere tasiir. Ferrdz iyonlart (Fe™) halinde
ferritin ve hemosiferin proteinlerinde depolanir. Ferritin proteini metabolizmada bir¢cok
dokuda bulunabilir. Ferritin nisbeten kan dolasiminda daha az bulunur. Ferritin testi ile
viicutta bulunan demir depoler1 hakkinda bilgi sahibi olunur. Demir eksikliine bagl
anemilerde ferritin degerleri erkenden ve belirli miktarda diiser. Ferritinin yiiksek

cikmast ise hemokromataz denilen bronz seker hastaligi, cesitli enfeksiyonlar ve bazi
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timorlerin varliginda ortaya ¢ikar. Transferrine bagli olan demir iyonlart serbest radikal
reaksiyonlarina katilmazken fazla demir iyonlar ise “demir havuzu” denilebilecek olan
ferritin ve hemosiferrinde depolanir. insan plazmasinda bulunan bakirin 6nemli bir
kismi serbest radikal reaksiyonlarimi uyarmayan bir formdadir. Seruloplazmin
proteinine bagli haldedir (Halliwell 1994). Normalde durum boyle iken,
metabolizmadaki normal dengesinin degistigi durumlarda hidroksil radikali olusur
(Chevion et al. 1993). Olusan bu radikaller doku hasarlarina sebep oldugundan viicut
igcerisindeki yabanci organizma ve maddeleri sindirip, yok eden biyolojik hiicrelerin
diger bir ifade ile fagositlerin aktivasyonu veya liziz olmus hiicrelerden gecis metal
iyonlarinin yayilmasi sonucu ROS olusabilmektedir. Serbest radikal olusumu doku ve
hiicrelere zarar vererek dolayli bir yolla geg¢is metallerinin yayilmasiyla daha fazla
serbest radikal olusumuna ve onlarinda hiicredeki zararlarinin artmasina sebep
olmaktadir. Sonug olarak bu durum hiicre ve doku hasarini daha da hizlandirir. Enzim
ve proteinlerin yapilarinda bulunan amino asitlerin tiyol gruplarimi da oksitleyerek
deaktive ederler. Gegis metalleri ayrica hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis
yag asitlerini de oksitleyerek biiylik 6lciide hiicre hasarlarina da sebep olmaktadir
(Giilgin 2012). Soyleki gecis metalleri, oksidasyonun baslangi¢c basamaginin aktivasyon
enerjisinin indirgenmesine bagl olarak yaglarin oksidasyon hizini arttirirlar. Metaller
lipit alkil radikalleri tireterek lipitler ile dogrudan reaksiyona girerler. Gegis metalleri
ayrica singlet oksijen gibi ROS, OH' ve H,0, de iiretirler. Lipit alkil radikalleri ve
reaktif oksijen tiirleri de yag oksidasyonunu hizlandirirlar. Ayni  zamanda
hidroperoksitlerin parcalanmasina yol acarak yaglarin otooksidasyonunu hizlandirirlar.
Fenolik bilesikler bu durumlarda araya girerek agir metal iyonlarini selatlar ve
metallerin indiikledigi oksidatif reaksiyonlari azaltir, ancak bununla birlikte fenolik
bilesikler ferrik iyonlarmi (Fe*®) hidroperoksitlerin bozulmasimi katalizlemede daha
aktif olan ferrdz iyonlara (Fe*?) doniistiriiler ve boylece oksidatif reaksiyonlarin

olusumunu arttirabilme 6zelliginede sahipler (Giilgin 2012; Annakkaya 2012).

Ornegin travmatik beyin hasari sonucu demir iyonlarma bagli serbest radikalik
reaksiyonlar meydana gelebilir. Parkinson hastaligi, beyinde Substantia nigra’da

mevcut hiicrelerin 6liimii sonucu meydana gelmektedir. Boylece Parkinson hastaligina



127

yakalanan hastalar oksidatif strese maruz kalir ve serbest radikaller olusur. Bu durumda
serbest radikaller zincirleme radikalik reaksiyonlar ile substantia nigra dejenere olurken

bu durum hastaliga sebep olmaktadir.

Organizmada ROS olusumunu arttiran diger bir neden ferrdz iyonlar1 (Fe*?) gibi iyonik
tirlerdir. Bu nedenle demir selatlayabilme kapasitesi 6zelligi maddeler i¢in oldukga
onemlidir. Grubumuz tarafindan da oldukg¢a yogun kullanilan metal iyonlar1 selatlama
aktivitesi metotlari, metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engelleyecek
veya geciktirecek bilesik saptamak igin siklikla kullanilan 6nemli bir antioksidan
yontemdir. Metal iyonlar arasinda, ferrdz iyonlar1 (Fe?), bilinen en tehlikeli,
oksidasyona sebep olan iyonlardir. Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin ortamda
bulunmalari esnasinda ferrik iyonlar (Fe*®) da meydana gelebilir. Ferréz iyonlar: (Fe*?),
ferrik iyonlarindan (Fe*®) on kat daha fazla reaktiftirler (Miller 1996). Bu reaksiyonlar
sonucu peroksitlerden daha reaktif olan OH radikalleri de olusabilmektedir (Halliwell

and Gutteridge 1984; Giilgin 2007).

Fe?’ +H,0, —» Fe* +OH +OH"~ enton reaksiyonu)

Boylece ferréz iyonlari (Fe+2) selatlama kapasitesi olan bir bilesik ya da madde ferr6z
iyonlar1 (Fe*?) konsantrasyonunu en aza indirmekte ve oksidatif hasara sebep olan
serbest radikal olusumu inhibe etmektedir (Giilgin 2007b). Ferrozin, ferrdz iyonlari
(Fe*?) gibi iki degerlikli metal iyonlar1 kompleks olusabilmektedir. Olusan renkli metal-
ferrozin kompleksi ise 562 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Metal
selatlayici ajanlarin varliginda metal-ferrozin kompleksi olusumu engellenmektedir bir
zamandan sonra sonlanmaktadir. Dolayisiyla metal selatlama aktivitesinde 562 nm’de

absorbansta meydana gelen azalma metal selasyonunun bir gostergesi kabul edilir.

