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OzZET
Yiksek Lisans Tezi

OKTOPAMIN: ANTIOKSIDAN KAPASITESI ve INSAN KARBONIK ANHIDRAZ
IZOENZIMLERI (hCA I ve hCA II) UZERINE ETKIiSI

Ciineyt CAGLAYAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. {lhami GULCIN

Bu caligmada oktopaminin antioksidan ve radikal giderme aktivitesi degerlendirildi. Ayrica

oktopaminin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimi (hCA | ve hCA 1I) Uizerine etkisi incelendi.

Oktopaminin antioksidan ve radikal giderme aktivitesini degerlendirmek icin ferrik tiyosiyanat
metoduna gore 2,2 -azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme
aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH-) giderme aktivitesi, N,N-dimetil-p-
fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktivitesi, siiperoksit anyon radikali (O,”) giderme
aktivitesi, potasyum ferriksiyanit indirgeme, Kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu®") indirgeme ve
FRAP metotlar1 ile indirgeme kapasitesi ve bipiridil reaktifleri ile ferrdz iyonlari (Fe?*) selatlama
aktivitesi caligildi. Ayrica a-tokoferol ve onun suda ¢oziinen bir analogu olan troloks referans
antioksidan olarak kullanildi. Oktopamin kullanilan biitiin metotlarda antioksidan ve radikal

giderme aktivitesinin standartlara gére daha diisiik oldugu goézlemlendi.

Caligmanin ikinci kisminda ise oktopaminin insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimi (hCA-I ve
hCA-II) (zerine in vitro etkisi arastirldi. Oncelikle hCA-1 ve hCA-II izoenzimleri sirasiyla
Sepharose-4B-L-Tirozin Siilfanilamit afinite kolon kromatografisi ile sirasiyla %23,9, %36,5
verimle 113 ve 478,4 kat saflastirildi. Enzim safligim1 belirlemek i¢in, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi ve tek bant gbzlendi. Yapilan ¢aligmalarda
oktopaminin hCA I ve hCA II'yi aktivite ettigi gozlendi. Bu amagla oktopaminin hCA I ve hCA 11
lizerine aktivasyon etkileri 4-nitrofenil asetat substrati ile esteraz aktivite metodu kullanilarak

arastirildi.

2013, 99 sayfa
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OCTOPAMINE: ITS ANTIOXIDANT CAPACITY and ITS EFFECT ON HUMAN CARBONIC
ANHYDRASE IZOENZYMES (hCA I and hCA 1)

Ciineyt CAGLAYAN

Atatlirk University
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Supervisor: Prof. Dr. Ilhami GULCIN

In this study, antioxidant and radical scavenging activities of octopamine were evaluated. Also, the

effects of octopamine on human erythrocyte isoenzymes (hCA | and hCA II) were determined.

In order to evaluate the antioxidant and radical scavenging activities of octopamine, different in vitro
methods such as 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS™) scavenging
activity, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical (DPPH") scavenging activity, N,N-dimethyl-p-
phenylenediamine radical (DMPD™) scavenging activity, superoxide anion radical (O,”) scavenging
activity, reducing power by potassium ferricyanide reduction method, cupric ion (Cu®") reduction
capacity by Cuprac method, hydrogen peroxide scavenging activity and ferrous ions (Fe**) chelating
activities using by bipyridyl reagent were performed separately. Also, a-tocopherol and trolox, a
water-soluble analogue of a-tocopherol, were used as the reference antioxidant compounds.

Octopamine exhibited weaker antioxidant and radical scavenging effects in all of the used methods.

In the second part of this study, the in vitro effects activity of octopamine on erythrocyte carbonic
anhydrase isoenzymes (hCA-1 and hCA-Il) were investigated. Firstly, hCA-l and hCA-Il were
purified by Sepharose-4B-L-Tyrozine Silfanilamid affinity column chromatography with yields of
23,9 and 36.5% and 113.0 and 478,4 fold purifications of each isoenzyme, respectively. For
determination of enzyme purity, sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) was performed and single band was observed. Then, it was observed that octopamine had
activity effects hCA | and hCA I1I. For this purpose, the activity effects of octopamine on hCA 1, and

hCA 11 were investigated by using the esterase assay, with 4-nitrophenyl acetate as substrate

2013, 99 pages

Keywords: Antioxidant activity, radical scavenging, reducing power, carbonic anhydrase,

octopamine
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Atom veya molekiillerdeki elektronlar ¢ekirdegin etrafinda orbital olarak tanimlanan
elektronca yogun bolgelerde hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket
eden en fazla iki elektron yer almaktadir. Bir atom veya molekil, dis orbitallerinde bir
veya daha fazla ortaklanmamig elektron bulunduruyorsa serbest radikal olarak
tanimlanir. Bu tip molekiiller, ortaklanmamis elektronlarindan dolayr oldukga

reaktiftirler (Halliwell and Gutteridge 1990).

Bir atomdan digerine elektronlarin transfer edilmesine oksidasyon denir. Oksidasyon
metabolizmanin ve aerobik yasamin zorunlu bir parcasini temsil eder. Ciinkii oksijen
ATP formunda enerji Ureten elektron transport zincirinde (ETS) son elektron alicisidir
(Davies 1995). Elektron akisi esnasinda, ortaklanmamis elektronlar olusur. Bu
elektronlar ise serbest radikaller olusturarak, organizmada c¢esitli hasarlara yol acarlar
(Gulgin 2012).

Oksijen merkezli serbest radikal ornekleri; stiperoksit (O,7), hidroksil (HO’), peroksil
(ROQO)), alkolsil (RO") ve nitrik oksit (NO’) dahil, reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak
bilinir. Hidroksil (yarilanma siiresi 10 saniyedir) ve alkolsil (yarilanma siiresi
saniyelerdir) serbest radikalleri cok reaktiftir ve komsu hucrelerde bulunan molekullere
hizli bir sekilde saldirirlar. Sebep olduklari hasarlar kaginilmazdir. Diger taraftan
stiperoksit anyon, lipit hidroperoksitler ve nitrik oksitler nispeten daha az reaktiftirler
(Ames et al. 1993; Giilgin 2012). Canli organizmalarda ROS’e ek olarak singlet oksijen
(*O,), hidrojen peroksit (H,0,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi radikal olmayan diger
ROS’leri de vardir (Pietta 2000; Gulgin 2012). Asagidaki tabloda bazi serbest radikal

tiirleri ve kisaca tanimlar1 verilmistir.



Cizelge 1.1. Reaktif oksijen turleri (ROS), reaktif azot turleri (RNS) ve serbest olmayan
radikaller (Gulgin 2012).

Reaktif oksijen turleri Serbest olmayan radikaller
Superoksit radikali 0," Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil radikali HO-  Singlet oksijen 0,
Hidroperoksil radikali HOO- Ozon O3
Lipit radikali L- Lipit hidroperoksit LOOH
Lipit peroksil radikali LOO- Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO- Peroksi nitrit ONOO
Lipit alkoksil radikali LO- Diazot trioksit N2O3
Azot dioksit radikali NO,-  Nitrik asit HNO;
Nitrik oksit radikali NO-  Nitril klorit NO,CI
Nitroksil katyon NO®  Nitroksil anyon NO
Protein radikal P- Nitrik oksit N,O

Serbest radikaller oldukca kararsiz molekillerdir. Biyomolekulleri oksitleme
kapasitesine sahip olan ROS ya en az bir tane ortaklanmamus elektron cifti icerirler, ya
da radikal olmayan reaktif bilesiklerdir. Bundan dolay1 bu tlrler oksidan veya pro-
oksidan olarak da isimlendirilir (Halliwell and Gutteridge 1989; Sies 1991; Giilgin
2012).

ROS normal fizyolojik olaylar esnasinda siirekli olusurlar. Dolayisiyla lipit
peroksitlerinin birikimine yol acarak membran lipitlerinin peroksidasyonunu kolaylikla
baslatabilirler (Elmastag et al. 2006; Gll¢in 2010). Fizyolojik konsantrasyonlardaki
ROS normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekebilir. Niikleik asitler, lipitler, proteinler,
coklu doymamis yag asitleri ve karbohidratlar gibi énemli biyomolekillere zarar
verme kapasitelerine sahiptirler. Ayrica mutasyona ve DNA hasarina da yol
acabilirler. Eger ROS hiicresel bilesenler tarafindan giderilemezlerse protein, lipit ve
nikleik asit gibi hicresel biyomolekillere zarar verdikten sonra radikal zincir

reaksiyonlarini uyararak ciddi metabolik hasarlara da yol agarlar. Bunlar arasinda kalp



krizi, asteroskleroz, diyabet, kanser ve yaslanma gibi bircok hastalik siralanabilir
(Tanizawa et al.1992; Duh 1998; Alho and Leinonen 1999; Gilgin 2012).

Canli organizmalarda ROS farkli yollarla olusabilir. Ekzojen kaynaklar arasinda sigara
dumani, cevresel Kirleticiler, organik c¢ozicller ve pestisitler sayilabilir. Endojen
kaynaklar arasinda ise peroksizomlar, en 6nemli ROS kaynag: olarak verilebilir. Serbest
radikal ve reaktif turlerinin endojen ve ekzojen kaynaklar1 Cizelge 1.2’de verilmistir
(Annakkaya 2012).

Cizelge 1.2. Endojen ve ekzojen kaynakli bazi serbest radikaller

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondrial ETS Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Sigara dumani
Oksidatif reaksiyonlar Zararli 1ginlar
Otooksidasyon reaksiyonlari faglar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik ¢oziculer
Bazi enzimler Pestisitler

Insan metabolizmasinda spesifik ROS igin cesitli kaynaklar vardir. Ancak Oy~ énemli
bir rol oynadigi goriilmektedir. Ciinkii diger reaktif tirler O, ile baslayarak sonraki
reaksiyonlarda olusturulur. Kullandigimiz O;’nin %1-3 civarinda O, ’ye doniistiigii
tahmin edilmektedir (Fridovich 1986; Gllcgin 2012). Stperoksit radikali, hem cevresel
etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda en
cok ve en kolay olusan serbest oksijen radikalidir (Halliwell 1989). Bu radikal nadiren
oksidatif hasara yol acar. Ciinkii sliperoksit dismutaz enzimi ile hizli bir sekilde

H.0,’ye cevrilmektedir (Cadenas and Packer 1996).

0,+e -0



Hidroksil radikali (OH"), hidroksit iyonunun (OH") radikalik formudur. Bu radikal 10”°
saniyelik yarilanma siiresi ile bilinen en reaktif tiirdiir. In vivo olarak metal-kataliz
proseslerinde endojen kaynakli H,O;’ten veya metabolizmadaki suyun yuksek enerjili
radyasyon 1sinlar1 tarafindan hemolotik pargalanmasi sonucu olusur. UV 1sinimnin suyu
ayristirmasi  zordur. Fakat H,O,’i iki hidroksil radikaline (OH-") cevirebilir. Bu
radikaller yiksek reaktiviteye sahiptir (Gulgin 2012).

Oksijenin iki elektronla indirgenmesiyle olusturulan H,O, serbest bir radikal degildir.
Fakat bir oksitleyici ajandir. Oksijenin varliginda ve metal iyonlarin ge¢isinde H,O,’ten
Fenton reaksiyonuyla OH- radikali Uretebilir. Fenton reaksiyonlari Fe* ve Cu® gibi
gecis metalleri ve O, varliginda gergeklesir. H,O;’ten hidroksil radikali (OH™) retilir
(Halliwell ve Gutteridge 1989).

Fe?' +H,0, —» Fe® + OH"+OH"
Cu* +H,0, - Cu® + OH"+OH"

Oksidatif metabolizmanin bir iriinii olan H,O, organizmada dogal olarak iiretilir ve
ayni zamanda canli hiicreler arasinda kolay yayilabilen radikal olmayan reaktif bir
tirddr. Katalaz enzimi hidrojen peroksidi suya doniistiirerek zararli etkilerini giderir
(Gulgin 2012).

2H,0, > 2H,0+ 0O,

Nitrik oksit, memelilerde birgok patolojik ve fizyolojik proseslerde 6énemli bir sinyal
molekiludir (Hou et al. 1999). Nitrik oksitin asiris1 sitotoksiktir. Peroksinitrit (ONOQ)
formu ise O, ile birleserek olusur ve biyomolekiillerle dogrudan etkilesebilir.
Peroksinitrit, lipoproteinlerde lipit peroksidasyonunu indiukleme kapasitesine sahiptir,
fakat proteinlerde tirozin rezidulerini nitratlayarak hiicresel sinyallere de midahale
edebilirler (Beckman 1996; Packer 1996; Gulcin 2012).



Peroksil radikali (ROO") biyolojik sistemlerde diflizyon yol uzunlugu ile omiirleri
orantilidir. Coklu doymamis yag asitlerinden bir H atomu ¢ikararak baslatilan lipit
peroksidasyon yoluyla iiretilebilir. Hidroksil radikali bu reaksiyon dizisini baslatma
kapasitesine sahiptir (Esterbauer et al.1992; Reaven and Witztum 1996; Giilgin 2012).

Alkolsil radikaller (RO’) ve organik hidroperoksitler (ROOH) lipit peroksidasyonunda
tiretilen diger radikal drinlerdir. Proteinlerin amino gruplar1 ile aldehitlerin
reaksiyonlar1, lipoproteinlerin protein kisimlarimin  modifikasyonunu igeren bir

mekanizma olarak tartisilmaktadir (Diplock et al.1998).

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoninde
olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen (*O,) olusur. Singlet oksijen
ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamis
elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi singlet oksijende
yoktur ve olduke¢a reaktif bir bilesiktir (Isbilir 2008). Singlet oksijen normal triplet
oksijenden daha az kararlidir ve molekdller oksijenin (O,) diamagnetik formlari igin
kullanilan yaygimn ismidir. Singlet oksijenin canli organizmasinda 1s18a maruz kalan
dokularda olusumu istenilmeyen diger bir radikal olmayan ROS turidir. Yarilanma
siiresi matriks etrafindaki yapisina bagl olarak 10°® saniye oldugu tahmin edilmektedir.
Singlet oksijen, uyarma enerjisini transfer ederek veya kimyasal olarak baglanarak diger
molekiiller ile etkilesebilir. Kimyasal reaksiyonlar igin 6ncelikli hedefler ¢ift baglardir
(Stahl and Sies 1993; Giilgin 2012).

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, radikalik =zincir reaksiyonlarinin yayilmasini veya baglamasini
onleyerek diger molekiillerin oksidasyonlarini geciktiren veya durduran bilesikler olarak
tamimlanir (Velioglu et al. 1998). Antioksidanlar insan vicudunu serbest radikallere ve
ROS’ne kars1 korur (Lai et al. 2001; Gulgin et al. 2004b; 2006). Ayrica antioksidanlar,



besinlerin oksidatif bozulmalarina karsi koruma saglayan maddeler olarak yaygin bir

sekilde kullanilirlar (Gulgin et al. 2005b; 2004e).

Normal bir hiicrede uygun bir pro-oksidan ve antioksidan dengesi vardir. Ancak bu
denge esnasinda antioksidanlarin seviyesi azaldiginda ya da oksijen tirlerinin Gretimi
arttiginda denge pro-oksidanlar lehine degisir. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilir (Gulgin 2012).

Oksidatif stres; yapist degismis antioksidan enzimler veya toksinler tarafindan
antioksidan bilesenlerin konsantrasyonu azaltilarak olusur veya kronik enflamasyon
sonucunda aktiflesen fagositlerin sebep oldugu oksijen, azot veya karbon temelli reaktif

tiirlerin hasar1 sonucu meydana gelir (Somogyi et al. 2007; Gilgin 2012).

Antioksidanlar baslica dort yolla etkilerini gosterirler (Gokpinar et al. 2006);

1. Giderme (scavenging) etkisi: Oksidanlar nispeten daha zayif bir molekiile
dontstiirerek, karsisindaki reaktif molekiilii etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve

mikromolekdller bu yolla etki eder.

2. Sondurme (quenching) etkisi: Antioksidanlar oksidanlara bir hidrojen aktararak
inaktive ederler. Vitaminler ve flavanoitler bu sekilde etki eder.

3. Zincir kirma (chain breaking) etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller

oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma (repair) etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilleri onarirlar.

Oksijenli solunum yapan organizmalarda, hasar gérmiis molekulleri onarma veya
uzaklastirmak i¢in antioksidan enzim ve bilesenleri igeren antioksidan savunma
mekanizmalart mevcuttur. Hiicreler, antioksidan enzimlerin etkilesim ag1 tarafindan

oksidatif strese karsi korunurlar (Davies 1995; Gilgin 2012).



Antioksidan bilesikler besinleri depolama ve isleme esnasinda bozulmalarina yol agan
ana sebeplerden biri olan lipit peroksidasyonu islemini geciktirirler, raf 6mriinii artirirlar
ve serbest radikalleri giderirler (Halliwell 1997). Ote yandan antioksidanlar birgok
kronik hastaliklarin ilerlemesini de geciktirirler. Son yillarda Ozellikle dogal ve
guvenilir bir kaynak olan bitki kokenli antioksidanlar tizerindeki ¢alismalar bir hayli ilgi
gormiistiir. Antioksidanlar, radikal zincir reaksiyonlarimi 6nlemek i¢in gidalara ilave
edilir ve neticede oksidasyon islemini geciktirerek reaksiyonun bitmesine yol acan
basamaklar1 baglatma veya ilerleme basamagini inhibe ederek 6nemli bir goérev

yuklenirler (Shahidi et al. 1992; Gulgin 2006a).

