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Bu ¢ali Gmada apomorfin, timol ve humik asitin fenolik dogal bileGiklerin muhtemel antioksidan ve
radikal giderme aktiviteleri degerlendirildi. Ayri ca bu fenolik dogal bileGiklerin insan eritrosit karbonik
anhidraz izoenzimi I ve II (hCA-I ve hCA-II) tizerine inhibisyon etkileri de incelendi.

Fenolik dogal bileGiklerin antioksidan kapasitelerini degerlendirmek icin ferrik tiyosiyanat metoduna goére
total antioksidan aktivitesi, 2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonik asit) radikal (ABTS++) giderme
aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH*) giderme aktivitesi, N,N-dimetil-p-fenilendian]in
radikal (DMPD-++) giderme aktivitesi, siperoksit anyon radikali (O2 giderme aktivitesi, potasyum ferriksiyéhit
indirgeme metodu ile indirgeme kuvveti, Kuprak metodu ile kuprik iyonlari (Cu2+) indirgeme kapasitesi,
FRAP metoduna goére indirgeme kapasitesi ve ferréz iyonlari (Fe2+) Gelatlama aktivitesi cali Gi Idi .

Ayri ca BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks gibi referans antioksidanlar kullani Idi . Kullani lan fenolik
bileGikler butiin metotlarda kuvvetli antioksidan ve radikal giderme aktivitesi sergilediler.

Ayri cacali Gmani nikinci ki smi nda ise fenolik dogal bileGiklerin insan eritrosit karbonik anhidraz
izoenzimi I ve II (hCA-I ve hCA-II) (izerine in vitro inhibisyon etkileri araGti r Idi . Oncelikle hCA-T ve hCA-
Il izoenzimlerisi rasi yla Sepharose-4B-L-tirozin afinite kolon kromatografisi ile %59,4, %65,9 verimle
194,5 ve 832,4 kat saflaGti 1 Idi . Enzimsafli g ni belirlemek icin, sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit
jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapi Idi ve tek bant goézlendi. Bundan sonra 150 degerlerini bulmak icin,
hidrataz aktivitesi kullani larak fenolik dogal bileGiklerin hCA-I ve hCA-II Gzerine inhibisyon etkileri

araGti rn Idi . Ayri ca fenolik dogal bileGiklerin hCA-I ve hCA-II lizerine inhibisyon etkileri 4-nitrofenil
asetat substrati ile esteraz aktivite metodu kullani larak da araGti i Idi .

Apomorfin, timol ve humik asitin hCA-I i¢in 20,5-457,0 pM ve hCA-Il icin de 61,0-584,0 uM arasi nda Ki
degerlerine sahip olduklari goézlendi. Himik asit hCA-Licin yari Gmal inhibisyon gésterirken, hCA-II
icinyari Gmasi zinhibisyon gosterdi. Diger fenolik bileGikler apomorfin ve timol (hCA-I, IT icin) 4-
nitrofenil asetat substrati ile yari Gmasi zinhibisyon gosterdiler. Cali Gmada kullani lan fenolik dogal
bileGikler klinik olarak kullani lan stufanilamit ve asetazolamide benzer inhibisyon etkisi gdsterdiler. Bu
inhibitorler antioksidan 6zelliklerinden dolayr hCA-I ve hCA-ITicin daha guvenli olarak kullani labilir.

2012, 171 sayfa

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, karbonik anhidraz, fenolik dogal bileGik, hCA-I, hCA-II, enzim
inhibisyonu
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KARBONIK ANHIDRAZ iZOENZIMLERI (hCA-I ve hCA-II)
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Bu ¢cali smada apomorfin, timol ve humik asit gibi bazi fenolik dogal bilesiklerin olasi
antioksidan ve radikal yakalama aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayri ca bu fenolik bilesiklerin
insan eritrosit izoenzimleri I ve II (hCA-I ve hCA-II) Gzerindeki inhibitor etkileri belirlendi.

Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerini degerlendirmek icin ferrik tiyosiyanat yontemiyle
toplam antioksidan aktivite, 2,2 -azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) radikal (ABTS+)
sUpurucu aktivite gibi farkh in vitro yontemler, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal
(DPPH- ) supurme aktivitesi, N,N-dimetil-p-fenilendiamin radikali (DMPD++) sGpirme aktivitesi,
stiperoksit anyon radikali (02 ) siiplirmeiakiingtesie yzaiteraiglechgsotasyomufetidivindirgeme
kapasitesi Cuprac yontemi ile, FRAP yontemi ile indirgeme kapasitesi ve demir iyonlari  (Fe2+)
selatlama faaliyetleri ayri ayri gerceklestirilmistir.

Ayri ca, referans antioksidan bilesikler olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve suda ¢6zinur bir a-Tokoferol
analogu olan troloks kullani Imi sti r. Kullani lan tim yéntemlerde fenolik bilesikler gtcli
antioksidan ve radikal sipurtcu etki gostermistir.

Ayri cabu cali smani nikinci bélimunde, bu fenolik bilesiklerin insan kani ndan ali nan eritrosit karbonik
anhidraz izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II) lizerindeki in vitro inhibisyon etkileri arasti ri Imi st r. ilk olarak,
hCA-I ve hCA-II, her bir izoenzim igin si rasi yla 59.4, %65.9, 194.5 ve 832.4 kat saflasti rma verimiyle
Sepharose-4B-L-tirozin afinite kromatografi kolonu ile saflasti ri Idi . Enzim safli g1 ni n tespiti icin SDS-
PAGE yapi Idi ve tek bant gézlendi. Bu fenolik bilesiklerin I50 de@erlerinin tespiti igin hidrataz testi

kullani larak incelenmistir. hCA-I ve hCA-II'nin bir dizi fenolik bilesik ile inhibisyonu, substrat olarak 4-nitrofenil
asetat ile esteraz testi kullani larak incelenmistir. Bu fenolik bilesikler , hCA T i¢cin 20.5-457.0 pM ve hCA-II'ye
karsi 61.0-584.0 pM arali g1 nda Ki degerleri gostermistir. Humik asit, hCA-I icin kompetitif inhibitdr etki
sergilerken, hCA Il i¢in kompetitif olmayan inhibitor etki sergilemistir. Apomorfin ve timol, hCAIve hCAIl icin
substrat olarak 4-nitrofenilasetat ile rekabetci olmayan inhibitorler olarak bulundu. Bu fenolik bilesikler, klinik
olarak kullani lan siilfonamid ve asetazolamid ile ayni arah kta etkili hCA-I ve hCA II inhibisyonu géstermistir
ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle hCA I ve hCA Il izoenzimleri i¢cin daha guvenli kullani labilirler.

2012, 171 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Karbonik anhidraz, fenolik dogal bilesik, hCA-I, hCA-II,
enzim inhibisyonu
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SGMGELER ve KISALTMALAR DGZGNG

ABTS 2,2"-Azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-stlfonik asit)

ABTS++ 2,2-Azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-sulfonik asit) radikali
VARDI BiitillenmiG hidroksianisol

BHT BiitillenmiG hidroksitoluen

o Karbonik anhidraz enzimi

DMPD N,N-Dimetil-fenilendiamin dihidroklorir

DMPD-+ N,N-Dimetil-fenilendiamin dihidroklortr radikali

DPPH 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

DPPH: 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikalleri

DPPH-H indirgenmis 1,1-difenil 2-pikril hidrazil

E.0. Enzim Unitesi

hCA-I Gnsan karbonik anhidraz I izoenzimi

hCA-II Gnsan karbonik anhidraz II izoenzimi

VARDIR Hidrojen atom transfer

benso Maksimum hi z1 yar ya duGuren inhibitér konsantrasyonu
fle Enzim inhibitdr kompleksinin ayri Gma sabiti

km Maksimum hi zi nyari si naneden olan substrat deriGimi
TUVALET Lipit peroksit radikali