Daha once L-Adrenalin ile ilgili bir caligmaya bakildiginda bir L-Adrenalin
molekiiliiniin amin grubu ile ayn1 molekiiliin hidroksil grubunun bir ferrdz iyonu (Fe*?)
ile koordinasyonu sonucu L-Adrenalin-Fe*? kompleksi olustugu goriilmiistiir (Giilgin
2009a). Kurkumin molekiiliine bakildiginda ise durum farklidir (Ak and Giilgin 2008).
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Kurkumin molekiiliiniin ihtiva ettigi her iki aromatik halkaya bagli metoksi gruplar1 ile
hidroksil fonksiyonel gruplar1 arasinda ikiser adet ferrdz iyonlarmm (Fe*?)
selatlamasinin yaninda hidrokarbon ara zincirindeki enol ve keto gruplari tarafindan da

bir adet ferrdz iyonlarinin (Fe+2) selatlama olma durumu s6z konusudur

Ayrica Giilgin (Giilgin 2006b) tarafindan L-Karnitin’in metal selatlama aktivitesinin
arastirilmasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise L-Karnitin’in ferrdz iyonlarmi (Fe*?)
konsantrasyona bagli olarak selatladig1 gozlenmis ve Sekil 5.2°de gosterildigi sekilde L-
Karnitin ile ferrdz iyonlari (Fe+2) arasindaki olas1 metal selatlama mekanizmasi
aydinlatilmistir. Bir L-Karnitin molekiiliiniin karboksil grubu ile yine ayn1 molekiiliiniin
y-karbonuna bagli hidroksil grubu arasinda koordinasyon ile bir metal kopriisii olugarak

bir ferr6z iyonunun (Fe*?) selatlandig1 aydinlatilmistir.

_ (@) /
O\C/O \\C/ ,’/Fez+
1 Fe?t =
(':H2 HZC\H/O
H—C—OH ¢
CH, C|:H2
| +
HyC—N*=CH, H3C_’\||_CH3
L-Karnitin L-Karnitin-Fe* kompleksi

Sekil 5.2. L-Karnitin ile ferrdz iyonlar (Fe+2) arasinda One siiriillen metal selatlama
mekanizmasi

Metal selatlama ile ilgili verilen bilgiler g6z 6nlinde bulunduruldugunda ¢alismamiz
kapsaminda metal selatlama ozellikleri belirlenen Sinefrin ve Fenilefrin’in metal
selatlama kapasitesi ile ilgili olarak muhtemel baglanma modeli Sekil 5.3 ve Sekil

5.4’de gosterilmistir.
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HO

Sinefrin Sinefrin FeZ* Kompleksi

Sekil 5.3. Sinefrin’in ferréz iyonu (Fe*?) ile olusturdugu muhtemel kompleks

Fenilefrin Fenilefrin Fe2* Kompleksi

Sekil 5.4. Fenilefrin’in ferrdz iyonu (Fe*?) ile olusturdugu muhtemel kompleks

Orto ve para pozisyonlarindaki aromatik hidroksil gruplarinin varligi, bir molekiile
meta pozisyonunda ayni grubun varliindan daha c¢ok biyolojik aktivite kazandirdig:
bilinmektedir (Chimi et al. 1991; Prokony 1988). Caligmamiz kapsaminda o6zellikle
vurguladigimiz gibi Sinefrin ve Fenilefrin’in -OH gruplarinin aromatik halkadaki
pozisyonlar1 biyolojik aktivite olarak farkli sonuglara sebep olmustur. Sinefrinde -OH
grubu para pozisyondadir ve meta pozisyonda —OH gurubuna sahip olan Fenilefrin’e

gore iyi aktivite gostermistir ancak benzer sonuglarin ¢iktig1 durumlarda s6z konusudur.

Calismada kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin ile standart antioksidanlarin ferréz iyonlar
(Fe*?) metal selatlama aktivitesinin 1Csy degerleri degerlendirildiginde Sinefrin ve
Fenilefrin i¢in sirasiyla 34,65 ve 38,50 ug/ml bulunarak standartlara nazaran daha iyi
selatlama oOzelligi gostermistir (Cizelge 5.5). Yine benzer sekilde Sinefrin ve
Fenilefrin’in bipiridil metal selatlama aktivitesi igin ICsy degeri ile standart
antioksidanlarin ICsy degerlerinden daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu degerler Sinefrin

ve Fenilefrin igin sirasiyla 5,73 ve 5,82 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar ayrica
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metal selatlama konusunda ferrozin ve bipiridil reaktifleri kullanilarak yapilan her iki

metot oraninda da pozitif bir korelasyon ve siralama gostermektedir.

Cizelge 5.5. Sinefrin, Fenilefrin ve standart antioksidanlara ait DPPHe, ABTS™,
DMPD™, O, giderme, ve metal selatlama aktiviteleri ile ilgili ICso (ng/ml) degerleri

DPPH-: ABTS™ DMPD™ 0, (Fe*?) Metal  Bipiridil Metal

Giderme Giderme Giderme Giderme selatlama selatlama
BHA 8,35 517 21,65 16,50 57,75 7,87
BHT 33,00 5,37 - 33,00 49,50 6,93
a-Tokoferol 7,78 5,82 - 23,10 34,65 15,40
Troloks 7,87 6,30 18,73 43,31 49,50 10,50
Sinefrin 49,50 4,20 49,50 9,36 34,65 5,73
Fenilefrin 53,30 7,70 46,20 8,77 38,50 5,82

**DMPD" giderme metodunda bu standartlar ile aktivite gdstermemektedir (Giilgin 2008).

Antioksidan Dbilesiklerin radikal giderme aktiviteleri ve antioksidan kapasiteleri
biyolojik sistemlerdeki etkilerinin yan1 sira gida ve farmasotik sanayilerinde serbest
radikallerin sagliga olan zararli etkilerini giderdigi i¢in Onemlidir. Bu nedenle
antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri ve onlarin tespiti olduk¢a 6nemlidir.
Gida ve farmasotik sistemlerde serbest radikaller meydana gelmekte, lipit
peroksidasyonunu hizlandirmakta ve bunun sonucu olarak {riinlerin kalitesi
diismektedir. Siiphesiz ki bu durum saglik agisindan tehdit edici unsurdur (Min 1998).
Son yillarda yapilan ¢alismalarda dogal antioksidanlari igeren gidalarin kanser ve buna
benzer kronik hastaliklar1 engelledigi belirlenmis ve bu 6zelliklerinden dolayr meyve ve
sebzelerin yapilarinda bulunan antioksidanlara olan ilgi artmstir, caligmalar bu anlamda

giderek onem kazanmaktadir (Baysal and Ersus 1999; Giilgin 2012).