Gida bilesenlerin antioksidan Ozelliklerini belirlerken antioksidan kapasite ve
antioksidan aktivite gibi farkli terimler sik sik birbirinin yerine kullanilir. Ancak bu
terimler ayn1 anlama gelmemektedir. Aktivite; bir spesifik antioksidan ve bir spesifik
oksidan arasindaki bir reaksiyonun sabit oranindan bahseder. Kapasite; bir ornekte
verilen serbest radikal giderme (1 mol) miktarinin bir 6l¢iisiidiir (MacDonald-Wicks et
al. 2006; Gulgin 2012).

Meyve ve sebzelerin tiiketimi, en tehlikeli bilinen kroner asteroskleroz gibi bazi kronik
hastaliklarin riskini azalttig1 bilinmektedir (Rimm et al. 1996a; 1996b). Epidemiolojik
caligmalarda meyve ve sebzelerin tiiketimi ile kanser ve koroner kalp hastaliklart gibi
yasla orantili olan hastaliklar arasinda ters bir oranti oldugu gézlemlenmistir (Eberhardt

et al. 2000; Ganesan et al. 2011; Gulgin 2012).

Aerobik canlilarda antioksidan savunma sistemleri, metabolizmada {iretilen ve disaridan
diyetle alinan antioksidan savunma sistemleri olmak iizere iki ana gruba ayrilir (Giilgin

2007).



Cizelge 1.3. Baz1 endojen ve ekzojen antioksidan kaynaklar

Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Ekzojen antioksidanlar
Enzimler Kuguk molekuller Sentetik Dogal
Katalaz Glutatyon BHA Tokoferoller
Peroksidaz Melatonin BHT Karotenler
Slperoksit dismutaz ~ Serotonin TBHQ Fenoller
Glutatyon peroksidaz ~ Adrenalin Propilgallat Flavonitler
Glutatyon rediiktaz Noradrenalin Troloks C vitamini

1.2.1. Endojen antioksidanlar

Peroksidaz enzimi, hidrojen atomlarini1 verme egiliminde olan bilesikler ile bu atomlarin
alicist olan H,O, bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizleyen bir oksidorediiktazdir
(Whitaker 1994). Peroksizomlarda H,O, miktar1 bagka bir substrat ihtiyaci duymayan
katalaz enzimi tarafindan diizenlenirken, hiicrenin diger kompartmanlarinda aktivitesini
gostermek icin H,O,’ten baska substratlara ihtiya¢ duyan farkli peroksidaz enzimleri

tarafindan diizenlenir (Scandalius et al. 1994).

Superoksit dismutaz (SOD), canli organizmada Uretilen serbest radikallere karsi olusan
ilk savunma enzimidir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijen metabolizmasi
gerceklestiren hiicrelerde, hucreleri siperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi
korurlar. SOD, superoksidin daha az zararli reaktif oksijen turi olan H,0;’e
dOniistimiini saglar (Halliwell 1994; Akkus 1995).

205 +2H" —3° s H. 0, + O,

Hem gurubu iceren bir protein olan katalaz, peroksizomlarda lokalize olup, dort alt

birimden olusur. Genelde butin htcre turlerinde bulunur. H;O;’in pargalanmasini



saglar. Eger H,O; olusum hiz1 yiiksekse, katalaz indirgeyici aktivite gosterir. HO,’in
olusum hiz1 diisiikse, katalaz elektron vericisi oldugu durumlarda peroksidatif aktivite
gosterir (Murray et al. 1996 ; Onat et al. 2002).

2H,0,—T 32H,0+0,

Glutatyon peroksidaz (GP), hlcrede bulunan H2O,’in detoksifikasyonunu saglar. Bu
enzim lipit peroksidasyonun baslamasini ve ilerlemesini engellemektedir. Sitozolde
bulunur. Reaksiyon sonucu oksitlenmis glutatyon GSSG olusur. Antioksidan savunma
sisteminin devam edebilmesi igin oksitlenmis glutatyon (GSSG) tekrar indirgenmis
formuna (G-SH) doniigsmesi gerekir. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif stresin
bir gostergesidir (Seven ve Candan 1996). Glutatyon rediiktaz (GR); dimerik yapida
sitozolde ve mitokondride bulunan bir enzimdir. Prostetik grubunda flavin adenin
diniikleotit (FAD) bulunur. NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme

reaksiyonunu katalizler.

2GSH +H,0,—%*»GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH + H* —%* 5 2GSH + NADP*
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Sekil 1.1. Oksidatif strese karsi enzimatik savunma mekanizmasi.
*(SOD: Superoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GR: Glutatyon rediiktaz, GP: Glutatyon peroksidaz, G6PD:

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, G6P: Glukoz 6-fosfat, 6PGL: 6-Fosfoglukano-Y-lakton)

Glutatyon (GSH), organizmanin tiim hiicrelerinde glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptittir. Aminoasitlerin hiicre igine tasinmasi gibi farkli metabolik
fonksiyonlara sahiptir. Suda iyi ¢6zinebilen 6nemli bir hiicre ici antioksidandir.
Glutatyon proteinlerdeki tiyol gruplarin1 (-SH) indirger halde tutar ve onlar

oksidasyona kars1 korur (Onat et al. 2002).

Melatonin, -OH, H,0,, '0,, HOCI, NO- ve -ONOO" gibi serbest radikalleri giderdigi
bilinmektedir. Hem suda hem de lipitlerle ¢oziinebildiginden, genis bir alanda
antioksidan aktivite gosteren gilii bir antioksidandir. Melatonin seviyesi yaslanma ile
birlikte de azaldigr i¢in yaslanma ve yaslanmaya bagli bazi hastaliklardan sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle melatoninin klinik a¢idan etkili bir antioksidan

ve dolayisiyla antikanserojen olduguna inanilmaktadir (Yazic1 ve Kose 2004).
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1.2.2. Ekzojen antioksidanlar

Antioksidanlar, gidalara zarar veren radikal zincir reaksiyonlarmi dnlemek amaciyla
gidalara eklenmektedir (Gulgin et al. 2004e; Gilgin et al. 2007a). Son zamanlarda en
yaygin kullanilan sentetik antioksidanlar BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi fenolik

bilesiklerdir. Farmakolojik uygulamalar ve besinler i¢in kullanilan en 6nemli sentetik

antioksidanlardir.
-, Ry R, R R4
R, r, BHA -H -OH -CH(CH3), -OCHj,
BHT -CH(CH;), -OH -CH(CH;), -CH,3
PG -OH -OH -OH -COOC;H;,
K TBHQ -H “OH _ -CH(CH,), -OH

Sekil 1.2. BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik antioksidanlarin agik yapilari

Genelde yiksek konsantrasyonlarda E vitamini iceren besinler, graniller, tohumlar,
kabuklu yemisler ve sebze yaglaridir. Bu grubun en 6nemli antioksidani a-tokoferoldur.
Diger tokoferollere gore antioksidan aktivitesi daha diisiiktiir. Yagda ¢oztinebilir bir
antioksidan olan a-tokoferol, lipit peroksidasyonunu azaltir. Ayrica radikalik zincir
reaksiyonlarini kirar ve hiicre membranin1 oksidasyondan korur. a-Tokoferol, Avrupa

kitasindaki diyette ¢ok kullanilirken, y-tokoferol Amerika kitasindaki diyette daha ¢ok

kullanilir (Gulgin 2012).
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CHs CHs oL

Tocoquinone Tocopheril peroxide

Sekil 1.3. a-Tokoferoliin radikal giderme mekanizmasi

Sentetik antioksidanlar yag ve yag asitlerinde kendi ¢6ziiniirliiklerini artirmak amaciyla
alkiller tarafindan daima yer degistirirler (Hudson 1990). Bununla birlikte BHA ve BHT
toksik etkileri sebebiyle bir cok tlkede yasal olarak kullanimlari sinirlandirtlmistir
(Wichi 1988; Sherwin 1990). Ayrica BHT diisik konsantrasyonlarda mutajenite
tizerinde diisiik etkiye sahiptir ancak yuksek konsantrasyonlarda mutajeniteleri 6nemli
Olglide artmaktadir (Shahidi and Wanasundara 1992). Bu sebeplerden dolay1
antioksidanlarin dogal kaynaklarini bulmak igin yapilan calismalara hiz verilmistir.
Ayrica sentetik antioksidanlarin alternatifleri olan dogal antioksidanlara kars1 tlketici

tercihlerinde artan bir talep gézlemlenmistir (Gilgin 2006b; 2007).

Bitkisel kaynakli yaglar igin en uygun antioksidan madde TBHQ’dur. BHA ve BHT
sicakliga oldukca dayaniklidir. TBHQ sik sik pisirilen ve kizartilan iirtinlerde yaglarin
dengelenmesi i¢in kullanilir. PG gibi gallatlarin dezavantajlar1 sicakliga Kkarsi
hassasiyetleri ve demir iyonlari ile etkilesimleridir. BHA ve BHT gibi bazi
antioksidanlar sinerjik etkileri sonucu kombine edilerek de kullanilir (Sherwin 1972;
Omura 1995). Ayrica BHA, PG ile kullanildiginda de sinerjik etki gosterdigi
bildirilmistir (Gilgin 2012).
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Bu sonuglar gosteriyor ki dogal kaynakli antioksidanlar, sentetik antioksidanlardan daha
givenilir ve saglik acisindan daha faydalidir. Dogal antioksidanlar 1980’den beri

sentetik antioksidanlara bir alternatif olarak gortilmektedir (Gulgin 2012).

Gidalarin korumalarinda yaygin bir sekilde kullanilan dogal ve sentetik antioksidanlarin

avantaj ve dezavantajlari agsagidaki tabloda siralanmistir (Gilgin 2012).

Cizelge 1.4. Sentetik ve dogal antioksidanlarin 6zellikleri

Sentetik antioksidanlar Dogal antioksidanlar

Ucuzdurlar Pahalidirlar

Uygulama alan1 genistir Bazi iiriinlerin kullanimlarinda smirlandiriimistir
Suda ¢oziiniirliikleri diisiiktiirler Coziinebilirlik alanlart genistir

Tlgi azalmaktadir Tlgi artmaktadir

Bazilar1 adipoz dokuda depolanmistir Tamamiyla metabolize olurlar

Bazilarmin kullanimi yasaklanmistir Talep ve kullanimlar artmaktatadir

Yuksek antioksidan aktiviteye sahiptirler Antioksidan aktiviteleri orta seviyededir
Giivenlikle ilgili endiseler artmaktadir Zararsiz maddeler olarak bilinir

Insan diyetindeki antioksidan aktivitesine sahip olan farkli bilesikler ROS giderici
etkiye sahiptirler. Diyetle alinan antioksidanlarin en ¢ok bilinen temsilcileri; C vitamini,
tokoferoller, karotenoitler ve flavonoitlerdir. C vitamininin disindaki antioksidanlarin
her bir grubu yapisal olarak farkli bilesiklerin bir dizisinden ibarettir. Ornegin; 600’ den
fazla karotenoit oldugu bilinmektedir ve bunlarin 50 tanesi insan diyetinde vardir
(Gulgin 2012).

Dogal antioksidanlar en ¢ok yesil sebzelerde (Gulgin et al. 2004b; Gulgin 2007),
tohumlarda (Gulgin 2005b; 2007), baklagiller ve meyvelerde, A vitamini, C vitamini, E
vitamini ve bazi B vitamini i¢eren besinlerde bulunur (Giilgin et al. 2005a). Ayrica
sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, giceklerde ve
koklerde bol miktarda bulunmaktadir (Pratt et al. 1990; Gulgin 2003, 2007).
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Yapilan ¢aligmalarda, sebze ve meyve bakimindan zengin bir beslenmenin hastaliklara
yakalanma, kalp-damar hastaliklari, baz1 kanser tiirleri, diyabet, alzheimer hastaligi ve

katarakt riskini 6nemli derecede azalttigini géstermistir (Gulgin 2012).

Dogal antioksidanlar antibakteriyal, antiviral, inflamatuar, antialerjik ve antitrombotik
aktiviteleri iceren biyolojik etkilerin yaygin bir dizisini sergilemekle bilinirler. Aslinda
yasam icin en 0nemli 6zellik antioksidan kapasitesidir ve bu 6zellik yaslanmaya karsi

antikanserojenik, antimutajenik aktiviteye yol acar (Cook and Samman 1996).

Askorbik asit (C vitamini) suda ¢6zinebilir bir vitamindir. Bitkilerde ve diyetle alinan

besinlerin ¢ogunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.

Sekil 1.4. C vitaminin kimyasal yapisi ve enolat formu

Askorbik asit tipik olarak oksidanlar ile etkilesir. Ayrica elektron transferiyle radikal
zincir reaksiyonlarini sonlandirabilir. Bir tek elektron transfer ederek etkili bir
rediksiyon gergeklestirebilir. Bir konjuge sistem formunda bulunan ¢ift bagl karbonil
grubu ve bir ¢ift hidroksil grubu bulunduran ¢ift baglardaki gruplar bir karboksilik asit
vinil tiirevi gibi davranir. Ciinkii deprotonize edilmis konjuge bazlar iki Onemli
rezonans yapi kararliliginin oldugu askorbik asitteki hidroksil grubu normal hidroksil
gruplarindan daha ¢ok asidiktir. Bagka bir degisle askorbik asitin deprotonize edilmis
formu stabil olmus enolat gibi diisiiniilebilir (Gullgin 2012).
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Ayni zamanda insan plazmast 60 pPmol civarinda askorbat igerir. ROS ile etkilesim
oldugunda, askorbil serbest radikal aracilar1 ile dehidroaskorbata doniisiir.
Dehidroaskorbat, askorbat ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik seviyelerde bulunur.
ROS’ni giderme etkisine sahip olan askorbik asit stiperoksit radikal anyonu, hidrojen
peroksit, hidroksil radikal ve singlet oksijene karsi etkili oldugu gosterilmistir. Sulu
cozeltilerde askorbik asit etkin bir sekilde azot oksit tiirlerini de yok edebilir. Diyetteki
askorbik asidin ana kaynaklar1 6zellikle narenciye meyvesi, kivi, kiraz, kavun gibi
meyveler ve domates, brokoli, karnabahar, biriiksel lahanasi ve lahana gibi sebzelerdir
(Gulgin 2012).

Tokoferoller (E vitamini), bircok E vitamini aktivitesine sahip olan kimyasal
bilesiklerin bir sinifidir. Tokoferol ve tokotrienol olmak tizere ikiye ayrilirlar. Bu iki
grup, dort izomere (o, B, y ve d) sahiptir ve toplamda sekiz tane tokoferol izomeri vardir
(Gulgin 2012). Tokoferol tiirlerinin antioksidan aktiviteleri arasinda farklar vardir ve

singlet oksijeni giderme kapasitesi a > 3 > v > o tokoferole dogru gittik¢e azalir (Han
2012).

Cizelge 1.5.Tokoferol ve tokotrienollerin siniflandirilmasi (Giilgin and Beydemir 2013)

HO

Tokoferoller

Y

R, Rs R, Rs
a-Tokoferol H CH; CH; CH;
B- Tokoferol H CH; H CH;
v- Tokoferol H H CH; CH;
8- Tokoferol H H H CH;

Tokotrienoller

R,= { A X X }
a-Tokotrienol H CH; CH; CH,
B-Tokotrienol H CH; H CH,
v- Tokotrienol H H CH; CH,
8- Tokotrienol H H H CH;
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Tokoferoller lipit peroksil radikallerine hidroksil gruplarinin hidrojenini vererek
antioksidan olarak rol oynarlar. Bir tokoferolden bir radikal olusumu aromatik halka
yapist iizerinden tek elektronun delokalizasyonundan stabil edilirler. Bilesiklerin bu
grubu yiksek lipofiliktir ve lipoproteinler ile membranlarda etkindir (Diplock et al.
1998). Bu grubun en 6nemli antioksidani a-tokoferoldur. Ayni zamanda a-tokoferol
yagda ¢oziinen bir antioksidandir. o-Tokoferol membranlar1 oksidasyondan korur.
Hiicre organellerinde ve hiicrelerin dis membranlarindaki yaglarda ¢oziinebilir. o-
Tokoferol, Parkinson hastaligina kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Tokoferollerin eksikliginde norolojik hastaliklar gézlenmistir (Gllgin 2012).

Fenolik bilesikler, segonder bitki metabolitleridir ve dogal olarak bitki kokenli besinsel
yiyecekler dahil tiim bitki materyallerinde bulunur. Bu bilesikler hem insan ve hem de
hayvan diyetlerinin tamamlayicisidir (Gulgin  2006b). Fenolik maddeler dogal
antioksidanlarin en 6énemli grubudur (Gray 1978; Moure et al. 2001). Bu maddeler
meyve, sebze, baharat ve tahil gibi bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir
(Katiyar and Mukhtar 1997; Gilgin 2007) ve keskin aci tatlar1 vardir (Gutierrez et al.
1989).