LOOH hidroperoksit dikis

NBT Nitroblue tetrazolyum

ROS Reaktif oksijen turleri

S substrat

GBF Sodyum dodesil stilfat

ATARLAAK Tek elektron transfer

Enzimatik reaksiyon hi zi

TEMED N,N,N',N'-tetrametilendiamin

TCA Triklorasetik asit

Tris trihidroksimetil amino metan

Trolloc 6-Hidroksi-2,5,7,8-tetramethilkroman-2-karboksilik asit
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1. GGRGG

Biyokimya tarihinde en fazla yer kaplayan cali Gmalar enzimler Gzerinde
gercekleGtirilmiGtir (Lehninger 2005). Enzimler canli  hucreler tarafi ndan sentezlenen ve
canli metabolizmasi ndaki kimyasal reaksiyonlari hi zlandi ran, hicbir yan Grtn
oluGumuna meydan vermeyen, %100 Itk bir Griin verimi saglayan biyolojik katalizérlerdir.
Ornek olarak canli  viicudunda karbonik anhidraz enzimi

katalizérliginde bikarbonat iyonu (HCO3 - ) oluGumunun gercekleGmesi verilebilir. OzelleGmiG
bazi  RNA molekullerinin di Gi nda bittin enzimler protein yapr si ndadi r

(Lehninger 1993; Gézukara 1997; Keha ve Kuifrevioglu 2004). Proteinlerin en blyuk ve

en 6zel ki smi ni teGkil ederler. Enzimlerin katalizleme guUgleri, turnover sayi si yla ifade
edilir. Turnover say! si , birim zamanda bir mol enzimin trine dénuGtlirdagua substrati n
molekil sayr si di r. Katalaz 40.000.000 s-1 ile turnover say1 s en yuksek olan enzim iken
CA106s ! jle ikinci en yiiksek turnover sayi si na sahip enzimdir (Fresht 1999; Sayiit

2006; Bulbdl et al. 2006).

Ayni canli tdrinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
olan enzimlere "izoenzim" denir. Gzoenzimlerin substratlari na, kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine
karGi ilgileri farkli di r. Gzoenzimlerin baGli ca 6zellikleri arasi nda amino

asitsayr vesi rasi ni nfarkli olmasi ,izoelektrik noktalari ni nfarkli olmasi , her bir
izoenzimin farkli geninin olmasi ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi

sayl labilir. Gzoenzimler farkli dokularda lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin farkli subselliler
fraksiyonlari nda da yerleGebilirler. Gzoenzimlere érnek olarak bu tez

kapsami ndacali Gi lacak karbonik anhidraz izoenzimleri verilebilir (Devlin 2002).

Enzimler isimlendirilirken genelde ya substrat adi ni n sonuna “-az" eki getirilir veya ilk
buluculari ni nortaya atti klari isimle ani i rlar. Ornegin, fosfataz, treaz, lipaz, tripsin ve
pepsin gibi. Ancak yaygi n olarak kullani lan Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB)

tarafi ndan sistematik bir st ni flandi rmaile verilen isimlerdir. Ayri ca her bir enzim icin

dort rakamli  enzim kod numarasi (E.C.) 6ngdrulmuGtar (Yuregir 1981).
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Substrat denilen kiiglik molekdillere spesifik olarak baglanan enzimler onlari  Urline

dénuGtuararler. Kimyasal reaksiyonun gercekleGmesi icin gerekli olan aktivasyon

enerjisini duGurerek reaksiyonu hi zlandi r rlar ve reaksiyonlara kontrol edilebilen bir hi z kazandi n rlar.
Bu hi z genelde 103 -108 s i arasi ndadi r (Champe and Harvey 1994; Keha

ve Kifrevioglu 2005).