Son zamanlarda serbest radikallerin giderilmesi ile ilgili bircok metot gelistirilmistir.
Bunlarin basinda DPPH radikal giderme aktivitesi (Giilgin 2006b; 2012), ABTS™
giderme aktivitesi (Giilgin et al. 2006a), DMPD ™ giderme aktivitesi (Basile et al. 2006),
PMS-NADH-NBT sisteminde (Gtilgin 2005), ksantin-ksantin oksidaz sistemi (Nagai et
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al. 2001) ve riboflavin-metiyonin-isik sistemi (Zhishen et al. 1999) gibi sistemlerde
olusturulan O," giderme aktivitesi gibi radikal giderme metotlar1 siklikla
kullanilmaktadir. Kromojenik bu metotlarin radikal giderme metotlar1 uygulama
kolayligi, hassasliklar1 ve analizlerin kisa siirede uygulanabilirligi gibi avantajlardan
dolayr yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Awika et al. 2003; Van den Berg et al.
1999). Calismada kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin’in siiperoksit radikal giderme
aktivitesine ait I1Csy degerleri sirasiyla 9,36 ve 8,77 pg/ml civarinda iken, bu degerler
standartlar i¢in (BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks) 16.50-43,31 ug/ml araliginda
bulunmustur. Giil¢in ve grubunun yapmis oldugu diger 6rnek caligmalara bakildiginda
ICso degerleri a-hederin, hederasaponin C, hederakolsizit E ve F gibi dogal
antioksidanlar igin 45-51 pg/ml arasinda bulunmustur (Giilgin et al. 2004c).

Saf maddelerin, gidalarin ve bitkisel kaynakli antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi
icin siklikla kullamlan metotlar genel olarak DPPH-, ABTS™ ve DMPD radikallerinin
kullanildig1 birer spektrofotometrik metot olan DPPH-, ABTS-* ve DMPD-"giderme
yontemleridir. Bu oOzellikleri nedeniyle dolay1 dogal ve biyolojik acidan aktif
maddelerin radikal giderme aktivitelerini ve antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢in
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Ozcelik et al. 2003). Antioksidan maddeler bu
yontemler igin hazirlanan DPPH', ABTS™ ve DMPD ™ gibi radikal ¢ozeltilerinden birine
eklendiginde; herhangi bir antioksidan madde ¢ozelti i¢inde meydana gelen radikal

olusumunu durdurarak reaktif tiirlerini indirger ve bir renksizlesme meydana getirir.

DPPH * 4+ AH —» DPPH 4+ A*

ABTS "+ AH —» +ABTS "+ A°

DMPD"" + AH— +DMPD" + A®

Menekse renkli DPPH:, pembe renkli DMPD-" ve yesil-mavi renkli ABTS™ kromojenik
yontemleri kullanmak ve uygulamak oldukca kolaydir. Ayrica DPPH-, ABTS™ ve
DMPD “giderme yontemleri hizli, basit, secici ve tekrarlanabilir prosediirlerdir. Bu
metotlar yliksek duyarliliga sahiptir. Kolay ve hizli olmalarindan dolayr bu yontemler

i¢in ayni anda birden fazla maddenin ¢aligilmas1 miimkiindiir (Awika et al. 2003).
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Bu yontemlerden biri olan ve kullanilan DPPH radikali uzun Omiirlii bir serbest
radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirlemek igin en sik
kullanilan metotlardan biridir (Ozgelik et al. 2003). Bu metotta antioksidan maddeler
DPPH radikallerini, sar1 renkli difenil-pikrilhidrazine indirger. Bu metodun esasi,
hidrojen veren gruplara sahip antioksidan maddelerin varliginda, alkolde ¢6ziinen
DPPH radikallerinin rediiksiyonuna dayanmaktadir (Sekil 5.5). Bu rediiksiyonun
ardindan radikal olmayan bir DPPH-H molekiilii olusur ve bu molekiil 517 nm’de
herhangi bir absorbans vermemektedir. Sonu¢ olarak DPPH radikali miktarindaki
azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilerek aktivite tayini yapilabilmektedir.
Ortamda bulunan radikal giderici antioksidan veya antiradikal tiirlerin [(AH)y]
varhginda DPPH radikali Sekil 5.5’da belirtildigi gibi indirgenmis DPPH-H formuna
dontismektedir (Giilgin 2002).

NO, NO,
O,N NO, ON NO,

N O(AH)y, o el + (A),
: N : O/N\O

DPPH DPPH-H

Sekil 5.5. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi

Radikal giderme aktivitesi ile ilgi ¢cok sayida ¢alismanin yaninda son zamanlarda
mekanizmalari aydinlatilmasi ile ilgili bir¢ok ¢alisma da mevcuttur. Giil¢in tarafindan
DPPH radikal giderme aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada L-Karnitin ile DPPH

radikal giderme aktivitesi ¢alisilarak mekanizmasi aydinlatilmistir (2006D).