Flavonoitler, bitkilerin ortak bilesenleridir. 4000’den fazla flavonoit iceren 8000’ den
fazla polifenol ¢esitli bitki tiirlerinde oldugu tespit edilmistir ve sayilar1 giin gegtikge
artmaktadir (Gulgin 2012). Yapraklar, kokler, gévdeler, meyve ve tohumlar gibi
bitkilerin degisik pargalarindan izole edilmektedir. Flavonoitler, fenilalanin ve tirozin
aminoasitlerinden ve malonattan olusturulur (Harborne et al. 1986). Antioksidan olarak
flavonoitlerin superoksit anyon radikali, lipit peroksi radikali, hidroksil radikalleri gibi
radikal temizleyici ve metal selatiirii oldugu belirlenmistir (Gulgin 2012). Flavonoitler
cok etkili antioksidanlardir ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu azaltarak
kardiyovaskiler hastaliklara kars1 onlar1 korurlar. Flavonoitler diyetlerimizin en énemli
antioksidan bilesenleri arasindadir. Giinliik alimlart 100 miligramin Gzerindedir (Gllgin
2012).
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Sekil 1.5. Bir flavonoit olarak kuersetin molekulinin DPPH radikali giderme
mekanizmasi

Karotenoitler, fotooksidatif proseslere karsi bitkileri korurlar. En etkili antioksidan
cesitlerinden biridir. Peroksil radikaller ve singlet molekuler oksijeni giderme etkisine
sahiptirler (Stahl and Sies 2003). Fotosentez sirasinda zararli 1giklara karsi foto koruma,
kansere karsi koruma, antioksidan etki, tiimor biiylimesini engelleme gibi 6zellikleri
mevcuttur. Sebze ve meyvelere turuncu, kirmizi, sari, yesil renklerini veren
karotenoitler, genellikle havug, domates, greyfurt, portakal ve i1spanakta bol miktarda
bulunur. Simdiye kadar en fazla caligma yapilan karotenoit, 3-karotendir (Annakkaya
2012). B-Karoten igerigi agisindan zengin olarak beslenen toplumlarda akciger kanseri,
deri kanseri ve kalp hastaligi goriilme sikligi daha azdir. B-Karotenin koruyucu etkisi,
antioksidan  oOzelligi ve bagisiklik  sistemi  giiclendirici  gibi  etkilerden

kaynaklanmaktadir.

Sekil 1.6. -Karotenin acik yapisi
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Fenolik bilesikler, oksidatif hasara karsi metabolizmanin dogal direncini artirmada
onemli bir etkiye sahip olan bilesiklerdir (Giilgin 2012). Ayni1 zamanda lipit
peroksidasyonunu 6nlemede de biiyiik bir rolii vardir (Giilgin 2007). Meyve ve sebze
agirhikli diyet sayesinde koroner kalp hastaligi, fel¢ ve kanser gibi oksidatif hasarlara
kars1 fenolik asitlerin koruyucu potansiyelinden dolay1 fenolik asitlere olan ilgi gittik¢e
artmaktadir (Annakkaya 2012). Fenolik asitler de kendi igerisinde hidroksibenzoik ve
hidroksisinamik asitler olarak ikiye ayrilirlar. Hidroksibenzoik asitler bitkisel gidalarda
cok az miktarda bulunur. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik
asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise fenilpropan halkasina baglanan OH
grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellikler gosterirler. Bunlar ise kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Fenolik asitler bitkilerde daha ¢ok
organik asitler ve sekerlerle esterlesmis haldedirler (Balasundram et al. 2006; Saldamli

2007; Gulgin 2012).

1.3. Oktopamin

Oktopamin 1951 yilinda Erspamer ve Boretti tarafindan ahtapotlarin tiikiiriik
bezlerinden kesfettikleri bir fenolik bilesiktir. Oktopaminin IUPAC adlandirmasi, (RS)-
4-(2-amino-1-hidroksi-etil) fenol’dur. Oktopamin, B pozisyonunda bir tiramine bir OH
grubu eklenmesiyle tiramin B-hidroksilaz enzimi tarafindan olusturulur. Oktopaminin

Kimyasal yapis1 asagida verilmistir (Roeder et al. 2003).

HO

Oktopamin
—

Sekil 1.7. Caligsmada kullanilan oktopaminin agik kimyasal yapisi
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Oktopamin, eklem bacaklilarda kompleks davraniglarin agiga c¢ikmasinda, kas
hareketlerinin periferal ayarlanmasinda ve merkezi sinirsel dolagimlarin ayarlanmasiyla
iliskili olan biyojenik bir amindir (Sinakevitch and Strausfeld 2006). Hafiza ve
O0grenmede oktopaminin muhtemel bir rolii oldugu belirlendi ve bu ¢alismada 6grenme
esnasinda klasik kosullanmayla iliskili olan oktopamin reseptorlerine bagh
formamidinlerle beslendikleri rapor edildi (Dudai et al. 1987). Biyojenik mono amin
oktopamin, ¢esitli omurgasiz tiirlerde ndrotransmitter, nérohormon ve ndéromodulator
olarak bulunmustur (Axelrod and Saavedra 1977). Oktopamin is¢i arilarin davranigsal
olgunlagmalarinin en 6nemli biyojenik amin aracisi olarak goriilmektedir (Wanager et
al. 1999). Oktopamin bal arilarinda 6grenme, hafiza, beslenme, ugma, ¢iftlesme gibi
cesitli fizyolojik davranislardaki rolii 6nemlidir (Long et al. 1986; Giebultowic et al.
1990; Braun and Bicker 1992; Burrell and Smith 1995). Ayrica oktopamin ates
boceklerinin lanternlerinde 151k iiretimine yol acar (Livingstone et al. 2012). Oktopamin
hiicre i¢i siklik AMP seviyesinin artmasina yol agan spesifik reseptorler araciligiyla
hareket eden biyolojik bir role sahip oldugu gosterilmistir. Oktopamin ve oktopamin
reseptorlerinin onemli fizyolojik 6zellikleri tam agiklanmamasina ragmen oldukca iyi

karakterize edilmistir (Roeder et al. 2003).

Omurgalilarda ndroadrenerjik sistem, omurgasizlarda oktopaminerjik sistem tarafindan
fonksiyonel olarak yer degistigi tahmin edilmektedir. Oktopaminerjik sistem baslica
omurgasizlarda mevcuttur. Ciinkii onun reseptorleri omurgalilarda bulunmaz. Bu
yiizden oktopamin reseptorleri spesifik bocek oldiirticii ilaglarini gelistirmek i¢in uygun

bir hedef olarak kullanilabilir (Farooqui 2007).

Oktopamin  boceklerin  sinir  sistemlerinde  ndrohormon, ndrotransmitter  ve
néromodulatér olarak fonksiyon gorir. Noérohormon olarak; karbonhidrat ve lipit
metabolizmasini uyarir. Oktopamin, G-protein ¢ifti reseptorlerin ailesine ait spesifik
proteinleri baglayarak etkisini gosterir. Son zamanlarda insan beyin fizyolojisinde
belirli amin bagli reseptorleri temsil eden 2 yeni G-protein ¢ifti reseptéri memeli
beyinlerinde kesfedildi. Bu reseptorler hipotalamus gibi beynin birkag bolgesinde

mevcuttur. NOrotransmitter olarak; Endokrin bezlerinin aktivitesini dizenler.
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Noromodiilator olarak; duyu organlarin hassasiyetinde artma, harekete gegirme,
baslatma, c¢esitli ritmik davraniglarin siirdiiriilmesi , hafiza ve 6grenme gibi kompleks

davraniglarin diizenlenmesini saglar (Farooqui 2007).

Oktopamin, parkinson hastaligiyla 6nemli bir iligkisi vardir. Oktopamin, tiramin ve
sinefrin gibi 6zel aminler tirozin metabolizmasinin iiriinleridir. Daha 6nce bu aminler
diisik fizyolojik konsantrasyonlarindan dolayr merkezi sinir sisteminde ©6nemsiz
diisiiniiliiyorlardi. Simdiki kanitlar bu 6zel aminlerin insan beyin fizyolojisinde énemli
bir rol oynadigin1 gosteriyor (Andrea et al. 2009). Uyaric1 6zelliklerinden dolay1 6zel
bir madde olan Oktopamin World Anti-Doping Agency (WADA) tarafindan spor
miisabakalarinda yasaklanmistir ve doping kontrol drneklerinde oktopaminin analitik
bulgulart WADA tarafindan rapor edilmistir (Thevis 2011).

1.4. Karbonik anhidraz

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1) biitin organizmalarda bulunan ve Zn** iyonu ihtiva
eden bir metaloenzimdir. Ik defa sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz
canlilarda HCO3;’in dehidratasyonu ve CO;’in hidratasyon reaksiyonlarini tersinir

olarak katalizleyen bir enzimdir (Supuran and Scozzafava 2001).
CA CA
CO, + ,0 & H,CO, ¢ HCO; + o'

Karbonik anhidraz tiikriik bezleri, bobrek, beyin, gdz mercegi, pankreas, uterus ve
prostatta aktiviteye sahiptir. Ayrica bu enzim yumurta kabugu yapiminda, bazi bocek ve
bakterilerde, baliklarin solunga¢ salgi organlarinda ve bitkilerin fotosentetik
kloroplastlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Karbonik anhidraz sitoplazmada ¢oziinmiis

halde veya hiicre membranina bagli olarak bulunur (Maren 1967)

Ayni canli tiirtinde ayni1 reaksiyonu katalizleyen ancak kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

farkli olan enzimlere izoenzim denir. Izoenzimlere verilecek bir 6rnek karbonik
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anhidraz enzimidir. Karbonik anhidraz enziminin bir ¢ok canli tiiriinde CO5’in
hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyon reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen
¢ok sayida izoenzimi mevcuttur. Bugiine kadar memeli hayvanlarin eritrositlerinde CA |
ve CA I, iskelet kasinda CA III, insan bdbreginde CA 1V, belirli dokularin
mitokondrilerinde CA V, tikrik bezlerinde CA VI ve sitozolde CA VII bulunur
(Kiifrevioglu ve Keha 2004 ).

CA 1, insan eritrosit hicrelerinde en fazla bulunan ve 30 kDa molekiiler agirliginda
sitoplazmik CA izoenzimlerinden biridir. Eritrositlere ilave olarak kalin bagirsak epiteli,

kornea epiteli, g6z merceginde bulunur (Hilvo 2005).

CA 1l, CA ailesinin en yaygmn bulunan izoenzimidir. ilk basta eritrositlerde
bulunmustur. Bir¢ok biyolojik sivinin iiretiminde yer alirken pankreatik kanaldan
pankreatik siviya, karaciger epitel hiicrelerinden safraya ve ayni zamanda tiikriik
salgistna HCOj3™ salinimint saglamaktadir. Bunun disinda yag asidi ve amino asit
sentezine de katilirlar. CA II ayn1 zamanda bikarbonat/klorit tasiyicilarinin anyon
degistirici ailesinin iiyeleriyle fonksiyonel ve fizyolojik olarak etkilesime girerek etki

gostermektedir (Leppilampi 2006).

Enzimin aktif bolgesi oyuk seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir. Koni bigimindeki
bu oyuk hemen hemen molekiiliin merkezine kadar uzanir. Zn iyonu bu oyugun alt
kismina bitisik bir durumdadir. Dort ligant gibi H,O ve OH™ ile bir tetrahedral
geometride His-94, His-96 ve His-119’daki ii¢ azot atomu ile koordine edilmistir.
Ligantlar protein formundaki bir indirekt ligandin H bag: ile diger guruplara
baglanmasiyla olusurlar (Lesburg and Christianson 1995; Aslan 2013).
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Sekil.1.8. Karbonik anhidraz Il izoenzimi modeli ve katalitik bolgesi

Sekil.1.8.’da goriildiigli gibi merkezde koordine edilmis Zn atomu kirmizi kiire ile
gosterilmistir. Aktif bolgede gosterilen His ve Thr rezidileri ¢ubuk modelleri ile

gosterilmistir.

Enzim kinetigi hakkinda hCA II {izerinde yapilan spesifik bolgedeki degisiklik ve X-
Ray kristallografisi ¢aligmalarinda da katalitik mekanizma oldukga ayrintili bir sekilde
ortaya ¢ikarilmistir. Yapilan X-Ray kristallografisi sonuglari metal iyonunun bir H,O ve
OH" iyonu ve His-94, His-96 ve His-119 rezidiileri tarafindan koordine edilen aktif
bolgedeki 15 A° derinligindeki bir yarigin tabaninda oldugunu gostermektedir. Zn bagl
H.0, Glu-106 rezidiisiiniin karboksilat gurubuna sirasiyla koprii olusturan Thr-199’un —
OH gurubuyla H bag ile tutulmaktadir. Bu etkilesmeler Zn bagli H,O molekulunin
niikleofilitesini arttirmaktadir (Sekil 1.9). BOylece molekul nikleofilik atak igin uygun
bir yerdeki CO;’e dogru hareket etmektedir (Supuran and Scozzafava 2001; Arslan
2013; Akincioglu et al. 2013).
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Sekil 1.9. hCA II izoenzimi tarafindan CO,’in hidratasyon mekanizmas.

Eritrositlerde CA 1 izoenzimi ile beraber CA 1l izoenzimi de bulunur. CA | ve CA 1l
izoenzimlerin en 6nemli fonksiyonlari, doku kilcal damarlarindan metabolizma Urlinu
olan COy’i HCO3”a, akciger pulmoner kapilerde ise HCO3;’in CO;’e doniigsmesi
reaksiyonunu katalizleyerek solunum olaymda rol alir. CA | izoenziminin 25°C’de
turnover sayist 2,5x10° s, CA 1I izoenziminin turnover sayist ise 10° s™dir. CA I
eksikligi tan1 olarak belirlenmis ancak herhangi bir klinik bulguyla ilgisi
belirlenememistir (Ren and Lindskog 1992; Supuran and Scozzafava 2001; Nar 2011).

Karbonik anhidraz enziminin son derece 6nemli olan hidrataz aktivitesi fonksiyonu bazi
ester baglarin1 parcalamasi ve aldehitlerin hidratasyonunu katalizlemesi ile organik
sentezlerde kullanimin1 dikkatleri iizerine toplatmistir. Bu yizden, CA enzimin
saflastirllmasinda daha etkili ve ekonomik metotlarin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun
calismalar yapilmaktadir. Giiniimiizde enzim saflastirilmasi i¢in, c¢ok c¢esitli
kromotografik teknikler bulunmaktadir. Bu teknikler g6z Oniine alindiginda yiiksek
ayirma avantaji ile birlikte saflastirma stratejisinin planlanmasindaki adim sayisinin
azligindan dolay1 afinite kromotografisi birgok proteinin ya da enzimin saflastirilmasi
icin idealdir (Arslan et al. 1996).
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1.5. Calismanin Amaci

Yasam i¢in vazgegilmez olan oksijen belirli durumlarda insan viicudunu Koti
etkileyebilir. Oksidasyon canli organizmalar i¢in ¢ok onemlidir. Oksijenin muhtemel
zararl etkilerinin ¢ogu, reaktif oksijen tlrlerinin olusmasindan dolayidir. ROS’nin
kontrolsliz iiretimi ve dengesiz antioksidan savunma mekanizmasi bir¢ok hastalik
belirtileri ve erken yaslanma ile sonuglanir. ROS genelde stiperoksit anyon radikali (O,”
), OH' ve H,0; ile singlet oksijen (*O,) gibi serbest radikaller olmayan reaktifleri icerir.
Organizmada ROS iiretimi ile antioksidan tarafindan ROS’un giderilmesi arasinda bir
denge vardir. Bu denge bozuldugu zaman ROS hiicre membranlarinda ya da hucre ici
molekdllerde modifikasyonlara yol acar. Buna ek olarak patolojik durum ya da oksidatif
stres altinda ROS asin1 iretilir ve lipit peroksidasyonuna yol acar. Ancak antioksidan
savunma mekanizmasi tarafindan ROS ortadan kaldirilir (Giilgin 2008). Dolayisiyla
antioksidan maddelerin organizmalara bir¢ok faydalar1 oldugu i¢in son zamanlarda

popiilaritesi artmistir ve bu alandaki ¢ogu ¢alismalar hiz kazanmustir.

Sonu¢ olarak bunlar diisiiniildiigiinde bu arastirmalar bizi bir fenolik bilesik olan
oktopaminin antioksidan kapasitesini arastirmaya yonlendirdi. Bu amagla oktopaminin
kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu®") indirgeme kapasitesi, O, giderme aktivitesi,
ABTS™ giderme aktivitesi, DPPH- giderme aktivitesi, DMPD™ giderme aktivitesi,
bipiridil reaktifi ile metal selatlama aktivitesi, Fe**-Fe®" indirgeme kapasitesi ve FRAP
indirgeme kapasitesi kullanarak antioksidan kapasitesini belirledik. Bu aktiviteler birer

standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirildi.

Bu tez kapsaminda oktopaminin antioksidan etkisi arastirildi. Fenolik yapiya sahip
oktopaminin sadece antioksidan ozellikleri degil saflastirilacak olan karbonik anhidraz
izoenzimleri (hCA | ve hCA Il) lzerinde gbzlenen aktivite etkileri de arastirildi.
Fizyolojik sartlarda insan eritrositlerindeki hCA enzimlerinin oldukca degistigi
goriilmiistiir. hCA aktivitesindeki degisiklikler diyabet, seker hastalig1 ve hipertansiyon
gibi metabolik hastaliklarla iligkili oldugu tespit edilmistir (Gulgin et al. 2004f).
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2. KAYNAK OZETLERI

Canli viicudundaki metabolik olaylarda devamli iiretilen ROS; nlkleik asitler, lipitler,
karbohidratlar, proteinler ve doymamis yag asitleri gibi 6nemli biyomolekiillere zarar
verdigi gbézlemlenmistir. Bunun sonucunda ROS’nin 100°den fazla kronik hastaliga
sebep oldugu belirlenmistir (Gililgin 2010). Biitiin aerobik organizmalar, zararl
molekiilleri uzaklagtiran ya da onaran antioksidan enzimleri ve bilesenleri igeren
antioksidan savunma sistemine sahiptir (Gilgin 2012). Koruyucu molekdller olarak
adlandirilan antioksidanlar, ROS kaynakli oksidatif hasar1 azaltirlar ve bir¢cok kronik

hastaligin ilerlemesine engel olurlar (Giilgin 2008).

Son zamanlarda farkli kaynaklardan saflastirilan veya saf maddelerin antioksidan ve
radikal giderme aktiviteleri yogun bir sekilde arastirilmistir ve arastirilmaya da devam
edilmektedir. Bu baglamda propofol (Gilgin et al. 2005a), baz1 dimerik fenol bilesikleri
(Giil¢in and Dastan 2007) dantrolene sodyum (Biiyiikokuroglu et al. 2001), melatonin
(Gllgin et al. 2002; 2003b; Gilgin 2008), serotonin (Gulgin 2008), morfin (Gulgin et al.
2004a), kafeik asit (Gilgin 2006a), L-Karnitin (Gulgin 2006b), L-Adrenalin (Gulgin
2009), L-Tirozin ve L-Dopa (Gtilgin 2007), yeni sentezlenmis kurkumin (Ak and Giilgin
2008) ve rezveratrol (Gulgin 2010) gibi saf ve biyolojik acidan 6nem arz eden
molekdllerin antioksidan ve radikal giderme aktiviteleri ¢alisilmis ve bu maddelerin

bazilar1 i¢in muhtemel mekanizmalar 6ne stirtilmiistiir.

Bunlara ek olarak farkli kaynaklardan saflastirilan maddelerin veya saf maddelerin
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir ve bu konudaki arastirmalar devam etmektedir.
Perilla pankinensis bitkisinden total olarak saflastirilan antosiyaninler (Giilgin et al.
2005b), sarmasik bitkisinden o-hederin, hederasaponin-C, hederakolsizit-E ve -F
saponinleri (Gulgin et al. 2004d), Chionanthus virginicus bitkisinden oleoropin ve
ligustrozit gibi sekoiridoidler saflastirilmis (Giil¢in et al. 2009) antioksidan ve
antiradikal aktiviteleri incelenmistir. Vinca herbacea bitkisinden ise majdin ve

izomajdin maddeleri saflagtirnlmis ve bu maddelerin apoptotik, antioksidan ve
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antiradikal oOzellikleri incelenmistir (Gullgin et al. 2012b). serotonin (Gulgin 2008),
rezveratrol (Gulgin 2010), propofol (Gulgin et al. 2005a), eugenol (Giilgin 2011), kafeik
asit fenetil esteri (Gocer and Gulcin 2011) gibi maddelerin de son zamanlarda
antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks

ile mukayeseleri yapilmis ve muhtemel mekanizmalar ileri siiriilmiistir.

Bunlarin disinda kivi (Dawes and Keene 1999), nane (Elmastas et al. 2005), karnabahar
(Koksal and Gulgin 2008)cilek (Abuja et al. 1998), lavanta ve karanfil (Gulgin et al.
2004d), kiraz (Wang et al. 1999), 1sgin (Oktay et al. 2007), turuncgiller (Saleh et al.
1998), brokoli (Gilgin et al. 2004e), kizilcik (Giilgin et al. 2005¢), defne (Elmastas et
al. 2006a), mantar (Elmastas et al. 2006b), anason (Gulgin et al. 2003a ), madimak
(Polygonum cognatum) (Yildirim et al. 2003), evelek (Rumex crispus) (Yildirim et al.
2001), reyhan (Gllcin et al. 2007a), semizotu (Oliveira et al. 2009), karabiber (Gulgin
2005), 1sirgan (Giilgin et al. 2004b), su mercimegi (Gtilgin et al. 2009b), meyan kokii ve
yapraklar1 (Glycyrrhiza glabra L.) (Serbet¢i and Giilgin 2009), kiraz sap1 (Cerasus
avium L.).su mercimegi (Gulcin et al. 2010a), zencefil (Stoilova et al. 2006), 6kse otu
(Ucar et al. 2006), ogul otu (Koksal et al. 2011) ve tar¢in (Chua et al. 2007) gibi birgok
meyve ve sebze ile zencefil yagi (Singh et al. 2008) ve karanfil yag1 (Giilgin et al.
2012a) gibi bitkisel yaglarin ve propolisin (Giilgin et al. 2010b) ve kuru erik (Donavan
1998) gibi ¢esitli meyve ve sebzelerde antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Ayrica
zeytinyagr (Blekas et al. 1998) ve meyve sularinda (Wen et al. 1999) yuksek
antioksidan aktivite belirlenmistir. Ayrica patates (Friedman 1997), sogan (Ewald et al.
1999), fasulye (Ewald et al. 1999) ve 1spanak (Gil et al. 1999) gibi ¢esitli sebzelerin de

antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Oktopamin maddesinin antioksidan kapasitesi ve karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA |
ve hCA I1) uzerinde daha 6nce herhangi bir ¢aligmanin yapilmamasi bizi bu arastirmaya
tesvik etti. Ayrica oktopamin maddesi diger farkli alanlarda da calisilmistir. Bu
caligmalardan bazilar1; circir boceklerinde nérohormon oktopaminin konsantrasyonu ve
davraniginin uzun vadedeki stres Uzerine etkileri (Adamo and Baker 2011), parkinson

hastaliginda amin metabolizmasinin belirtisi (Andrea et al. 2009), Kraligesiz isci
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arilarinda iiremenin diizenlenmesinde oktopamin ve tiraminin roli (Salomon et al.
2011), memelilerde oktopaminin rolti (Kakimoto et al. 1961), merkezi sinir lokuslarinda
oktopamin reseptoriniin farmakolojisi (Roeder 1995), insanda doping kontrol
orneklerinde oktopaminin roli (Thevis et al. 2011), tiramin ve oktopamin: davranislarin
antagonist modulatérleri ve metabolizma (Roeder et al. 2003), meyve ve kurt
sineklerinin beyinlerinde oktopaminin karsilagtirilmast (Sinakevitch and Strausfeld
2006), bocek davranislarinda noromodiilatér oktopamin (Farooqui 2007) gibi

siralanabilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

2,2"-Azino-bis (3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonikasit) (ABTYS), N,N-dimetil-p
fenilendiamin (DMPD), neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), riboflavin, metiyonin,
nitroblu tetrazolium (NBT), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali, a-tokoferol,
oktopamin, linoleik asit, aseton ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH,
(Sternheim Germany)’dan satin alindi. Calismada kullanilan Sepharose-4B, p-nitrofenil
asetat, standart serum albumin ve L-tirozin Sigma Chemical Company’den;
stlfanilamit, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetil aminometan (Tris),
sodyum stlfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, brom timol mavisi,
hidroklorik asit, sulfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol, izoproponal, sodyum
barbital, akrilamit, N,N’-metilen bisakrilamit, Coomassie Brillant Blue R-250 ve diger
kimyasal maddeler E. Merk’ten alinmstir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre Beckman Coulter DU 730

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

pH metre Hanna Instrument

Hassas terazi Scaltec SBA 41

Inkiibator Elektro-Mag (0-300°C)

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

Saf su cihazi Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
Magnetik karistirict Stuart Scientific

UV-Spektrofotometre kiveti 1 cm®luk kuartz kiivet
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3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagida belirtilmistir.

3.1.3.a. Fe3"-Fe?" indirgeme kapasitesi 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 c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda

¢oziindul ve toplam hacim 150 ml’ye destile su ile tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢6zindi ve toplam

hacmi 150 ml’ye destile suyla tamamlandi.

4. 9%0,1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl;.6H,0 destile suda ¢ozuldi

ve toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

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

1. 0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, alind1 ve 50 ml destile

suda ¢ozalda.

2. 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin cozeltisinin hazirlanmasi: 78 mg Neokuprin
alind1 ve 50 ml etanolde ¢6zuldi.
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3. 1 M’hik CH3;COONH, tamponunun hazirlanmasi (pH:6,5): 7,7 g CH;COONH,
alind1 ve 80 ml saf suda ¢0zuldl, pH-metre ile pH’s1 6,5’e ayarlandi ve toplam hacim

100 mI’ye saf su ile tamamlanda.

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

1. 10® M’hk DPPH' ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 39 mg DPPH 100 ml etanolda

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

3.1.3.d. ABTS™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmas1 (pH:7,4): 2,84 g Na,HPO, 180 ml
destile suda ¢6zlindli. pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim

destile su ile 200 ml’ye tamamlandi.

2. 2 MM’k ABTS™ cézeltisinin hazirlanmasi: 11 mg ABTS, 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4
olan fosfat tamponunda tamamen c¢oOziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi.

Toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 66,25 mg K;0sS; 0,1
M’lik ve pH’s1t 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen c¢oziinlinceye kadar manyetik

karistiric ile karistirildi. Toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.e. DMPD™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 0,1 M’lik asetat tamponunun hazirlanmasi1 (pH:5,3): 2,05 g CH;COONa 230 ml
saf suda ¢0zuldl ve pH-metre kullanilarak pH’s1 5,3’e ayarlandi. Toplam hacim destile

su ile 250 ml’ye tamamlandi.
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2. 0,1 M’hik DMPD™ ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 209 mg DMPD 10 ml destile suda

¢oOziilerek hazirlandi.

3. 0,001 M’hk DMPD™ ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0,1 M’lik DMPD cozeltisinden 1
ml alind1 100 mI’lik ve 0,1 M’lik (pH:5,3) asetat tamponuna aktarildi. Bunun {izerine
0,2 ml ve 0,05 M’lik FeCls ilave edilerek hazirlandi.

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

hazirlandi.

3.1.3.f. SUperoksit radikali giderme aktivitesi tayini ile ilgili cdzeltiler

1. 0,05 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmas1 (pH:7,8): 1,42 g Na,HPO, yaklasik
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’k riboflavin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12 mg riboflavin 100 ml, 0,05

M ve pH’s1 7,8 olan fosfat tamponunda ¢oziiniinceye 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 ¢oziinlinceye kadar karistirildi.

4. 8,15x10® M’lik NBT cozeltisinin hazirlanmas:: 6,1 mg NBT alindi ve toplam
hacim 50 ml’ye fosfat tamponuyla (pH:7,4, 0,1 M) tamamlandi.
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3.1.3.9. FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,3 M’lik Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: 2,46 g NaCH3;COO alind1 ve 80 ml
destile suda ¢6zildi. pH metre kullanilarak pH’s1 3,6’ya ayarlandi ve toplam hacim 100

ml’ye destile su ile tamamlandi.

2. 40 mM’hik HCI Cézeltisinin Hazirlanmasi: 0,334 ml %37 lik HCI ¢ozeltisinden

alind1 ve toplam hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlandi.

3. 10 mM’hk TPTZ Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,312 g TPTZ alind1 ve 100 ml 40
mM’lik HCI igerisinde ¢o6ziildii.

4. 20 mM’hik FeCl; Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,54 g FeCl3.6H,0 alindi ve 100 ml
destile suda ¢ozalda.

5. FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: 10 hacim 0,3M’lik asetat tamponu, 1 hacim 10
mM’lik TPTZ ve 1 hacim 20mM’lik FeCl3.6H,0 ¢6zeltisinden olusur.

3.1.3.h. Bipiridil metal selatlama metodu ile ilgili ¢ozeltiler

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 ayarlandi1 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 alind1

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

3. %00,2°1lik 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’hik FeSO, Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,028 g FeSO,.7H,0 alind1 ve 50 ml
destile suda ¢ozalda.

3.1.3.i. Enzimin saflastirilmasi ve aktivite ol¢ciimlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,2 M NaHCO; pH:88 (Sepharose-4B matriksi Uzerinde afinite jeli
hazirlamirken kullanilan tampon): 16,8 g NaHCO3, 950 ml destile suda ¢ozilerek, 1N
NaOH ile pH:8,8‘e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye

tamamlandi.

2. 0,15 M Na,CO3/0,1 M NaHCOj3; pH:10 (CO,-hidrataz aktivitesi 6lgiminde
kullamlan tampon): 15,9 g (0,15 mol) Na,COg3 ve 8,49 (0,1 mol) NaHCO3’1n 1 litre saf

suda ¢oziilmesiyle hazirlandu.

3. 25 mM Tris-HCI/0,1 M Na;SO4, pH:8,7 (Afinite jelinin dengelenmesinde
kullamlan tampon c¢ozelti): 3,03 g Tris ve 14,2 g Na,SO4, 950 ml destile suda
cozilerek 1 N HCI ile pH:8,7’ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye

tamamlandi.

4. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na,SO,4 pH:8,7 (hemolizatin tatbikinden sonra afinite
jelinin yikanmasi icin kullanilan tampon c¢ozelti): 3,026 g (25 mmol) Tris ve 3,12 g
(22 mmol) Na;SO4, 950 ml destile suda ¢ozildi. Daha sonra 1 N HCI ile pH:8,7’ye

getirildikten sonra hacim 1 litreye tamamlandi.

5. 25 mM Na,HPO,/1 M NaCl, pH:6,3 (kolona tutunmus hCA-l izoenziminin
eliisyonu icin kullamilan tampon cozelti): 2,2 g Na,HPO, ve 14,63 g NaCl alinip,

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

6. 0,05 M Tris-SOy4, pH:7,4 (Esteraz aktivitesinde kullanilan tampon cézelti): 6,06 g
Tris 950 ml destile su icerisinde ¢ozilerek, 1 N H SO, ile pH’s1 7,4’e getirildikten sonra
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hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

7. 01 M CH3;COONa/0,5 M NaClO4, pH:5,6 (kolona tutunmus hCA-II
izoenziminin eliisyonu icin kullanilan tampon ¢ozelti): 9,2 g NaClO, tutunmus ve
2,04 g 0,015 mol CH3;COONa.3 H,0, 120 ml destile su igerisinde ¢ézildi. 1 N HCl ile
pH’s1 5,6 ya kadar titre edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 ml’ye

tamamlandi.

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

L’ye tamamlanda.

9. Veronal tamponu (0,025 M); 5,17 gram sodyum barbitalin 950 ml suda ¢6zilip
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

stireyle saf suyun icerisinden CO; gaz1 gegirilerek hazirlandi.

11. Indikatér cozeltisi (CO,-hidrataz aktivitesinde kullamilan cozelti): 0,0125 g

fenol kirmizist ve 0,22 g NaHCOg lin 1 L’ye saf suda ¢ézlinmesiyle hazirlandi.

12. Brom Timol Mavisi Cozeltisi (%0,04): 0,1 g indikatorin 16 ml 0,01 N NaOH

iginde ¢oziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

13. Stok oktopamin ¢ozeltilesinin hazirlanmasi: 10 mg oktopamin (g/mol) 10 ml su

icerisinde ¢Ozuldu.
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3.1.3.j. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in kullanilan c¢ozeltiler

1. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8) 1 ml
%10’luk SDS ve 1 ml %2100’lik gliserin, 1 ml 9%0,1’lik brom timol mavisi
karistirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmasi ile hazirlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen once, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak sekilde [

merkaptoetanol ilave edildi.

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

su ile 500 ml’ye tamamlandi.

3. Boyama cozeltisi (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. Akrilamit-Bisakrilamit c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 30 g akrilamit ve 0,8 g

bisakrilamit karisimi1 100 ml suda ¢6ziildii.

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

6. Tris-HCI c¢ozeltisinin hazirlanmas1 (3 M, pH:8,8): 36,3 g Tris alindi ve 48 ml 1
M’lik HCl ile karigtirildi ve hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

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

igeren karisim hazirlandi.

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

olusan karigim hazirlandi.
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3.2. Antioksidan Calismalar

3.2.1. Fe**-Fe®" indirgeme kapasitesi tayini

Fe**-Fe?* indirgeme tayini Oyaizu yéntemine gore yapildi (1986). Bunun i¢in éncelikle
1 mg/ml Kkonsantrasyonunda stok ¢6zelti hazirlandi. Bu stok ¢o6zeltiden farkli
konsantrasyonlarda olacak sekilde deney tiiplerine aktarildi, hacim destile suyla 1 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml ve 0,2 M’lik fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5
ml %1’lik potasyumferrisiyaniir [KsFe(CN)g] ilave edilerek karisim 50°C’de 20 dk
inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 ml %10’luk (TCA) ilave
edildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 ml alind1 ve bunun tizerine 2,5 ml destile su ve 0,5 ml
%0,1’lik FeCl; ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karst okundu. Kor

olarak destile su kullanildi. Kontrol olarak numune yerine su kullanildi.

3.2.2. Cu**-Cu’ indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu) tayini

Oktopamin Cu?* indirgeme aktivitesi Apak ve arkadaslarinin kullandigi metodun (2006)
hafif bir modifikasyonuyla yapilarak kullanildi (Ak and Giilgin 2008). Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan oktopamin tiiplerine sirasiyla 0,25 ml CuCl, ¢ozeltisi
(0,01 M), 0,25 ml etanolik neokuprin ¢ozeltisi (7,5x10°M) ve 0,25 ml CH;COONH,
tampon ¢ozeltisi (1 M) eklendi. Yarim saat sonra 450 nm’de kore karsi absorbans

degerleri Olciildii. Kor olarak destile su kullanildi.