L-Karnitinde bulunan karbonil gurubu, a-karbonundaki konjugasyon ile olusan radikali
stabil hale getirir. L-Karnitin molekiiliinde karboksilat gurubu bir adet karbonil birimine
sahiptir. L-Karnitindeki iki nolu karbon atomundan bir hidrojeni kolayca koparilabilir

ve koparilan hidrojen tarafindan da DPPH radikali sondiiriilebilir. Benzer bir
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mekanizma Nishizawa ve arkadaglari tarafindan konjuge gruplara sahip askorbik asit ve
hidrokinon i¢in de One siirilmistir (2005). DPPH radikalleri giderme aktivitesi
antioksidan vitaminler ile polihidroksi aromatik bilesiklerin degerlendirmesinde uzun
zamandan beri siklikla kullanildigr bilinmektedir (Yoshida et al. 1989; Nishizawa et al.
2005)

H OH OH
ol . . 'IIOH . -IIOH
HO OH DPPH DPPH2 0 DPPH DPPH:2 o)
| o ~ || o - 0
HO HO (o}
(0] (6] (0]
Askorbik asit Askorbik asit radikali Dehidroaskorbik asit

Sekil 5.6. Konjuge gruplara sahip askorbik asit’in DPPH radikalleri arasinda meydana
gelen reaksiyon

Askorbik asit DPPH radikalleri ile etkilestiginde askorbik asidin {i¢ nolu karbon
atomuna bagli olan hidroksil grubundan bir adet hidrojen homolitik olarak ayrilarak
DPPH-’1 indirgeyerek DPPH-H olusmasint saglar. Bu arada askorbik asit askorbil
radikaline doniisiir. Askorbik asit ikinci bir DPPH- radikali ile etkilestiginde ise bu

radikali sondiiriir ve kendisi de Dehidroksi askorbik aside doniistir.

Ayrica yine Giilgin tarafindan yapilan diger ¢aligmada ise farkli molekiillerin DPPH
serbest radikali ile etkilesme mekanizmalarina acgiklik getirilmistir. Bu anlamda
rezveratrol ile ilgili yapilan bir ¢alismada bir rezveratrol molekiiliiniin birebir DPPH-
radikalini sOndiirdiigii ve rezveratrol fenoksi radikali ara Triiniiniin olustugu
bildirilmistir. Daha sonra olusan bu radikalik ara iirtiniin radikal formunun fenolik halka

tarafindan dagitildig: belirlenmistir (Giilgin 2009b).

Diger bir calismada ise benzer mekanizma da metabolizmada gorev alan ve Ozellikle
organizmay1 acil harekete hazirlama, kanin i¢ organlar ve deriden kaslara sevk

edilmesini saglama, karacigerdeki glikojenin glukoza doniismesi ve bdylelikle acil
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enerji kaynagi saglanmasi etkisine sahip olan L-Adrenalin i¢in ongoriilmiistiir (Giilgin
2009a). Bu ¢alismada L-Adrenalin’in rezveratrol ile benzer bir DPPH- radikali giderme

mekanizmasina sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 5.7).

NO, ~ Q / NO,
OH OH
NO, . NO: OH NG, NO,
+ + N—H
| OH !
N / N
©/ \© OH NH
OH o
OH

DPPH L-Adrenalin Radikalik ara iiriinler DPPH-H

Sekil 5.7. Bir L-Adrenalin molekiiliiniin birebir DPPH- radikalini s6ndiirmesi ve L-
Adrenalin’in radikalik ara tirlinlerin olusumu

Calismada DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili sonuglara bakildiginda calisma
kapsaminda kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin’in DPPH radikali giderme aktivitesi ile
ilgili 1Cso degerleri sirasiyla 49,50 ve 53,30 pg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 5.3).
DPPH radikali giderme aktivitesinin ICsy degeri, L-Adrenalin (Giilgin 2009a) i¢in 30,6
pg/ml, kurkumin i¢in 34,9 pg/ml (Ak and Giilgin 2008), silmarin i¢in 20,8 pg/ml
(Giilgin et al. 2009d), rezveratrol i¢in 6,96 pg/ml (Giilgin 2010), eugenol i¢in 16.06
ug/ml (Giilgin 2011), a-hederin igin 69,4 pg/ml (Giilgin et al. 2004c), CAPE ig¢in 3,30
ug/ml (Goger and Giilgin 2011), Pistacia terebinthus i¢in 22.35 pg/ml (Géger 2013) ve
propolis i¢in 31.81 pg/ml (Giilgin et al. 2010) olarak bulunmustur.

Son zamanda yapilan fenolik halkaya sahip olan molekiillerin DPPH- radikali giderme
ile ilgili caligmalar goz oOnilinde alindiginda fenolik yapidaki bilesiklerin DPPH-
radikalini giderme mekanizmalar1 tahmin edilebilir. Bu mekanizmalara son olarak p-
Hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit gibi mono fenoller i¢in muhtemel

DPPH- radikalini giderme mekanizmasi verilebilir (Sekil 5.8.)
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Sekil 5.8. Mono fenoller i¢in muhtemel DPPH- radikali giderme mekanizmasi

Tez kapsaminda calistigimiz Sinefrin ve Fenilefrin’in DPPH- radikali giderme

mekanizmasi ise Sekil 5.9°da verilmistir.

~ ~ ~
OH
DPPH DPPH, OH OH OH
./ - .
OH 0. 0 o
Sinefrin Radikalik ara iiriinler
~
h NH h NH NH h NH
OH OH OH OH
DPPH DPPH,
A
- —_—
HO .0 O : (@]
Fenilefrin Radikalik ara iiriinler

Sekil 5.9. Sinefrin ve Fenilefrin molekiillerinin DPPH- radikalini s6éndiirmesi
mekanizmasi

Hidrokinon yapilar1 bir DPPH- ile etkileserek hidrokinon radikaline ve ikinci bir
DPPH:ile etkilestikten sonra da 1,4-benzokinona doniisken iki radikali sondiiriir ancak
mono fenolik yapidaki bilesikler bir fenolik grup kapali oldugu i¢in ancak bir DPPH- ile
etkilesebilirler. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS™ giderme aktivitesi
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de sulu karigimlarin, iceceklerin, ekstrelerinin ve saf maddelerin radikal giderme

aktiviteleri tayininde siklikla kullanilmaktadir (Miller 1996; Giilgin 2006b).