3.2.3. Superoksit radikali (O;") giderme aktivitesi tayini

Oktopamin superoksit anyon radikali giderme etkisi, nitroblue tetrazolium (NBT)
tirlinlin spektrofotometrik 6l¢iimiiyle belirlendi. Bu amacla Zhishen ve arkadaslarinin
(1999) kullandig1 metot hafif bir modifikasyonla kullanildi. Daha 6nce hazirlanan stok
cozelti bu amag¢ i¢in de kullanildi. Bunun igin numune ve standartlarin farkli

konsantrasyonlar1 olusacak sekilde 0,05 M’lik ve pH’s1 7,8 olan fosfat tamponu ile



37

hazirlandi. Numune iceren tampon c¢ozeltiye riboflavin, metiyonin ve NBT’den
1,33x10, 4,46x10° ve 8,15x10° M konsantrasyonlarina denk gelen miktarlar sirasiyla
ilave edildi. Olusan reaksiyon karisimi oda sicaklifinda 40 dakika boyunca 20W’lik

floresan 15181 ile uyarildi. Absorbans, sudan olusan kore kars1 560 nm’de kaydedildi.

3.2.4. DPPH serbest radikalleri giderme aktivitesi tayini

DPPH' serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore yapildi (1958). Serbest
radikal olarak DPPH”’in 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Numune olarak daha Once
hazirlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok c¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
sirastyla 10, 20 ve 30 pg/ul konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
coOzeltiler aktarild1 ve toplam hacimleri 3 ml olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Daha
sonra her bir numune tiipiine stok DPPH’ ¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarim saat oda
sicakligi ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore 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.

3.2.5. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptigi metoda gore belirlendi
(1999). Oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 nM’lik
persilfat cozeltisi ilave edilerek ABTS radikalleri Uretildi. ABTS radikal cozeltisi
kullanilmadan 6nce kontrol ¢6zeltisinin 734 nm’de absorbanst 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 oktopamin farkli konsantrasyonlarma (10-30 pg/ml) birer ml ABTS
radikal ¢ozeltisi ilave edildi ve yarim saat inkiibe edildi. Etanoldan olusan kore karsi

734 nm’de absorbanslar kaydedildi.
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3.2.6. DMPD radikali giderme aktivitesi tayini

DMPD radikali giderme aktivitesi tayini Fogliano ve arkadaglarinin metoduna gore
belirlendi (1999). Bu amagcla, ilk olarak renkli radikal katyon (DMPD™) elde edildi.
Bunun i¢in 100 mI’lik DMPD ¢o6zeltisine (pH:5,3; 100 mM) 0,05 M olacak sekilde 0,2
ml FeCl; ilavesiyle elde edildi. Bu ¢ozeltinin 1 ml’si i¢in 505 nm’de Slgiim yapildi.
DMPD™ radikal ¢ozeltisi kullanmilmadan once kontrol ¢dzeltisinin 505 nm’de optik
yogunlugu 0,1 M’lik ve pH’1 5,3 olan fosfat tamponu ile 0,90040,100 nm’ye ayarlandi.
Giuinliik taze olarak hazirlanan DMPD™ ¢ozeltisinin absorbansi 12 saate kadar kararli

kalabilir.

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

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

3.2.7. FRAP indirgeme kapasitesi tayini

Oncelikle deney tiiplerine 10, 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarina denk gelecek sekilde
oktopamin ve standart ¢ozeltiler aktarildi. Hacimleri 0,5 ml’ye tampon ¢Ozelti ile
tamamlandi. Daha sonra deney tiiplerine sirasiyla 2250 pl 20 mM’lik FeClj ¢ozeltisi ve
2250 ul FRAP reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 mL olmasi saglandi. Deney
tipleri vortex’de karistirildi ve 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslari kaydedildi.

Kor olarak asetat tamponu kullanildi.

3.2.8. Bipiridil metal selatlama aktivitesi tayini

Fe?* selatlama aktivitesi Re ve arkadaslarinin belirledigi metoda gore yapildi (1999). Bu
amacla deney tlplerine 0,25 ml FeSO, ¢6zeltisi (2 mM) aktarildi. Bu ¢6zeltinin Gizerine

0,12 ml oktopamin veya standart ¢ozelti ilave edildi. Daha sonra sirasiyla 1 ml Tris-
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HCI tamponu (pH:7,4) ve HCI (0,2 M) igerisinde ¢oziinmiis 1,5 ml’lik ve %0,2’lik
bipiridil cozeltisi ilave edildi. 2,5 ml etanol ve 0,63 ml saf su iceren numunenin
absorbansi 522 nm’de 6lg¢iildii. Kor olarak Tris-HCI tamponu kullanildi. Kontrol olarak

da numune yerine Tris- HCI tamponu kullanilarak hazirlanan ¢6zelti kullanilda.

3.3. Oktopaminin Karbonik Anhidraz Izoenzimleri Uzerindeki Etkisi ile Ilgili

Calismalar

3.3.1. Deneyde Kullanilan Kanin Temini

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

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

3.3.2. Enzim Saflastirma Calismalari

3.3.2.a. hCA enzim hemolizatinin hazirlanmasi

Alman taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak, 15 dakika boyunca 2500xg’de santrifj
edildi. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin iist kisminda kalan plazma ve 16kosit tabakasi
damlalikla dikkatli bir sekilde alinarak, tiiplerin altinda kalan eritrosit peleti 0,154 M
NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile ii¢ defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklagik 5 kat1 kadar buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklastirmak igin
4°C’de 20.000xg’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki hemolizat damlalikla
dikkatlice 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.b. hCA enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasryla ilgili calismalar

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

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde 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 soz
konusu enzimin yiiksek oranda saflastirilmasi amaciyla kullanildi. Afinite jeli asagidaki

prosediire gére hazirlandi.

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. Ayn1 tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin ¢oziinmiis soguk c¢ozelti behere
ilave edilerek karigtirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle karigtirmanin, 90
saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve bundan sonra slispansiyon, 4°C’de 2
saat slireyle 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 bodylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklagtirildi. Yikama 100
ml’lik 0,2 M NaHCOj; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayni

tamponun 40 ml’si igine alind1.
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Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
basamaklar1 (Atasever et al. 2013)

Silfanilamit kenetlendirilmesi: 25 mg silfanilamit, 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCI
icinde ¢Ozuldu ve icerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml cozelti, sulfanilamit
coOzeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
stlfanilamit 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin sulfanilamit siispansiyonuna ilave edildi. 1
M NaOH ile pH:9,5’a ¢ikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasga
karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO,4 (pH:7,4) tamponuyla
yikandi. Sonra da iizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi. Tum

basamaktaki reaksiyonlarin agik formiilleri Sekil 3.1°de gosterildi.
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Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH: 7,8) i¢ine alinarak jel siispanse
edilerek ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse 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.

Afinite kolonuna numune tatbiki ve eltisyonu

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,SO4 (pH: 8,7) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece hCA
enzimi kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/25
mM NaHPO, (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek hCA-1 enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH3;COO0/0,5 M NaClO, (pH:5,6) cozeltisi kolona tatbik edilip hCA-II enzimi elie
edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280
nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20

ml/saat’e ayarlandi.

3.4. hCA Enzim Aktivitesi Tayini

3.4.1. Hidrataz aktivitesi

hCA enzim aktivitesi tayini Rickli ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen Wilbur-
Anderson metodudur (1964). CO,’in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan ileri
gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen siirenin

Ol¢iilmesi esasina dayanir.
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Bunun i¢in kor olarak hazirlanan tiipe 1 ml veronal tamponu (0,025 M, pH: 8,2), 0,1 ml
%0,04’1ik brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO, c¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece aktivite 6l¢iim 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) igin gecen siire belirlendi (tp). Numune tlpune ise sudan 0,05
ml azaltarak bunun yerine enzim c¢ozeltisi ilave edildi ve yine en son olarak CO,
¢oOzeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile doniismesi (pH:

6,3) i¢in gegen siire bir kronometre vasitasiyla belirlendi ().

Bu yonteme gore hCA aktivitesi igin bir enzim unitesi (EU) enzimsiz olarak meydana

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

formiiliine gore kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesapland1 (Maren
1960). Hemolizat, saf enzim c¢ozeltisi ve aktivite tayininde aymi islemler uygulandi.

Kinetik ve aktivite caligsmalar1 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-nitrofenilasetatt 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-

nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir.
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O
1 CA
OzN@O-C—CH3 +HO =——= OzN@OH * CH,COOH
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

348 nm’de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi ayni absorbansi1 géstermektedir. Bu
yuzden fenol grubundaki H' Ilyonunun ayrisip ayrigmamasi Ol¢iimii etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967). Bu dalga boyunda p-
nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kor olarak kullanilmaktadir. 3 mI’lik
kuvars kiivetler kullanilarak Olgiilen aktivite tayini islemleri ig¢in reaksiyon karigimini

olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore asagidaki prosediir uygulandi.

Cizelge 3.1. Esteraz aktivitesi i¢in 3 mI’lik kuvars kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tupt (Kor) (ul)  Numune Tapi

0,5 M Tris-SO4, pH:7,4 1400 1400
p-Nitrofenol asetat 1000 1000
Saf su 600 500
Enzim cozeltisi - 100
Toplam hacim 3000 300

1 ml’lik kuvars kiivetler kullanilarak olgiilen aktivite tayini islemleri igin reaksiyon
karistmini olusturan maddelerin ortama katilim sirasina gore ise asagidaki prosediir

uygulandi.
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Cizelge 3.2. Esteraz aktivitesi icin 1 mI’lik kuvars kiivetlere kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Tupt (u)  Numune Tuput (ul)
0,05 M Tris-SOg, pH:7,4 467 467
p-Nitrofenol asetat 333 333

Saf su 200 167

Enzim cozeltisi - 33

Toplam hacim 1000 1000

Cizelge 3.2°deki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 15 saniyede bir absorbans

miktar1 okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de absorbansi okunarak
absorbans farki alindi. Spektrofotometre, daha 6nce enzim yerine saf su konularak elde

edilen karistmin 3 dakika sonundaki absorbansi ile sifira ayarlandi.

Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, gunlik olarak
hazirlandi; 27,2 mg ester, 1 ml aseton i¢inde ¢oziilerek hizlica karistirilan 49 ml destile
suya yavas yavag ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak,
esterin siirli ¢oziintirligli dolayisiyla miimkiin degildir. Aseton, diger organik
coziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢oziicii oldugu i¢in secildi
(Verpoorte et al. 1967). Kinetik caligmalar esnasindaki aktivite Olgiimleri enzimin

esteraz aktivitesi ile gergeklestirildi.

3.5. Protein Tayini

3.5.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan fenilalanin, triptofan
ve tirozin aminoasitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Bu metot yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi

yardimiyla esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi.
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Fraksiyonlar kuvarz kiivetlere alinarak, absorbanslari spektrofotometrede kore karsi

okundu.

3.5.2. Kantitatif protein tayini

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

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi; 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir albumin ¢ozeltisinden tuplere 10-100 ul ahindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1
ml’ye tamamlanarak 5 ml renklendirme reaktifi tuplere ilave edilip vorteks ile
karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans

degerleri okundu.

Kor olarak 0,1 ml ayn1 tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim
kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Protein tayini yapilacak numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve

standart grafikten miktar tayini yapildi.

3.6. hCA Enzimi Icin Yapilan Kinetik Cahismalar

3.6.1. Enzim igin K, Ve Vax degerlerinin bulunmasi ile ilgili cahymalar

Insan kanindan saflastirilan hCA enziminin K, ve Ve degerlerinin belirlenmesi igin en
az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite ol¢limii

yapildi. Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten Ky ve Vmax degerleri
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hesaplandi.

3.7. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflastirilmasindan 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 I ve hCA I izoenzimleri Aktiviteleri Uzerine Oktopaminin Etkisinin

Belirlenmesi

Oktopaminin, saflastirilacak olan hCA | ve hCA Il izoenzimleri Uzerindeki etkisi

arastirildi. Olgiimler esteraz aktivite tayin yontemleriyle yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antioksidan Calismalar ile ilgili Arastirma Bulgulan

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

Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test ¢ozeltisinin sar1 rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay:r farklh
tonlardaki yesil renge donlismektedir (Gulgin et al. 2006a; Giilgin 2006b). Calismada
kullanilan oktopamin indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile artmaktadir.
Oktopaminin indirgeme potansiyeli farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml)
cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari dlgiilerek belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) oktopaminin ferrik iyonlarini (Fe**)
indirgeme kuvvetinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

Oktopaminin ferrik iyonlarmi (Fe**) ferrdz iyonlarina (Fe®) indirgeme kapasitesi
grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.1) her bir standart antioksidan ve oktopamin igin 20

png/ml’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilerek birbirleriyle
mukayese edildi.
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Bu konsantrasyonda oktopamin ve standart antioksidanlarin ferrik iyonlarmi (Fe**)
indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle karsilastirillmalari: a-tokoferol > troloks >
oktopamin seklinde oldugu belirlendi. Ayrica Cizelge 4.1’de gosterilen yuksek
absorbans degerleri yiiksek absorbans degerleri yiiksek indirgeme kapasitesini

gostermektedir.

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

Oktopaminin kuprik iyonlarini (Cu®*) indirgeme kapasitesi, konsantrasyonu ile dogru
orantili olarak arttig1 bulundu. Oktopamin kuprik iyonlarini (Cu®*) indirgeme kapasitesi
farkli konsantrasyondaki (10-30 pg/ml) c¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslari
oOlgiilerek belirlendi (Sekil 4.2). Oktopamin g¢ozeltilerinin ve standart antioksidanlarin
kuprik iyonlarim (Cu?*) indirgeme grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 4.2) her bir standart
antioksidan ve oktopamin igin 20 pg/ml’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge

4.1’de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

—=o— q-Tokoferol /{
0,8 -
—a— Troloks %
—@— Oktopamin
06 +—
) %
02 /{

0 10Konsantrasyon (ug/mL) 20 30

Absorbans (450 nm)

Sekil 4.2. Oktopamin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) kuprik iyonlarmi (Cu?)
indirgeme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi

Bu konsantrasyonda oktopamin ve standart antioksidanlarin kuprik iyonlarini (Cu?*)
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indirgeme aktiviteleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda; o-tokoferol ~ troloks >

oktopamin seklinde siralanmaktadir.

Cizelge 4.1. 20 pg/ml konsantrasyonunda oktopamin ferrik iyonlarimi (Fe**) ve kuprik (Cu?")
iyonlarini indirgeme kapasitelerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile
karsilastirmalari

Antioksidanlar Absorbans (700 nm) Absorbans (450 nm)
o-Tokoferol 1,176 0,675
Troloks 1,109 0,667
Oktopamin 0,297 0,145

4.1.3. Siiperoksit radikal giderme aktivitesi bulgulari

Oktopaminin, siiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi riboflavin/metiyonin/igik
metoduna gore yapildi. Ortamdan giderilen siiperoksit anyon radikalleri asagida verilen

denklemden yiizde olarak hesaplandi.

Superoksit giderme aktivitesi (%) = (M} %100

560-K

Formilde verilen Asgo.x kontrol numunesinin absorbans degeridir. Asgo-n ise g¢alismada

kullanilan antioksidan numunelerin absorbans degeridir (Giilgin et al. 2004c¢).



51

0,7

g \]\]\§
c
o
g}
< 04 I
2
S
3
-2 0,25 +— —0@—aq-Tokoferol
—a— Troloks
—@— Oktopamin
0,1 T T 1
0 10 20 30

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3. Oktopaminin (10-30 pg/ml) stiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesinin
birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirilmasi

90

60

Siiperoksit giderme (%)
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a-Tokoferol Troloks Oktopamin

Sekil 4.4. Oktopamin, a-tokoferol ve troloksun 30 pg/ml konsantrasyonunda siiperoksit
anyon radikalleri giderme aktivite yizdeleri

Oktopaminin ve kullanilan standart antioksidan molekiilleri sirasiyla (30 pg/ml)
stiperoksit anyon radikalleri giderme aktiviteleri oktopamin > a-tokoferol > troloks

seklinde oldugu gozlendi.
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4.1.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgular:

Oktopamin ve calismada kullanilan a-tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan
bilesiklerin DPPH serbest radikali giderme aktivite tayini i¢in dncelikle standart grafik
olusturuldu (r%: 0,9821) (Sekil 4.5).

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH serbest

radikal miktar1 standart grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (Asi7) = 0,0027x [DPPH]

DPPH serbest radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

DPPH - giderme aktivitesi (%) = (1 - M] x100

17-K

Burada As;7.n DPPH serbest radikal cozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan
absorbans degeri, Asi7.k, iSe sadece DPPH serbest radikal cozeltisi iceren kontrol

degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak a-tokoferol ve troloks
kullanildi.
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Sekil 4.5. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart DPPH grafigi
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Oktopamin ¢ozeltisinin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi Sekil 4.6’da goriildiigii

gibi konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir.

Absorbans (517 nm)
-

N

—0— o-Tokoferol

—a— Troloks

—&=— Oktopamin

O T T
0 10 20

Konsantrasyon (ug/mL) 30

Sekil 4.6. Oktopaminin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) DPPH serbest radikali
giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Oktopamin ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde DPPH
serbest radikali giderme aktivitesi sergilediler: a-Tokoferol > troloks > oktopamin
seklindedir.

4.1.5. ABTS" radikal giderme aktivitesi bulgular

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS™ giderme aktivitesi de sulu
karigimlarin, iceceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme aktivitelerinde
siklikla kullanilmaktadir (Miller et al. 1996; Gllcin et al. 2007b). Bunun i¢in 6ncellikle
ABTS’den ABTS ’nin olusturulmas: gerekmektedir. ABTS nin kimyasal yapis1 Sekil
4.7°de gorilmektedir. Bu amagla bir erlen icerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat tamponu
igerisinde 2 mM’lik ABTS ¢d6zeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢6zeltiye 2,45 mM’lik
potasyum persiilfat ilave edildi (Giilgin 2007). Erlenin dis yiizeyi aliiminyum folyo ile
kaplandi, manyetik karistiric1 ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karistirildi. Cozelti
hazirlandiktan sonra 734 nm’deki absorbans degeri 0.750+0.025 olacak sekilde tampon
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cozelti ile seyreltildi.

CH,CH3 CH,CH3

[ [
N H N
S S SONH,

Sekil 4.7. ABTS nin agik kimyasal yapisi

H;NO5S

Bu asamadan sonra oktopaminle c¢alismada kullanilan o-tokoferol ve troloks gibi
standart antioksidan bilesiklerin ABTS™ giderme aktiviteleri tayini icin o6ncelikle
standart grafik olusturuldu (r2:0,9629) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. ABTS™ giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS™ i¢in hazirlanan
standart grafik

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

grafikten elde edilen ve agagida verilen denklemden hesaplandi.

Absorbans (4,3, ,,) =0,0016 x [ABTS™" ]
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ABTS™ giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

ABTS"" Giderme (%) = [1- m] x100

34-K

Burada A73sn ABTS™ ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
A7k ise sadece ABTS™ ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansii ifade eder.
Pozitif kontrol olarak a-tokoferol ve troloks kullanildi (Sekil 4.9).

—@— o-Tokoferol

o
~
ol =

g —aA— Troloks
g \ —@— Oktopamin ~—
™
F |
@ T
IS 0,5 &
S
3
<0,25
0 ‘ : )
0 10 20 30
-0,25

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki oktopaminin (10-30 ug/ml) ABTS™ giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Oktopamin ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde ABTS™
giderme aktiviteleri sirasiyla o-tokoferol > troloks > oktopamin seklinde oldugu

go6zlendi.

4.1.6. DMPD radikal giderme aktivitesi bulgular:

Calismalarda kullanilan oktopamin ¢ozeltileri, BHA ve troloks gibi standart antioksidan

bilesiklerin DMPD *giderme aktiviteleri tayini icin oncelikle standart grafik hazirland
y g
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(r%: 0,9812; Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. DMPD™ giderme aktivitesi tayini icin hazirlanan standart grafik

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

grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden hesaplandi.
Absorbans (A, ) = 0,0005 x [DMPD*" ]+ 0,0139

DMPD “miktarindaki azalma yiizde olarak asagida verilen esitlikten bulundu.

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

05-K

Burada Ases.n, DMPD™ ¢dzeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
Asos.k ise sadece DMPD™ ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin absorbansini ifade eder.
Pozitif kontrol olarak a-tokoferol ve troloks kullanildi (Sekil 4.11).



57

o
oo
—

- 1

IS

o

o)

B06 1 1 1

2

<

2

2 —0—BHA

Q

<04 i —
—a— Troloks
—@— Oktopamin

0,2 T T 1

0 10 20 30

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.11. Oktopamin DMPD™ giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan
BHA ve troloks ile karsilastirmasi

Oktopamin ve kullanilan standart antioksidan molekiiller DMPD™ giderme aktivitesi

BHA > oktopamin > troloks seklinde oldugu gozlendi.

4.1.7. Ferrik indirgeme kuvveti (FRAP) bulgular

FRAP metodu elektron vererek antioksidan aktivite gosteren bir metottur. Bu metotta
ferrik iyonlar1 (Fe*") ferroz iyonlarina (Fe?") indirgenir. Olusan ferr6z (Fe?") iyonlari ise
Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir kompleks olustur. Bu mavi renkli bir
kompleks ise 593 nm’de maksimum absorbans gosterir. Oktopaminin FRAP metoduna
gore ferrik iyonlart (Fe**) ferrdz iyonlarma (Fe*) indirgeme kapasitesi, konsantrasyon
ile dogru orantili olarak arttigi bulundu (Sekil 4.12). Ayrica oktopaminin standart
antioksidanlarla FRAP metoduna gore indirgeme aktivitesinin mukayesesi yapildi: o-

tokoferol > troloks > oktopamin seklinde bir siralama gézlendi.
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlardaki oktopaminin FRAP metoduna gére indirgeme
aktivitesinin standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

4.1.8. Bipiridil metal selatlama aktivitesi bulgular

Fe?* selatlama aktivitesi Re ve arkadaslarinin belirledigi metoda uygun olarak yapildi.
0,25 ml FeSO, ¢ozeltisi (2 mM), 0,120 ml oktopamin ¢ozeltisi, 1 ml Tris-HCI tamponu
(pH:7,4) 1,5 ml bipiridil ¢ozeltisi (%0,2’lik 0,2M HCI icerisinde), 2,5 ml etanol ve

0,630 ml saf su igeren numunenin absorbansi 522 nm’de 6l¢iildii.

Oktopamin ve standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri bipiridil kullanilarak
belirlendi. Bu tayinde konsantrasyona baglh bir artis gozlenmedi 20 pg/ml

konsantrasyonlarina karsilik gelen metal selatlama yiizdeleri Sekil 4.13’te verildi.
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Sekil 4.13. Oktopaminin (20 pg/ml) bipiridil metal selatlama aktivitesinin birer standart
antioksidan olan BHA BHT a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Aym konsantrasyonda (20 pg/ml) oktopamin ve kullanilan standart antioksidan
molekiiller bipiridil metal iyonlarm1 selatlama aktivitelerinin  birbirleriyle
karsilastiritlmalart Oktopamin > BHT > troloks > BHA > a-tokoferol seklinde oldugu

go6zlendi.

4.2. Karbonik Anhidraz Enzimi ile lgili Yapilan Calisma Bulgulan
4.2.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford
1976). Coomassie Brillant Blue yontemi igin &nce bir standart egri hazirlandi. Insan
kaniyla hazirlanan hemolizat ve saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktar1 bu
egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlart Sekil 4.14’ten elde edilen
denklemden hesaplandi (1%:0,9765).
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Sekil 4.14. Coomassie Brillant Blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2.2. hCA | ve hCA |l isoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

sonuclari

Insan eritrositlerinden hCA 1 ve hCA II izoenzimleri saflastirilmas1 ayr1 ayr1 yapild.
Kat1 Tris ile pH’s1 8,7’ ye ayarlanmis olan hemolizat kolona yiiklendi. Kolondan dnce 1
M NaCl/25 mM Na;HPO, (pH:6,3) tamponu gegirilerek hCA | enzimi daha sonra 0,1 M
NaCH3;COO/0,5 M NaClO, (pH:5,6) cozeltisi gecirilerek hCA 11 enzimi eliie edildi.
Fraksiyon toplayicit yardimiyla eliiatlar 3’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki
absorbanslarina bakildi. Absorbans gdsteren fraksiyonlar icin CO, hidrataz aktivitesine
bakildi. Cok sayida yapilan saflagtirma islemlerinden birisinin sonuglar1 Sekil 4.15°da

gosterildi.
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Sekil 4.15. Insan eritrositlerinden elde edilen hCA | ve hCA 1I izoenzimlerinin sirasiyla 1 M
NaCl/25 mM Na,HPO, pH: 6,3 ve 0,1 M NaCHsCOO/0,5 M NaClO, pH:5,6 tamponlariyla
ellisyonu sonucu yapilan absorbans grafigi (Kolon cap1 1,3 cm, jel yiiksekligi 40 cm, eliisyon
hiz1 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml)

4.2.3. hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflastirma

basamaklar1 sonuclar:

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

Cizelge 4.3’te gosterildi.
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Cizelge 4.2. Afinite kolonundan insan kanindan elde edilen enzim hemolizatinda enzim {initesi,
spesifik aktivite ve hemolizattan saflastirilan hCA I ve hCA Il enzimlerinin enzim Unitesi,
spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari

Nurpqpe Aktivite Torgla Protein T?rpl)lé Topla_m iﬁif\mg Verim Sa?:;tlr
Turd (EU/mI) hacim (mg/ml) protein aktivite (EU/mg) (%) Katsayisi
(ml) (mg)

Hemolizat 14716 25 25,14 6285 36790 58,54 100 1

Sepharose-

4B-L-Tirorin CA! 1852 475 028 133 8797 66143 2391 113.0
Sulfanilamit

afinite kolon

womatografi CA!l 53772 25 0,19 048 13443 280063 3654 4784

si

4.2.4. hCA | ve hCA 11 izoenzimleri ile ilgili yapilan kinetik ¢alismalarin sonuclar:

4.2.4.a. Enzim icin Ky ve Vinax degerlerinin bulunmasi ile ilgili ¢calismalarin

sonuclari

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

Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.16 ve 4.17).
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Sekil 4.16. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | izoenzimi icin gizilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 4.17. Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA 1l izoenzimi igin gizilen

Lineweaver-Burk grafigi

Insan eritrositlerinden saflastirilan hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin Ky Ve Vmax

degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak bulundu.

hCA | izoenzimi icin Ky 1,5293 mM, Vnax 0,3693 ise EU/ml.dak olarak hesaplandi.
hCA Il izoenzimi igin Ky, 1,196 mM, Vinax 0,301 ise EU/ml.dak olarak hesaplandi.
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4.2.5. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi sonuclar:

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan saflagtirilan
hCA | ve hCA II enzimlerinin safliginm1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamit jel
elektroforezi Boliim 3.4.2°de anlatildigi gibi yapildi. Standart olarak molekiil agirlig
belli olan standart protein markirlar1 kullanildi. SDS-poliakrilamit jel elektroferezine
insandan saflagtirilan izoenzimler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlarinin

fotografi ¢ekildi (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Afinite kromatografisi ile saflagtirilan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

SDS-poliakrilamit jel elektroforezi fotografi

[a: hCA I, b: hCA I, c: Standart proteinler (1: 116 kDa p-Galaktozidaz (E. Coli), 2: 97 kDa fosforilaz
(tavsan kast), 3: 66 kDa Albumin (sigir), 4: 45 kDa Albumin (Ovalbumin), 5: 29 kDa karbonik anhidraz
(s181r eritrositi)]

4.2.6. hCA | ve hCA 11 izoenzimleri aktiviteleri Gzerine oktopamin etkisinin

belirlenmesiyle ilgili yapilan ¢calisma sonug¢lar
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4.2.6.a. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerindeki etkisini gosteren

oktopamin ile ilgili sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA 1 izoenzimi i¢in oktopaminin
saflastirilacak olan hCA 1 izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olciimler esteraz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Aktivite etkisi gosteren her bir oktopamin igin
Aktivite (%)-[A] grafigi ¢izildi.

130 +
y = 100g0.0759%

R? = 0,9636 . o

0 1 2 [Oktopamin] (mM) 3

Sekil 4.19. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile calisilan oktopamin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Oktopamin] grafigi

4.2.6.b. hCA 11 izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerindeki etkisini gosteren

oktopamin ile ilgili sonuc¢lar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA Il izoenzimi i¢in oktopaminin
saflastirilacak olan hCA 1I izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Ol¢iimler esteraz
aktivite tayin yontemleriyle yapildi. Aktivite etkisi gosteren her bir oktopamin igin
Aktivite (%)-[Oktopamin] grafigi ¢izildi.
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Sekil 4.20. hCA 1l izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile ¢alisilan oktopamin
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[Oktopamin] grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bir¢ok c¢alismalarda oktopaminin eklembacaklilar, bazi bocek tiirleri, arilar ve
yumusakealar gibi bircok canli organizmada belirli biyolojik rolleri oldugu, merkezi
sinir sistemi Uzerinde etkleri bulundugu ve dopamine yapisal benzerliginden dolayi
Parkinson hastaligindaki rolii arastirilmigtir. Fakat antioksidan kapasitesi ile hCA | ve
hCA 1l izoenzimleri Uzerindeki etkileri ile ilgili herhangi bir arastirma yapilmamustir.
Oktopamin bir fenolik bilesik oldugu ve genelde fenolik bilesiklerin antioksidan
Ozelligine sahip oldugu diisiiniilerek ¢alismamizda oktopaminin antioksidan kapasitesi
ile hCA I ve hCA Il izoenzimleri (zerine etkisi aragtirildi. Bu kapsamda oktopaminin
antioksidan, antiradikal indirgeme kapasitesi ve metal selatlama Ozellikleri ile ilgili
yapilan ¢alismalarda, Fe**-Fe?" transformasyonu metoduna gore indirgeme kapasitesi,
kuprak metoduna gore Cu**-Cu” indirgeme kapasitesi, FRAP metoduna gére Fe**-TPTZ
indirgeme kapasitesi, bipiridil reaktifi kullanarak ferréz iyonlarmi (Fe?") selatlama
aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS™ giderme aktivitesi, DMPD™
giderme aktivitesi ile riboflavin-metiyonin-isik sisteminde olusturulan siiperoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi gibi farkli biyoanalitik metotlar kullanilarak belirlendi.
Calisilan buttin yontemlerde bulunan aktiviteler gida ve farmokoloji sanayisinde yaygin
olarak kullanilan o-tokoferol ve a-tokoferollin suda ¢6zinen turevi olan troloks gibi
sentetik ve standart antioksidanlar ile mukayeseleri yapildi. Dogal antioksidanlarin

aktiviteleri, onlarin biyofonksiyonlariyla iliskili oldugu bilinmektedir.

Oktopaminin ¢aligilan konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml), artan konsantrasyon paralel
olarak indirgeme kapasitelerinde, metal selatlamalarda, DPPH ve ABTS, giderme
aktivitelerinde de disiikk bir artis gozlenmistir. Ancak bipiridil kullanarak ferrdz
iyonlarim1 (Fe®") selatlama aktivitesi ve siiperoksit anyon radikallerini giderme
aktivitelerinde ise konsantrasyon ile dogru orantili pozitif bir korelasyon

g6zlenmemistir.
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Pek cok antioksidan analizinde ayni konsantrasyonlardaki oktopamin ve standart
antioksidanlarin aktiviteleri karsilastirildiginda oktopaminin nisbeten daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu gézlendi. Ayrica ii¢ farkli metot ile yapilan indirgeme kapasitesi
tayinlerinde oktopaminin indirgeme kapasitesinin artan konsantrasyonla arttigi, fakat bu

aktivitenin kullanilan standartlara gore daha diisiik oldugu gozlendi.

Bir bilesigin antioksidan aktiviteye sahip olmasi o bilesigin indirgeme kapasitesi ile
dogrudan iligkilidir (Meir et al. 1995). Saf maddelerin antioksidan 6zellikleri farkli
mekanizmalar Gzerinden yiriiyebilir. Ornegin, gecis metalleri tarafindan oksidasyonun
hizlandirildigr bir sistemde antioksidan oOzellikteki bir bilesigin indirgeme giicii
antioksidan 6zellik yoniinden 6nemli degildir. Ancak bilesigin sadece metal selatlama
Ozelliginin olmas1 bile boyle bir sistemde oksidasyonu durduracak veya hizini

yavaslatacaktir (Halliwell and Gutteridge 1989).

Antioksidan bilesikler, aktivitelerini gecis metal iyonlarim1 baglama, peroksitleri
parcalama, hidrojen abstraksiyonunu 6nleme, radikal giderme gibi farkli mekanizmalar
ile saglayabilirler (Diplock 1997; Giilgin 2002). Bir bilesigin indirgeme giiciini
yansitan, elektron verme kapasitesinin antioksidan aktivite ile ilgili oldugu
bilinmektedir (Arabshahi-Delouee and Urooj 2006). Antioksidanlar, indirgeyici ve
redoks reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin stabilizasyonu seklinde olabilir. Bir
bilesigin indirgeme kapasitesi farkli metotlar ile o6lgllebilir. Bu amacla en fazla
kullanilan metotlardan biri Fe[(CN)s]**"nin Fe[(CN)s]*"’ye indirgenmesidir. Oktopamin
ilavesiyle Fe[(CN)s]*"’den Fe[(CN)s]*"’e indirgenen Prussian mavisi komplekse Fe***in

ilave edildiginde 700 nm’de maksimum absorbans gosterir. Absorbansdaki artis, artan

indirgeme aktivitesini gostermektedir.

OH Ol
3-
HO + FeCN)g” 5 O:<:>—<\+ Fe(CN)s*
NH,

NH,
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Fe(CN)g +FeCl, — Fe,[(Fe(CN),],

Bu aktivite tayininde test ¢ozeltisinin sar1 rengi, antioksidan Orneklerin indirgeme
kapasitesine bagli olarak farkli yesil ve mavi tonlarina doniislir. Bir bilesigin ferrik
iyonlarim1 (Fe**) indirgeme kapasitesi, potansiyel antioksidan aktivitesinin énemli bir
gostergesidir (Benzie and Strain 1996). Indirgeme potansiyelini 6l¢gmek i¢in tasarlanmis
pek ¢ok sayida analiz modeli vardir (Wood et al. 2006). Mevcut ¢alismada ferrik
iyonlarmi (Fe**) ferréz iyonlarma (Fe?*) indirgeme kapasitesinin yani sira kuprik
iyonlari (Cu®") kuprdz iyonlarma (Cu®) indirgeme kapasitesi ve FRAP metoduyla

Fe**-TPTZ indirgeme kapasitesi de calisildi.