Bu metotta oncellikle ABTS radikali olusturmak gerekmektedir. Burada tanimlanan
ABTS olusumu i¢in gelistirilen teknik, ABTS ve bir oksidan olan K;S,0g arasindaki
reaksiyon sonucu mavi yesil ABTS kromoforunun dogrudan olusumu ve olusan bu

radikal katyonun spektrofotometrik olarak dlciilmesi esasina dayanir.

+

N/C2H5 CZII-\lls Nzcz Hs Cz“s
_ K55,0g ' >: N-N
N—N -
so- S _ SOy S SOy
3 SO,

Sekil 5.10. ABTS’nin K;S,0g ile oksidasyonu sonucu ABTS radikalinin (ABTS™)
olusum mekanizmasi

Bu metot olusturulan ABTS-" katyonunun 734 nm de maksimum absorbans gosterir.
ABTS radikal katyonu farkli oksidan maddelerle hazirlanabilir. Oksidan olarak
potasyum persiilfat kullanilabildigi gibi Mn,O3’de kullanilabilir. K;S,0g veya Mn,0O3
varhginda ABTS’den ABTS™ meydana gelebilir. ABTS radikalleri ABTS / K,S,0s
ortaminda asagida verildigi iizere olusmaktadir. Burada K;S;0g’in yikimi elektron
transferrinden sonra meydana gelebilir. Asirt ABTS varliginda, siilfat radikali su

reaksiyona gore tepkime verir.

K,S,0, + ABTS - K,SO, +S0,” + ABTS™
SO," +2ABTS—S0,> +2ABTS"

S,0,° +3ABTS — 250,” +3ABTS™
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ABTS radikalleri, DPPH radikallerinden daha reaktiftirler. Bir H atom transferrini
gerektiren DPPH ile reaksiyonlart farklidir. ABTS radikalleri bir elektron transferrini
gerceklestirir (Kaviarasan et al. 2006). ABTS radikalleri giderme mekanizmasi,
yukarida DPPH radikalleri giderme mekanizmasina benzer ozellikler arz eder. Cizelge
5.5’deki sonuglara bakildiginda ¢alisma kapsaminda kullanilan Sinefrin ve Fenilefrin’in
oldukca kuvvetli bir sekilde ABTS radikalleri giderdigi gozlenmektedir. DPPH serbest
radikali giderme aktivitelerine ait 1Cso degerlerinde oldugu gibi ABTS radikallerini
giderme tayininde de Sinefrin ve Fenilefrin’in 1Csq degerleri sirasiyla 4,20 ve 7,70 pg/ml
oldugu bulunmustur. Bu degerler BHA igin 5,17 pg/ml, BHT i¢in 5,37, a-Tokoferol
icin 5,82 ug/ml ve Troloks ig¢in 6,30 pg/ml olarak hesaplanmistir. Sonuglara
bakildiginda Sinefrin en yiiksek ABTS™ giderme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

Deneysel calismalarda kullanilan iigiincii bir radikal giderme metodu ise DMPD™
giderme aktivitesidir. DMPD™" giderme analizinin temeli, asidik pH’da ve uygun bir
oksidan ¢ozeltinin varliginda DMPD’nin kararli ve renkli bir radikal katyonu (DMPD™)
olusturmasi esasina dayanir. DMPD™, 505 nm’de maksimum absorbans gosterir. Sekil
5.11°da goriildiigii gibi DMPD ye bir H atomu transfer edebilen antioksidanlar koyu
pembe rengi sondiiriir ve sonugta bir renksizlesme meydana gelir. Bu reaksiyon on
dakikadan daha kisadir. Radikal katyonunun olusumu ise yavastir. Bunun i¢in yapilan
caligmalarda en 1yi bulgular, son konsantrasyonu 0,1 mM olan ve kararli renk soliisyonu
veren FeCls ile elde edilir. Ustelik bu metot diger radikal giderme metotlarinda oldugu

gibi diisiik maliyet ve yiiksek tekrar edilebilirlik imkani da saglamaktadir.

NHg* NH,*® NH

e ve H* e ve H*

e ve H* e ve H*
N N N
PN
H,C CH, HsC/ \CH3 H3C/ \CH3

DMPD DMPD** DMPD*

Sekil 5.11. Kararl bir radikal olan DMPD"’nin olusum ve giderilme mekanizmasi
g
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Sinefrin ve Fenilefrin’in DMPD-" giderme aktivitesi standart olarak kullanilan BHA ve
troloks bilesiklerinden daha az etkindir. Bu metotta BHT ve a-Tokoferol gibi hidrofobik
Ozellige sahip standartlar tam sonu¢ vermemektedirler (Giilgin 2008). Sinefrin ve
Fenilefrin’in DMPD™" giderme aktivitesine ait 1Cso degeri sirasiyla 49,50 ve 46,20
pug/ml iken bu deger BHA ve Troloks i¢in sirasiyla 21,65 ve 18,73 pg/ml olarak
bulunmustur (Cizelge 5.5). DMPD™" giderme aktivitesi ile ilgili ICso degerleri literatiirde
ki diger ¢alismalar ile mukayese edildiginde ise benzer sonuglar gozlenmektedir. Giilgin
ve grubu tarafindan yapilan diger ¢alismalarda 1Csy degerleri ise L-Adrenalin igin 15,6
png/ml (Giilgin 2009a), eugenol i¢in 10,04 pg/ml (Giilgin 2010), rezveratrol icin 9,5
png/ml (Giilgin 2010), kurkumin i¢in 34,5 pg/ml (Ak and Giilgin 2008) ve CAPE i¢in
26,70 pg/ml (Goger and Giilgin 2011) olarak bulunmustur.