Kuprak metodu son yillarda Apak ve grubu (2004) tarafindan indirgeme giicli analizi
icin gelistirilen olduk¢a Onemli bir yontemdir. Ayn1 zamanda son yillarda oldukca
yaygin bir kullanim alan1 kazanmistir (Giilgin 2008; 2010; 2012 Giilgin et al. 2010). Bu
yontem, diisiik maliyeti ile beraber hizli, kararli ve rahat uygulanabilir bir yontemdir.
Ayrica indirgeyici maddenin tiirline veya hidrofilikligine dikkat edilmeden farkl
antioksidanlar ic¢in uygulanabilir. Kuprak metodu bir kromojenik redoks reaksiyonu
olup fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da (pH:7,0) gergeklestirilir (Apak et al. 2004;
Gulgin 2008; Koksal et al. 2009). Kuprak metodu; antioksidanlar tarafindan kuprik
iyonlarinin (Cu®” kuproz iyonlarma (Cu") indirgenmesi esasma dayanir. Neokuprinin
varhginda Cu®*, Cu®’e indirgenir. Olusan kompleks 450 nm’de maksimum absorbans
verir (Sekil 5.1). Kuprak metodunda CuCl, ve etanolde hazirlanan neokuprin ¢ozeltisi

kullanilir. Neokuprin heterosiklik organik bilesik ve selatlayici bir ajandir.

Sekil 5.1. Antioksidan bir molekiil tarafindan gerceklestirilen kuprak reaksiyonu
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Hazirlanan ¢ozeltilerin 450 nm’deki absorbans artis1 gozlemlenir. Bu artig indirgenme
miktarinin, yani niimunenin antioksidan kapasitesinin bir dl¢iitii olarak degerlendirilir.
FRAP metodu Fe**-TPTZ kompleksinin Fe?*-TPTZ kompleksine indirgendigi metodtur.
Diisiik pH’da Fe**"tin Fe?*"ye indirgenmesi renkli Fe?*-TPTZ kompleksinin olugsmasina
sebep olur. Olusan bu demir kompleksi oksidan olarak kullanilir ve bu demir
kompleksin redoks potansiyeli 0.70 V’tur (Benzie and Strain 1996). Bu deger
ABTS " nin redoks potansiyeline (0.68 V) yakindir. ABTS™ ve FRAP arasindaki tek
fark, FRAP metodunun daha asidik pH’da (pH:3.6) gerceklesiyor olmasidir (Huang et
al. 2005). Asidik ortam ve antioksidanlarin varliginda Fe**-TPTZ kompleksi Fe**-TPTZ
kompleksine indirgenir. Olusan renkli kompleks 595 nm’de maksimum absorbans

gosterir.

30 o
CResta o Woteals

-4.»4.. /\%Q

bd* 5

Fe*TPIZ

Sekil 5.2.. FRAP metoduna gore ferrik iyonlarinin (Fe3+) ferr6z iyonlarina (Fe2+)
indirgenme reaksiyonu (Gilgin 2012)

Cizelge 5.1. Calismada kullanilan oktopaminin 20 pg/ml konsantrasyonunda ferrik iyonlarini
(Fe*"), kuprik iyonlarim (Cu**) ve FRAP metoduna gére indirgeme kapasiteleri

Antioksidanlar Fe’* indirgeme Cu” indirgeme FRAP metodu
(700 nm) (450 nm) (593 nm)
o-Tokoferol 1,174 0,576 2,141
Troloks 1,105 0,572 1,237
Oktopamin 0,306 0,195 0,397

Oktopaminin radikal giderme kapasitesi daha 6nce literatiirde belirtilen en 6nemli dort
metot kullanilarak belirlendi. Bu amacgla en ¢ok kullanilan metot DPPH radikali
giderme metodudur (Gilgin 2012). DPPH radikali 1950°li yillarda kesfedilen
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antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biridir. Antioksidan maddelerin radikal
giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en sik kullanilan bir metottur. DPPH radikali uzun
omiirlii ve azot merkezli, kararli bir serbest radikaldir (Ozgcelik et al. 2003). DPPH mor
renkli serbest bir radikaldir. Bu metotta antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sari
renkli difenil-pikrilhidrazine (DPPH-H) indirger. Bu metodun esasi hidrojen veren
gruplara sahip antioksidan maddelerin varliginda, alkolde ¢6ziinen DPPH radikallerinin
indirgenmesine dayanmaktadir. Sekil 5.3’de goriildiigii gibi indirgenme sonucu olusan,
517 nm’de herhangi bir absorbans vermeyen ve radikal olmayan bir DPPH-H molekuli
goriilmektedir. DPPH serbest radikal miktarindaki azalis 517 nm’de spektrofotometrik
yontemle olgiilerek aktivite tayini yapilir. Ortamda bulunan radikal giderici antioksidan
veya antiradikal tirlerin [(AH)n] varliginda DPPH serbest radikali Sekil 5.3°de
belirtildigi gibi indirgenmis DPPH-H formuna doniisiir (Giilgin 2002; 2012).

( )
NO, NO,
O,N NO ON NG,
+ (AH — = N-H
| ( )n | + (A)n
@N\Q ©/N\©
DPHPH DPPH-H
. J

Sekil 5.3. Bir antioksidan [(AH),] tarafindan DPPH serbest radikallerinin giderilmesi

Radikal giderme aktivitesi ile ilgili yogun ¢alismalarda son zamanlarda mekanizmalarin
aydinlatilmasiyla ilgili birgcok ¢alisma da mevcuttur. Bu baglamda rezveratrol
molekdlunin DPPH' serbest radikalini sondiirdiigii ve rezveratrol fenoksi radikali ara
iriinliniin olustugu, olusan bu radikalik ara {riiniin radikal formunun fenolik halka

tarafindan siispanse edilerek dagitildig bildirilmistir (Gulgin 2012).
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Rezveratrol DPPH-H
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Rezveratrol fenoksi radikali

Sekil 5.4. Bir rezveratrol molekiiliinin DPPH- serbest radikalini sondiirmesi ve

rezveratrol fenoksi radikali ara {iriiniiniin olusumu

Kurkuminde ise bunda farkli olarak fenolik halkalardaki metoksi ve hidroksi guruplari

molekdler igi

konumdadir. Bunun yerine kurkumin molekiliine bu 6zellikleri kazandiran grup

ortadaki hidrokarbon konjuge cift baglar ile enol keto tautomeri formlaridir (Ak and

H-bag1 yaparak radikaller ile etkilesmeyecek sekilde kapali bir

Gulgin 2008; Gilgin 2012).

Sekil 5.5. Bir kurkumin molekiiliiniin DPPH- radikalini gidermesi
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Giilgin tarafindan yapilan baska bir calismada karanfil (Eugenia caryophilata) bitkisinin
etken maddesi olan eugenol {izerinde farkli 6zelliklerin belirlenmesidir. Bu ¢alismada
eugenol ve izoeugenol karmasik yapidaki dimerik tiirlerini igeren kompleks reaksiyon
mekanizmalar1 aydmlatilmistir. Ozellikle, eugenol molekdlinin yan zincirinin rolii
tizerinde durulmustur. Bu yan zincirdeki konjligasyon sayesinde eugenoliin antioksidan
ve antiradikal aktivitelerinin daha da arttig1 ileri siiriilmistiir. Eugenoliin sadece bir adet
aromatik hidroksil grubu olmasina ragmen bu ¢alismada eugenol molekullinin iki veya
daha fazla DPPH serbest radikalini giderdigi bildirilmistir. Sekil 5.6’de goriildigi gibi
A, B ve C molekiilleri iki fenolik hidroksil gruplar iizerinde dimerlesir ve biitiin bu

bilesikler Cg-Cg Ve Cs-Cs arasindaki kapling reaksiyonlari sonucu olusur (Giilgin 2012).

o o 0 o
DPPH*  DPPH-H OCH, OCH, OCH, OCH,
B e < <t—
N S 2
N x . |
A B C D

Eugenil radikalik araurunleri

|

Eugenol

OH OH
H,CO OCH,  H,CO x OH
e T
HO OCH,
= ~
1 2 3

Dehidrodieugenol

Sekil 5.6. Eugenol molekiiliiniin DPPH- serbest radikalini gidermesi ve radikalik
Eugenil ara iiriinlerinin olusumu

Biz bu calismada oktopaminin rezveratrole benzer sekilde DPPH- serbest radikalini
giderme mekanizmasin1 sergileyecegini tahmin etmekteyiz. Oktopamin halkasinda
bulunan fenolik halka rezonans kararlilif1 etkisiye radikali giderecegini ve kendisininin
de radikalik olmayan bir forma diizenlenecegini soyleyebiliriz. Oktopaminin DPPH-

serbest radikalini giderme mekanizmasi Sekil 5.7°deki gibi 6zetlenebilir.
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Sekil 5.7. Oktopaminin muhtemel DPPH- serbest radikalini giderme mekanizmasi

ABTS metodunda, ABTS oksidanlar tarafindan yiikseltgenir ve ABTS™ radikali olusur.
Yogun renkli ABTS™ radikal katyonu farkl1 oksidan maddelerle hazirlanabilir. Oksidan
olarak K;S,0g veya Mn,03 kullanilabilir. ABTS olusumu ig¢in gelistirilen metot, ABTS
ve potasyum persilfat (K;S,0g) arasindaki reaksiyon sonucu mavi yesil ABTS
kromoforunun dogrudan olusumu ve olusan bu radikal katyonun spektrofotometrik
olarak dl¢iilmesi esasina dayanir. Bu metotta olusturulan ABTS™ katyonu 734 nm’de

maksimum absorbans gosterir.

S,0,” + ABTS —»S0,” +S0,” + ABTS™
Asir1 ABTS oldugunda, siilfat radikali asagidaki reaksiyona gore tepkime verir.

SO, "+2ABTS — = SO, +2ABTS"

Toplamdaki net reaksiyon ise agagidaki sekilde olur.

S,0¢> +3ABTS — = 2S0,% + 3ABTS"™

Sekil 5.8. K;S,0g ile ABTS’nin yiikseltgenmesi ve ABTS "’nin kimyasal yapisi
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Radikal giderme kapasitesi belirlemek amaciyla yapilan ABTS™ giderme metoduna
benzeyen bir diger bir radikal gidereme metot ise DMPD™ giderme metodudur. DMPD™
giderme metodunun esasi, asidik pH ve uygun bir oksidan c¢ozeltinin varhi§inda
DMPD’nin kararli ve renkli bir radikal katyonu olan DMPD™’nin olusmasini saglar.
DMPD™ ise 505 nm’de maksimum absorbans gésterir. DMPD™"ye bir H atomu transfer
eden antioksidan madde rengi sondiiriir ve ¢ozeltide bir renksizlesme meydana gelir.
Reaksiyon on dakikadan daha kisa zamanda gergeklesir. Bunun icin yapilan
caligmalarda en iyi sonuclar, son konsantrasyonu 0,1 mM olan ve kararli renk soliisyonu
veren FeCls ¢ozeltisiyle olur. Bu metot diger radikal giderme metotlart gibi diisiik
maliyet ve yiiksek tekrarlanabilirlik firsati sunar. DMPD metodu genelde hidrofilik
antioksidanlar i¢in uygundur. Ciinkii metodun hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi

hidrofobik bilesenler i¢in azalmaktadir (Gulgin 2008; 2012).

NH3+ NH,*+* NH
(oAl (e
5 i
N N N
PG PN AN
DMPD DMPD -+ DMPD *
\,

Sekil 5.9. Kararli bir radikal olan DMPD " *nin olusum ve giderilme mekanizmas1

Sonuglara bakildiginda ise oktopaminin DMPD™ giderme kapasitesinin kullanilan

standartlardan daha diisiik oldugu gozlenmektedir.

Stiperoksit anyon radikalleri lipid peroksidasyonunu baslatan oksijen merkezli
radikaller olup, biyolojik makromolekdller ile etkilesip doku hasarina neden olan
radikallerdir (Gulgin 2012). Siiperoksit anyon radikalleri ¢ok reaktif degildirler.
Slperoksit anyon radikalleri katalaz ve peroksidaz enzimlerini inaktive edebilir,

oksihemoglobini  methemoglobine  yikseltgeyebilir ~ve eritrosit membranini



76

parcalayabilir (Fridovich 1983; Mavi 2005). Lipit, protein ve DNA gibi
biyomolekillerde oksidatif hasara sebep olan hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
singlet oksijen gibi diger reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda da 6nemli rol oynarlar.

Ferr6z iyonlari (Fez+), Sitokrom ¢ gibi bazi demir komplekslerini de kolaylikla

indirgeyebilir (Gilgin 2012).

Bu calismada siiperoksit anyon radikali olusturmak icin riboflavin/metiyonin/isik
sisteminde c¢alisildi. Boylece riboflavin/metiyonin/isik sisteminde ¢6ziinen molekiiler
oksijenden superoksit anyon radikali elde edilir. Elde edilen slperoksit anyon radikali
NBT?*yi formazana yikseltger. Bu metotta, siiperoksit anyonunun yesil rengi
spektrofotometrik olarak 560 nm’de oOlgiilebilen formazanin mavi rengine doniisiir.
Antioksidan maddeler NBT’nin mavi renkli formunun olusmasini inhibe ederler.
Antioksidan bir madde sayesinde gerceklesen 560 nm’deki absorbans azalisi, reaksiyon

ortamindaki siiperoksit anyonunun giderildiginin bir gostergesidir (Gilgin 2012).

Sekil 5.10 ve 5.11°da da goriildiigii gibi NADH/PMS ortaminda {iretilen siiperoksit

radikallerinin NBT?""yi formazana yukseltgemesi goriilmektedir.



7

NADH NAD' +H*

B T

| N
Cl; CH;
Yiiksegtgenmig PMS IndirgenmigPM S

Sekil 5.10. NADH/PMS sisteminde Uretilen stiperoksit anyon radikallerinin NBT?**yi
formazana yikseltgemesi

Yine stliperoksit anyon radikalleri benzer sekilde ksantin/ksantin oksidaz siteminde de
uretilebilir. Bu sistemde Uretilen stperoksit anyon radikalleri Sekil 5.11°da gosterilen
benzer mekanizma ile NBT?"’yi formazana yiikseltger.
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Sekil 5.11. Ksantin/ksantin oksidaz sisteminde dretilen stperoksit anyon radikallerinin
NBT?**yi formazana yiikseltgemesi

Demir, en ¢ok kullanilan metal olmakla beraber diinyada uretilen toplam metallerin
agirlikca %95'ini olusturur. Demir, bakir ve kalsiyum gibi bazi minerallerin emilimi ve
kanda oksijeni tasiyan kirmizi kan hiicrelerinin ve g¢esitli enzimlerin iretimi igin
gereklidir. Ayrica, bagisiklik sistemini de gii¢lendirir. /n vivo sartlarda serbest demir ve
bakirin varligr kontrol edilebilmektedir. Demir iyonlar1 barsaklar tarafindan emilir ve
transferin proteinleri tarafindan ferrik iyonlari (Fe3+) formunda demir ihtiyacit olan
hiicrelere tasmarak ferrdz iyonlar (Fe®") seklinde ferritin ve hemosiferin proteinlerinde
depolanir. Bir ferritin proteininin bu sekilde 4500 adet ferr6z iyonlarini (Fe) bagladigi
bilinmektedir. Spesifik olarak transferine bagli olan demir iyonlar1 serbest radikal
reaksiyonlaria katilmazlar. Fazla olan demir iyonlar1 ise birer “demir havuzu” gorevi

yapan ferritin ve hemosiferinde depolanir. Insan plazmasinda bulunan bakirim biiyiik bir



79

kism1 serbest radikal reaksiyonlarini uyarmayan bir formda olup, seruloplazmin
proteinine bagli haldedir (Halliwell 1994). Bazi hemostatik durumlar degistiginde
hidroksil radikali olusur. Doku hasarlar1 sonucu fagositlerin aktivasyonu veya
parcalanmis hiicrelerden gegis metal iyonlarinin yayilmasi sonucu serbest oksijen tiirleri
olusabilmektedir. Bu da hiicre ve doku hasarmni hizlandirir. Ornek olarak travmatik
beyin hasari sonucu demir iyonlarina bagl serbest radikalik reaksiyonlar olusabilir.
Parkinson hastaligi, beyinde substantia nigrada mevcut hiicrelerin 6liimii sonucu
meydana gelmektedir. Demir iyonlar1 6lii hiicrelerin parcalanmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Bu sekilde Parkinson hastaligina yakalanan hastalar oksidatif strese maruz
kalir. Sonug olarak serbest radikaller olusur. Bu durumda serbest radikaller zincirleme
radikalik reaksiyonlar ile substantia nigranin dejenerasyonuna katkida bulunmaktadir.
Ayrica serbest oksijen radikalleri, enzim ve proteinlerin yapilarinda bulunan
aminoasitlerin tiyol gruplarim1 da oksitleyerek deaktive ederler. Diger bir taraftan ise
hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini de oksitleyerek 6nemli

ol¢iide hiicre hasarlarina da neden olmaktadir (Nar 2011 ).

Ferroz iyonu (Fe**) gibi iyonik turler, organizmada serbest oksijen radikalleri tiretimini
kolaylastirdig1 i¢in, demir selatlama kapasitesi olduk¢a Onemlidir. Metal iyonlari
selatlama aktivitesi metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarin1 6nlemek veya
geciktirmek amaciyla kullanilan ©6nemli bir antioksidan yontemidir. Demir,
organizmalar i¢in 6nemli bir mineraldir. Fakat asiris1 hiicre hasarima neden olabilir.
Gegis metalleri icerisinde demir yiiksek aktiviteye sahip oldugu i¢in 6nemli bir lipit
oksitleyici metaldir. Metal iyonlar1 arasinda, ferréz iyonlar1 (Fe®*), bilinen en énemli
prooksidan iyonlardir. Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin ortamda bulunmalari
esnasinda ferrik iyonlar (Fe3+) da olusabilir. Ferroz iyonlari (Fez+), ferrik iyonlarindan
(Fe**) 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"
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Boylece ferrdz iyonlari (Fe®")  selatlama kapasitesi ferr6z iyonlari (Fe*")
konsantrasyonunu en aza indirmekte ve oksidatif hasara neden olan serbest radikal
olusumu inhibe etmektedir (Giilgin 2007b). Ferrozin, ferrdz iyonlari (Fe**) gibi iki
degerlikli metal iyonlar ile kantitatif miktarda bile kompleks olusturmaktadir. Olusan
renkli metal-ferrozin kompleksi ise 562 nm’de maksimum absorbans gostermektedir.
Metal selatlayict ajanlarin varliginda metal-ferrozin kompleksi olusumu bloke olur.
Dolayisiyla metal selatlama aktivitesinde 562 nm absorbansta meydana gelen azalma
metal selasyonunun bir gostergesidir. Bu anlamda daha 6nce Giilgin (2006b) tarafindan
L-Karnitinin metal selatlama aktivitesinin arastirilmasi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada L-
Karnitinin ferroz iyonlarii (Fe®*) konsantrasyona bagli olarak selatladigi gozlenmis ve
Sekil 5.12°de gosterildigi sekilde L-Karnitin ile ferrdz iyonlari (Fez+) arasindaki olasi
metal selatlama mekanizmasi aydinlatilmistir. Sekilde goriildiigii gibi bir L-Karnitin
molekiiliiniin karboksil grubu ile yine ayn1 L-Karnitin molekiiliiniin y-karbonuna bagh

hidroksil grubu ararsinda bir metal kopriisii olusarak bir ferréz iyonu (Fez+) selatlanir.

H
_ 0 O\\
O\C/O §|C/ h '|:e+
| |
CH, L,
H_(|:_ OH + Fe2 I
Ch, CHy
i
HyC— N*=CH, H{C—N*CHg
CH, CHs
L-Karnitin L-Karnitin-Fe* kompleksi

Sekil 5.12. L-Karnitin ile Fe?* arasinda one siiriilen metal selatlama mekanizmast

Ayni sekilde L-Adrenalin ile ilgili galismaya bakildiginda bir L-Adrenalin molekilindn
amin grubu ile ayn1 molekiiliin OH grubunun bir ferr6z iyonu (Fez+) ile baglanarak L-

Adrenalin-Fe?* kompleksi olusturdugu gozlenmektedir (Gilgin 2009).
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NH H,C, 5
—_ +

OH NFe
OH

+ Fe2*
HO
OH HO
OH
L-Adrenalin L-Adrenalin-Fe2* kompleksi

Sekil 5.13. L-Adrenalinin bir Fe®* ile baglanarak L-Adrenalin-Fe** kompleksi
olusturmasi

Benzer mekanizmalar Kazazica ve arkadaslar tarafindan da ileri siiriilmiistiir (2006).
Son zamanlarda yapilan bu galismada kamferol gibi bir flavonoitin kuprik (Cu®*) ve
ferr6z iyonlarini (Fez+) fonksiyonel karboksil gruplar1 tizerinden selatladigi
bildirilmistir. Bununla beraber, -OH, -SH, —-COOH, -H,P0O3, C=0, -NR;, -S—- ve -O-
gibi fonksiyonel gruplardan iki veya daha fazlasina sahip olan molekiillerin metalleri
kolaylikla selatlayabilecekleri bilinmektedir. Bu gruplarin bulunmasi antioksidan
molekiiliin metal selatlamada yapi-fonksiyon konfuigrasyonunun lehine bir durumdur
(Ak and Gulgin 2008; Gulgin 2009a).

Kurkumin molekiiliine bakildiginda ise daha farkli bir durum goze carpmaktadir (Ak
and Giil¢in 2008). Kurkumin molekiiliiniin i¢erdigi her iki aromatik halkaya bagh
metoksi gruplari ile hidroksil fonksiyonel gruplari arasinda ikiser adet ferr6z iyonlarinin
(Fe2+) selatlamanin yani sira hidrokarbon ara zincirindeki enol ve keto gruplari

tarafindan da bir adet ferr6z iyonlarinin (Fe®") selatlamasi da kuvvetle muhtemeldir.
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N O-_
OCH, *Fe-” " CHj CHy >~

Kurkumin-Fe* kompleksi

Kurkumin

Sekil 5.14. Bir kurkumin molekiiliinin i ferréz iyonu (Fe®") ile baglanarak kurkumin-
Fe?* kompleksi olusturmasi

Son yillarda yapilan baska bir calismada da {iziim ve iiziim iiriinlerde oldukca fazla
miktarda bulunan trifenolik bir bilesik olan rezveratroliin ferr6z iyonlari (Fe*)
selatlama aktivitesi i¢cin miimkiin olan mekanizma aydinlatilmaya c¢alisilmistir (Giilgin
2009b). iki rezveratrol molekiiliiniin ihtiva ettigi her iki difenolik aromatik halkalar

arasinda bir adet ferr6z iyonunun (Fez+) selatladig1 gozlenmistir.

H H
OH O, 0
o) /)
PoADNLS | ez
o’ o
H H

OH

Rezveratrol Rezveratrol-Fe2* kompleksi

Sekil 5.15. Iki molekiil rezveratrolun iki adet ferréz iyonu (Fez+) ile baglanarak
Rezveratrol-Fe®* kompleksi olusturmast

Metal selatlama ile ilgili verilen bilgiler degerlendirildiginde ¢aligmamiz kapsaminda
metal selatlama Ozellikleri incelenen rozmarinik asitin metal selatlama kapasitesi ile
ilgili olarak muhtemel baglanma modeli Sekil 5.16’da gésterilmistir. Rozmarinik asitin
metal selatlama kapasitesi kurkuminin karakteristik metal selatlama kapasitesine

benzedigi goriilmektedir.
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HO N 0 OH + 2Fe2t —— 2+Fe/\ H 2
o .
HO H Rozmarinik asit

Rozmarinik asit

Sekil 5.16. Rozmarinik asitin ferréz iyonu (Fe*?) ile olusturdugu muhtemel kompleks

Ferulik asit ve sirinjik asitlerin de benzer mekanizmalar ile metal iyonlarini bagladigi
bildirilmistir (Oztiirk Sarikaya 2009). Diger fenolik asitlerin de benzer mekanizmalar ile

metal selatladiklari tahmin edilmektedir.

H CH
Q. 3
OH Fe2+ . Ve AN OH
e 21
HO X —— > H A /,'FP\
OCH 0 0
0 8 (0] CH, H

Ferulik asit Ferulik asit-Fe2* kompleksi
CH,
OCH;, O~ R CH;,
H 2 Fe?* H p e
2 OH —_— O:\ :\O
© o e H OH
OCH, Hco™ ™ T T 0
CH,4
Sirinjik asit Sirinjik asit-Fe** kompleksi

Sekil 5.17. Sirinjik asit ve ferulik asitin ferrdz iyonu (Fe*) ile baglanarak kompleks
olusturmalari

Daha 6nce bahsedilen fenolik bilesiklerde oldugu gibi Sekil 5.18’de goriildiigii gibi bir

flavonoit molekiilii toplam {i¢ metal iyonunu baglayarak kompleks olusturabilir.
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Sekil 5.18. Bir flavonoit molekiiliiniin metal iyonlarin1 iyonlar: (Me™) ile baglanarak

kompleks olusturmast

Calismada kullanilan oktopaminin metal selatlama aktivitesinin ICsp degerleri ile

standart antioksidanlarin ICsy degerleri karsilastirildiginda ise oktopamin icin 10,44

pg/ml iken (Cizelge 5.2) bu degerler a-Tokoferol ve trolox igin sirastyla 13,75 ve 12,70

pug/ml olarak bulunmustur. Oktopamin kullanilan ver iki standarda (a-Tokoferol ve

trolox) gore nispeten daha diisiik 1Csp degerine sahip oldugu gézlendi.

Cizelge 5.2. Oktopamin ve standart antioksidanlara ait DPPH-, ABTS™, DMPD™, O,”

giderme ve metal selatlama aktiviteleri ile ilgili 1Cso (ug/ml) degerleri

Fe®* 0, DPPH- ABTS‘* DMPD-
Antioksidanlar ) _ _ )
selatlama giderme giderme  giderme  giderme
a-Tokoferol 13,75 25 66 7,7 2.82 -
Troloks 12,70 43,30 19,8 6,79 69,30
Oktopamin 10,44 13.86 138,6 22 35 S7,75

Oktopamini muhtemel metal selatlama mekanizmasi Sekil 5.19’da goriildigi gibi

oktopaminde bulunan fenolik halkaya bagli para pozisyonundaki hidroksil gurubu

(-OH) ile amin gurubu (-NH,) arasinda bir demir iyonu baglanarak kompleks olusur.
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Oktopamin Oktopamin-Fe?* kompleks

\.,

Sekil 5.19. Bir oktopamin molekuliiniin bir demir iyonunu (Fe**) muhtemel baglama
mekanizmasi

Fenolik bilesiklerin ve onlarin da tiirevlerinin antioksidan kapasiteleri aromatik halkaya
bagli hidrpksil gurubunun (-OH) sayisina, grubunun pozisyonuna, bu gurubun karsilikli
baglandig1 gruba ve siibstiientin de tipine baghdir (Rice-Evans et al. 1996; Gulgin 2012)
bagli oldugu bilinmektedir. Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik
asitler olmak iizere iki temel gruba ayrilir. Hidroksisinamik asit ve tiirevlerinin
hidroksibenzoik asit ve turevlerinden daha kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 da bilinmektedir. Hidroksisinamik asit ve tiirevlerinde bulunan CH,=CH-
COOH gurubu hidroksibenzoik asit ve tirevlerinde bulunan -COOH gurubundan daha
fazla antioksidan aktivite saglar (Cuppett et al. 1997; Giilgin 2012). Fenol omurgasinda
bulunan farkl: siibstitiie guruplarin varlig1 onlarin antioksidan kapasitelerini 6zellikle de
hidrojen verme kapasitelerini modile eder. Genelde substitiie olmayan fenol, hidrojen
verici olarak daha inaktifdir. Diger taraftan, antioksidan aktivite agisindan mono
fenoller, difenollere gore daha az etkilidirlier. orto- veya para- pozisyonunda hidroksil
grubu gibi elektron verici bir gurubun varlifi fenol antioksidan molekiiliiniin
antioksidan aktivitesini artirir (Pokorny 1988; Chimi et al. 1991). Ayrica, fenolik
halkada aromatik asit, ester veya lakton gibi karbonil bir grubun varligida antioksidan
aktiviteyi arttirir. Bir molekiiliin antioksidan aktivitesi karbonil gurubu hlkadan
ayrildiginda da artar. Bundan dolay1, sinamik asit benzoik asitten daha etkili antioksidan
aktiviteye sahiptir.
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Sekil 5.20. Benzoik asit ve sinamik asidin formili

Fenolik halkada bulunan metoksil gruplar1 gibi sterik engel teskil eden bir komsu inert
grup tarafindan fenolik antioksidan aktivitesini arttirir (Dziedzic and Hudson 1984;
Goger and Gulgin 2011).

Daha once yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin hidroksilasyon derecesi ve konumu
antioksidan aktiviteyi belirleyen temel faktorler oldugu bildirilmistir (Dziedzic and
Hudson 1984; Chen and Ho 1997). Bircok fenolik bilesigin antioksidan aktivitesi ile
yapist arasindaki iligki daha 6nceden belirlenmistir (Chen and Ho 1997; Gilgin 2006b;
Gocer and Gilgin 2011). Monofenollerin difenol ve polifenollere goére daha az
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan aktivite-yap1
caligmalarinda L-Dopa’nin tirozinden daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu
kanitlanmistir (Giilgin 2007). Bu caligma antioksidan aktivitenin fenolik hidroksil
guruplart tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Monofenollerin oksidasyon
engelemesi bir veya iki metoksi grubunun varliginda énemli 6l¢iide arttigi gézlenmistir.
Ayrica iki fenolik asidin birlesmesiyle elde edilen {iriiniin monomerlerden daha etkili
oldugu gozlenmistir. Ornegin iki kafeik asidin birlesmesiyle olusan rozmarinik asidin
daha iyi antioksidan aktivite sergiledigi bulunmustur (Giilgin 2006b). Bunun tersine,
kafeik asidin seker birimleri ile esterlesmesinin aktiviteyi azalttigi gozlenmistir

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

Butilin bu ¢alismalarin 1s1¢1nda Oktopamin molekiiliiniin ¢alisilan metotlarla antioksidan
aktivitesi degerlendirildiginde, ¢alismada kullanilan a-tokoferol ve trolokstan daha

diisiik antioksidan aktivite sergilemesi daha net anlasilmaktadir. Oktopamin
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molekiiliiniin monofenolik yapida olmasi, bir inert komsu grubu bulundurmamasi,
hidroksil (-OH) ve amin guruplarinin (-NH;) fenolik halkaya bagli para pozisyonunda

baglanmis olmasi daha az antioksidan aktivite sergilemesinde etkili olabilir.

Karbonik anhidraz enziminin hidratasyon reaksiyonlar1 igin turnover sayisi (Kca)
400,000-600,000 s (Lindskog and Coleman, 1973; Roy, 2010) arasindadir. Yapilan
kristal yap1 analizleri bazi molekiillerin enzimin aktif bolgesine baglanarak reaksiyon
ortaminda enzimin aktif bolgesinde bazi1 konformasyonel degisikliklere sebep olarak,
proton transfer prosesini kolaylastirdigi ve bu sekilde enzimi aktive ettigi bildirilmistir
(Supuran et al. 2004; Hassan et al. 2013). CA izoenzimlerinin katalitik bolgelerinin
yapisal analizleri, Thr-199 rezidiisiinin dogusundaki ana zincir CO, molekulini
polarize ettigi gostermistir. OH bagli Zn*’nun HCO;5™ ve H* olusturmak iizere CO,’e
saldirir ve bir su molekiilii olusan HCOj' ile yer degistirir (Mikulski and Silverman,
2010). Sudan ayrisan proton ii¢ basamakta His-64’e aktarilir (Shimahara et al. 2007).
Boylece enzim bir sonraki katalitik dongii i¢in hazir olmus olur (Maupin et al. 2009).
CA enzimi suya proton trasfer oranindan daha yiiksek bir turnover sayisina sahiptir
(Lindskog and Coleman 1973; 2000). Bu yiiksek oran ¢6zict sistemlerine ani proton

transferinden dolay1 daha hizlidir.

Lokal immiin cevaplara aracilik eden histamin azot igeren bir organik bilesiktir ve bir
ndrotransmitter olarak gorev yapar. Histamin, proton Uretim proseslerinde aktif olarak
rol oynayan CA’y1 aktivite ettigi gozlemlenmistir. CA aktivatorleri enzimin aktif
bolgesinin girisine baglanir. Aktif bolge ile ¢ozlict sistemleri arasinda proton trasfer
islemini kolaylastirir. Histidin CA 1, CA VA ve CA VII izoenzimlerinin gicli
aktivatorleri iken, CA XIV ic¢in normal, CA Il ve CA IV izoenzimleri i¢in zayif

aktivatordir (Supuran et al. 2004; Temperini et al. 2006).

Ayrica fenilalanin CA I, CA 1l ve CA X1V icin gicli bir aktivator iken, CA VA ve CA
VII icin zayif aktivator, CA IV icin ise oldukca etkisizdir (Coban et al. 2009). Kan ve
beyinde fenilalanin konsantrasyonu olduke¢a degiskendir ve 30-73 UM arasinda degisir.

Bu dokularda bazi beyin CA enzim aktiviteleri, aktivatorlerin konsantrasyonlari
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tarafindan kuvvetli bir sekilde aktivatdr sevviyeleri tarafindan degisiklige ugrar.
Sildenafil sitrat’m CA I, CA VA ve CA VI igeren tim CA izoenzimleri igin bir
potansiyel aktivator oldugu belirtilmistir (Coban et al.2009). Dahasi, Sildenafil sitrat’in
CA 1, CA IV ve CA VA izoenzimlerini 13,4-16,8 uM araliginda, CA 1I, CA IX, CA
X1 ve CA XIV izoenzimlerini ise 27,5-34,0 uM araliginda ve son olarak CA VII ve
CA XIlI izoenzimlerini ise 72,9-73,0 uM aralig1 gibi dar araliklarda aktive ettigi
bildirilmistir (Dessirier et al. 2000).

Benzer sekilde bir seri amin ve amino asidin de CA izoenzimleri igin aktivator olarak
etki ettigi bilinmektedir. L-Histidin, L-Triptofan ve dopamin, salgisal CA VI i¢in zayif
aktivasyon etkisi gosterirken, L-Fenilalanin, D-DOPA, L-Tirozin, 4-amino-L-
Fenilalanin ve histamin amino asitleri ayn1 enzimler i¢in bire mikemmel aktivator

olarak rol oynarlar (Dessirier et al. 2000).

Literatiirde belirtilen CA aktivatorlerine bakildiginda oktopamin molekilunin hCA | ve
hCA Il izoenzimlerini aktive etmesi net bir sekilde anlasilmaktadir. Oktopamin yan
zincirde para pozisyoununda bir amin grubu icermektedir. Amin grubu iceren amin ve

amino asitler gibi hCA I ve hCA Il izoenzimlerini aktive etmesi gayet normaldir.

CA’nin fizyolojik iliskilerinden dolayi, aktivasyonu ila¢ gelistirme ve dizayninda
potansiyel bir hedef olabilir (Supuran et al. 2004). CA aktivatorleri yaslanma ve diger
hastaliklarin yanisira Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in konseptik yeni yaklasimlar sunan
sinaptik etkiyi artirmak i¢in kullaniligh birer tiirev olarak dizayn edilebilirler (Hassan et
al. 2013).
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