Son olarak radikal giderme kapsaminda yapilan g¢alismalarda son olarak siiperoksit
anyon radikalleri (O,") giderme aktivitesi arastirildi. Siiperoksit anyon radikalleri lipit
peroksidasyonunu direkt baslatan oksijen merkezli radikallerdir. Bu radikaller, biyolojik
makromolekiiller ile direkt etkileserek doku hasarlarina sebep olurlar (Halliwell and
Gutteridge 1984). Ayrica lipit peroksidasyonunu baglatan hidroksi radikali gibi daha
aktif radikalleri olugturmak icin degisiklige ugrayabilirler. Siiperoksit anyon radikalleri
cok reaktif degillerdir, ancak dehidratazlarin demir siilfiir gruplarin1 yiikseltgeyerek
inaktivasyona sebep olur ayrica Fe*? iyonlarimin salimina da sebep olurlar. Gériildiigii

2 ise hem daha

gibi siiperoksit anyon radikalleri Fe™ii Fe+2’ye indirgeyebilirler. Fe*
reaktif hem de Fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksit molekiillerinden oldukg¢a reaktif
olan OH radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Bunun yaninda Haber-Weiss
reaksiyonu ile dogrudan H,0; ile etkileserek OH" iyonu ve OH'de olusturabilir (Giilgin

et al. 2007a; 2007b).

Ayrica siiperoksit anyon radikalleri CAT ve PO enzimlerini de inaktive edebilir.
Oksihemoglobini methemoglobine yiikseltgeyebilir ve eritrosit membranini da
pargalayabilir (Fridovich 1983; Mavi 2005). Lipit, protein ve DNA gibi olduk¢a 6nemli
biyomolekiillerde oksidatif hasara sebep olan hidrojen peroksit, OH ve 'O, gibi diger
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ROS’nin olusumunda da 6nemli rol oynar (Pietta 2000). Ayrica Sitokrom c gibi bazi
demir komplekslerini de kolaylikla indirgeyebilir (Giilgin 2005).

Bu metotta O, riboflavin/metiyonin/igik sisteminde ¢dziinen oksijenden elde edildi.
Elde edilen siiperoksit anyon radikalleri NBT*?yi formazana yiikseltger. Formazan ise
560 nm’de maksimum absorbans gosterir. Azalan absorbans siiperoksit radikallerinin
giderildiginin gostergesidir. Sekil 5.12°de de goriildigi gibi NADH/PMS ortaminda

iiretilen siiperoksit radikallerinin NBT+2’yi formazana ylikseltgemesi goriilmektedir.

NADH+H* NAD*

S e RNV, §

| |
s 2 +H* CHa
YiikseltgenmigPM S YiikseltgenmigPM S

N J
( )

20, 20,°

Formazan

Sekil 5.12. NADH/PMS sisteminde iiretilen siiperoksit anyon radikallerinin NBT*?’yi
formazana ylikseltgemesi

Bunun yaninda yine siiperoksit anyon radikalleri benzer sekilde ksantin/ksantin oksidaz
siteminde de tretilebilir. Bu sistemde iiretilen O, Sekil 5.13’te gosterilen benzer

mekanizma ile NBT*?’yi formazana yiikseltger.
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Formazan

Sekil 5.13. Ksantin/ksantin oksidaz sisteminde {iretilen siiperoksit anyon radikallerinin
NBT*?’yi formazana yiikseltgemesi

O," benzer sekilde metiyonin - riboflavin - 1s1k sisteminde de iiretilmekte ve iiretilen
O,™“1 yukarida verilen mekanizmalar ile aym sekilde NBT+2’yi formazana
yiikseltgenmektedir. Olusan formazan ise 560 nm’de maksimum absorbans

vermektedir.

Sinefrin ve Fenilefrin’in O, giderme aktivitesine ait 1Csq degerleri sirasiyla 9,36 pg/ml
ve 8,77 png/ml bulunurken, diger standartlara ait ICsy degerleri ise BHA ig¢in 16.50
ug/ml, BHT i¢in 33.00 pg/ml, o-Tokoferol igin 23.10 pg/ml ve Troloks igin ise
43.31ug/ml olarak goézlenmistir (Cizelge 5.5). Sonuglara bakildiginda Sinefrin ve
Fenilefrin benzer aktivite gosterirken standartlara gore her iki madde de ¢ok iyi Oy~

giderme aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.

Total antioksidan kapasitesi, bir parametre olarak gida ve tibbi agidan biyoaktif
bilesenler icin en sik kullanilan metodlardan biridir. Lipit peroksidasyonu, hidrojence

zengin metilen gruplart igeren ¢oklu doymamis yag asitlerine serbest radikallerin
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saldirisiyla baslayan radikalik zincir reaksiyonlaridir. Bu zincir reaksiyonlarin ardarda
olmasiyla lipit oksidasyonu meydana gelir ve sonu¢ olarak bu durum biyolojik
molekiillerde bir¢cok hasara sebep olur. Genelde bizim grup calismalarimizda ve diger
caligmalarda bir maddenin total antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in linoleik asit
emiilsiyonunun peroksidasyonunu azaltabilme 6zelligi test edilir. Peroksitler linoleik
asitin oksidasyonu siiresince olusur ve antioksidanlarin varliginda linoleik asitin
oksidasyonu azalir. Bu ylizden antioksidanlar, lipit peroksidasyonunun inhibe
edilmesinde, ROS olusumu ve onlarin zararl etkilerine kars1 korunmada ¢ok énemli rol

oynarlar (Giilgin 2012).

OOH 001\

— — = N
0—o0 OOH 0—0

H: R

Sekil 5.14. Otooksidasyon sonucu a-linoleik asittin endoperoksite doniisiimii

Sinefrin ve Fenilefrin’in total antioksidan aktivitesi “Tiosiyanat Metoduna” goére
belirlendi. Tez kapsaminda da genis bir sekilde anlatild1 ve anlatildig: iizere bu metotta
linoleik asit emiilsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu olusan peroksitler ferr6z iyonlarini
(Fe*?) ferrik iyonlarina (Fe*?) yiikseltger. Daha sonra ylikseltgenen ferrik iyonlar (Fe*®)
tiyosiyanat (SCN) ile 500 nm’de maksimum absorbans veren Fe(SCN)*? kompleksini
olusturur. Goriilen yiiksek absorbans degeri, peroksidasiyon sonucu olusan peroksit
miktariin fazla oldugunun gdostergesidir. Deney periyodik olarak 12 saatte bir 6l¢lim
yapilarak toplam 72 saatte gegeklestirildi. Total antioksidan aktivite, Sinefrin ve
Fenilefrin’in 10 pg/ml konsantrasyonundaki ¢ozeltilerinin emilsiyonunun 500 nm’deki

absorbansi Olciilerek belirlendi. Daha sonra absorbansa karsi inkiibasyon siiresine ait
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grafik ¢izildi ve sonuglar standart antioksidanlarla karsilastirildi. Total antioksidan
aktivitesinin tayininde, linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunda 10 pg/ml
konsantirasyonu i¢in Sinefrin, Fenilefrin ve standart antioksidanlar BHA, BHT,
Troloks, a-Tokoferol i¢in linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu inhibe etme
yiizdeleri sirasiyla, %81.91, %86.21 ve %78.10, %82.36, %91.35, %79.00 olarak

bulundu.

Fenolik bilesikler tiirevlerinin antioksidan kapasiteleri aromatik halkaya bagl olan
hidroksil gurubunun (-OH) sayisina ve pozisyonuna baglidir. Ayrica bu gruplarin
karsilikli baglandigi grup ile siibstiientin de tipine baglidir (Rice-Evans et al. 1996;
Giilgin 2012) bagl oldugu bilinmektedir. Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve
hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar. Hidroksisinamik asit ve tiirevleri
hidroksibenzoik asit ve tiirevlerinden daha iyi antioksidan kapasiteye sahip olduklari
ayrica bilinmektedir. Hidroksisinamik asit ve tiirevlerinde CH,=CH-COOH gurubu
bulunmaktadir. Hidroksibenzoik asit ve tiirevlerinde ise -COOH gurubu bulunur ve
daha fazla antioksidan aktivite saglar (Cuppett et al. 1997; Giilgin 2012). Fenol
omurgasinda bulunan farkli yan gruplarin varlig1 onlarin antioksidan kapasitelerini ve
hidrojen verme kapasiteleri lizerine etki eder. Genel itibariyle siibstitiie olmayan fenol
bilesigi, hidrojen verici olarak daha az aktiftir. Diger taraftan, antioksidan aktivite
acisindan mono fenoller, difenollere gore etkileri azdir. Orto veya Para pozisyonunda
hidroksil grubu gibi elektron verici bir gurubun varligi fenolik antioksidanlarin
antioksidan aktivitesini artirir (Pokorny 1988; Chimi et al. 1991). Bununla birlikte,
fenolik halkada bulunan aromatik asit, ester veya lakton gibi karbonil bir gruplart da
antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir. Fenolik halkada bulunan metoksil gruplar sterik
engel teskil eden bir komsu inert grup tarafindan fenolik antioksidanlarin aktivitesini
arttirir (Dziedzic and Hudson 1984; Goger and Giilgin 2011).

Daha o6nce yapilan ¢aligmalarda fenolik bilesiklerin hidroksil gruplarinin sayis1 ve
konumu antioksidan aktiviteyi belirleyen o6nemli 6zellikler oldugu bildirilmistir
(Dziedzic and Hudson 1984; Chen and Ho 1997; Goger and Giilgin 2011). Monofenolik

bilesiklerin difenolik ve polifenolik bilesiklere gore daha diisiik antioksidan aktiviteye
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sahip oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan aktivite-yap1 calismalarinda L-
Dopa’nin tirozinden daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu Giilgin tarafindan
kanitlanmistir (Giilgin 2007a). Bu calisma antioksidan aktivitenin fenolik hidroksil
gruplan tarafindan kontrol edildigini gostermektedir ve monofenollerin oksidasyon
engelemesi bir veya iki metoksi gurubunun varliginda Onemli Ol¢iide arttig
gozlenmistir. Ayrica iki fenolik asidin birlesmesiyle elde edilen {irliniin monomerlere
gore daha cok etkili oldugu belirlenmistir. Ornegin iki kafeik asidin birlesmesiyle
olusan rozmarinik asidin daha iyi antioksidan aktivite sergiledigi bulunmustur (Giilgin
2006b). Bunun tersine, kafeik asidin seker birimleri ile esterlegsmesinin aktiviteyi

azalttig1 gézlenmistir (Cuvelier et al. 1992; Chen and Ho 1997).

Biitiin bu ¢aligmalar 15181nda Sinefrin ve Fenilefrin’in ¢alisilan metotlardaki antioksidan
aktivitesi degerlendirildiginde, c¢alismada kullanilan standartlara goére daha diisiik
antioksidan aktivite sergilemesi tam anlamiyla anlagilmaktadir. Sinefrin ve Fenilefrin’in
molekiiliinlin monofenolik yapida olmasi, bir inert komsu grubu bulundurmamasi,
hidroksil (-OH) ve amin gruplarinin (-NH;) fenolik halkaya bagli para pozisyonunda
baglanmis olmas1 ve full konjuge sistem calistigimiz her iki molekiil i¢cinde olmamasi

daha az antioksidan aktivite sergilemesinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda son basamak olarak Sinefrin ve Fenilefrin’in AChE iizerine inhibisyon
etkisinin belirlenmesi ile ilgili calismalar yapildi. Bilindigi tizere AChE oldukg¢a dnemli
bir enzimdir. ACh hidrolizini saglayarak bir nérotransmitter olan bu maddenin iletimi
saglandiktan sonra yikimini gergeklestirilir. Asetilkolin ise biiyiik biyolojik 6neme sahip
bir esterdir. Asetilkolinin giicli farmakolojik etkisi 1906 yillinda bulunmustur
(Nacmansohn 1952). AChE, asetilkolin adli norotransmitteri asetat ve kolin olarak
parcalarken, diger norotransmitter, serotonin, dopamin ve norepinefrini par¢alamazlar.
Serotonin, dopamin ve norepinefrin gibi ndrotransmitterler sinaptik bosluk tarafindan
absorbe edilirler ve merkezi sinir iletiminde énemli rol oynarlar. AChE baslica beyin,
sinir hiicreleri, kas ve eritrositlerde bulunur. Ps6odokolinesteraz ise ayn1 mekanizmaya
sahiptir ancak plazmada bulunmakta ve asetilkolin yikimini dolagimda saglamaktadir.

Asetilkolinesteraz sinir ucu Oniinde biriken kimyasallart pargalayarak oradan
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uzaklastirir. Boylece arkadan gelen elektron tastyicilarin onii sitirekli agilir ve iletimde

herhangi bir aksama yasanmaz (Wilson and Nachmansohn 1954).

Aktive edilmis nétrofiller ve makrofajlardan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
oksidanlar, Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda ve agrili patojenik
hastaliklarda onemli rol oynamaktadir (Gibson and Huang 2005; Fawole et al. 2010).
Alzheimer hastalig1, farkli biyokimyasal yollarin arizalar1 bir sonucu olarak ortaya ¢ikar

ve genellikle yash kisilerde goriiliir.

Alzheimer hastaligi beyindeki norotransmiterlerin azalmasina neden olmaktadir. Bu
hastalikta en fazla azalma gosteren norotransmitter asetilkolindir. Hastaligin tedavisi
icin ya da engellenmesi i¢in asetilkolin yikimi azaltilmalidir ve bu durum asetilkolini
yikan AChE’nin inhibisyonu ile miimkiindiir. AChE aktif bolgesi, bes ana baglanma
bolgesinden olusur. Ilk olarak oksianyon ¢ukuru tetrahedral gecis haliyle dengededir.
AChE’nin ikinci aktif bolgesi, esteratik bolgedir. Bu bolge serin rezidiilerinden olugur
ve esteratik karbonil grubuna (C-O) saldirir. Ugiincii aktif bolge, anyonik substratlarin
baglama bolgesidir bu bolgede negatif yiik az sayidayken aromatik reziidiiler ¢ok
sayidadir. Bilindigi gibi ACh’nin quarterner amonyum ucu bulunmaktadir. Bu aktif
bolgedeki aromatik gruplarinin Z elektronlart ACh’nin quarterner N atomuna tercihli
etkilesimi sayesinde baglanir. Dordiincti  aktif bolge segigi aromatik baglanma
bolgesidir. Bu bolgede esteratik ve anyonik bolgeler yakindir. Bu nedenle bu aktif bolge
aril substratlar ve aktif bolge ligandlar1 i¢in 6nemlidir. Son olarak besinci aktif bolge
periferik anyon baglanma bdlgesidir. Periferal anyonik baglanma alani aktif kistmdan
ayrilan grubun hidrofobik parcasina baglanabilir. Bu sekilde AChE’nin farkl
mekanizmalar tizerinden yiiriiyen baglanma bolgelerinin olmasi Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in girilen AChE inhibitér arayisint olumlu yonde desteklerken calisilacak
inhibitor ¢esitliliginin artmasina neden olmaktadir (Goger et al. 2013). Alzheimer
hastaligi i¢in kullanilan ve dizayn edilen ilaglar asetilkolin seviyesini ayarlamada
kullanilir ve ona gore dizayn edilir (Heinrich and Teoh 2004). Asetilkolin sinapslarda
sinyal aktariminda gorev alir. Sinapslara sinyal iletimi gittikten sonra AChE ile

hidrolizlenerek kolin ve asetat bilesigine pargalanir. Bugiine kadar bu konuyla alakali
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calismlar genellikle AChE iizerine inhibisyon etkisi i¢in calisilan ilaglar ve inhibitor
olarak dizayn edilen ilaglardir. Bu ilaclarin bir¢ok yan etkisi vardir. Yan etkilerden
bazilar; gastrointestinal sistem rahatsizliklari, hepatotoksisite, bulanti, kusma, ishal, bas
donmesi ve bunlarla ilgili ¢ok g¢esitli sorunlardir (Schulz 2003). laglarin yan etkilerinin
olmasi hastalig1 tedavi ederken baska ciddi rahatsizliklara sebep olmasi, AChE i¢in daha
iyi inhibitor olan dogal kaynaklara ilgiyi artirmaktadir. Caligmamizda kullandigimiz
Sinefrin dogal kaynakli bir mono fenoliktir. Bu anlamda AChE inhibit6rii olarak ilag
dizayninda kullanilmasi miimkiindiir. Calistigimiz maddeler fenolik yapidadir ve
fenolik bilesikler serbest radikali giderme Ozelliklerine sahiptirler. Serbest radikaller
doku ve hiicrelerde bir¢cok hastalifa sebep olmaktadir ve bu hastaliklardan biride
Alzheimer hastaligidir. Fenolik bilesikler serbest radikalleri giderdigi gibi onlarin neden
oldugu hastaliklar1 da engellerler. Iste calismamizda kullandigimiz Sinefrin ve
Fenilefrin AChE inhibiyon 6zellikleri yoniinden degerlendirildi. AChE enzimi iizerine
inhibisyon etkisi arastirilarak inhibisyon tiirii, K;j ve ICsp degeri belirlendi. Bu ¢alisma
Ellman metoduna gore belirlendi (Ellman 1961). Sonuglarin pM seviyede olmasi
antioksidan ve radikal giderme 6zelligi de tasiyan Sinefrin ve Fenilefrin igin beklenen

bir sonugtur.

Cizelge 5.6. Asetilkolin esteraz enziminin aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi gosteren
Sinefrin ve Fenilefrin’in K degeri ve inhibisyon tiirleri

inhibitor ICso (uM) K; Ortalama (uM)  inhibisyon Tiirii R’
Sinefrin 0,226 0,169 Yarigmali 0,9816
Fenilefrin 0,302 0,088 Yarigmali 0,9765

Yapilan inhibisyon c¢aligmalarinin sonuglari, 1Csp, K; degeri ve inhibisyon tiirleri

Cizelge 5.6’de verilmistir.
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Biitiin bu sonuglar géze alindiginda farmakolojik ¢aligmalarda yol gosterici olabilecegi
bunun yanisira bulunan sonuglarin alzheimer hastaligin ve bu hastaligin tedavisinin

arastirilmasi agisindan tetikleyici bir unsur olacagi diisiiniilmektedir.
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