Enzimler katalitik aktiviteleri icin kofaktoér veya koenzim denilen gruplara ihtiyag
duyarlar. Kofaktorler enzime gevGek bagli di r. Ancak bazi lari  kovalent baglani rlar ki bu gruplara
prostetik grup adi  verilir. Ornegin, karbonik anhidraz enziminin yapi si ndaki Zn2+ prostetik gruptur (Smith

et al. 1985; Onat vd 1996; Beydemir and Gulgin 2004).

Enzimler protein yap! si nda olduklari ndan proteinlerin tim &zelliklerini gosterirler.
Makromolekuller olmalari ndan dolay! sellofan ve kolodyum zarlari ndan gecemezler.
Bundan dolayi 1 si ile kolayli kla denattire olurlar. Ayri ca asidik veya bazik ortamlara
karGr da oldukga hassasti rlar. Katalitik aktiviteleri gerekli olan si cakli k genelde 30 ile
500C"dir. Fakat bu si cakh klari n Gzerindekisi cakh klarda denatiirasyona ugrarlar

(Sampiyon ve Harvey 1997).

Enzimli reaksiyonlari n hi zlari na etki eden faktorler:

1. Substrat konsantrasyonu
2. Enzim konsantrasyonu
3.pH

4.S1 cakh k

5. Gyonik yenilendi

6. Kofaktor konsantrasyonu 7.

Gnhibitor ve aktivatér konsantrasyonu

Bu etkenler enzim Uzerine de@iGik oranlarda etki etmektedir (SOyler 2006). Bu yuzden

bir ¢ozeltideki enzim varli g1 , enzimin etki ettigi substrat molekull veya reaksiyon



Machine Translated by Google

sonucu oluGan Uriun ya da enzimatik reaksiyona araci I k eden diger parametreler

Uzerinden tespit edilmektedir.

Enzimlerin aktivitesi Uzerinde etkili olan faktérler arasi nda, substrat konsantrasyonu,
enzim konsantrasyonu, pH, si cakh k, allosterik etkiler, iyonik Giddet, hormonlar,
inhibitdr veya aktivatorlerin varli g1 sayi labilir. Her enzim igin aktivitelerin maksimum
oldugu pH degerleri vardi r. Bu de@erlerin Gzerinde ve alti nda aktivite diGer. Bu pH
derecesine "Optimum pH" denir. Bir enzimin optimum pH"si normal hticre i¢i ortami
pH"si ile ayni dedgildir. Bu durum hicre icindeki enzim aktivitesinin kontroliinde pH

aktivite iliGkisinin 6nemini gostermektedir (Keha ve Kufrevioglu 2004).

Kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim katalizérlugiinde gercekleGen reaksiyonlari n

hi zlari dasi cakh kla degiGmektedir. Tepkime hi zi ni nartmasi ,si cakli kla dogru
oranti I di r.Ancak belli bir si cakl g1 n Uzerinde enzimin U¢ boyutlu yapi si  bozulur, enzim
inhibe olur ve reaksiyon hi z1 nda diGme g6zlenir. Bir enzim i¢in 100C"lik s1 cakh k
dediGiminin meydana getirdigi aktivite farkli I g1 Q10 degeriyle ifade edilir (Keha ve

Kifrevioglu 2004).

Enzimler Gzerinde en ¢ok araGti rma yap! lan bir diger 6nemli 6zellikte enzimlerin
inhibisyonudur. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin bazi

bileGikler tarafi ndan azalti Imasi ve hatta yok edilmesi olayl na enzim inhibisyonu, bu olaya
neden olan bileGiklere de inhibitér adi  verilir. Gnhibitérler genellikle kiiciik

molekul agr rli g1 na sahip bileGikler ya da iyonlardi r. Bircok ilag ve toksik madde, enzimler
Uzerinde inhibitér etkisi yapabilir ve inhibisyona neden olabilir. Gnhibitérler

hem enzim etki mekanizmalari ni n, hem de metabolik yollari n aydi nlati Imasi nda
biyokimyaci lar icin oldukca 6nemlidir (Keha ve Kufrevioglu 2004). Daha 6nce de

belirttigimiz gibi enzimler protein yapi si nda olduklari ndan dolayl protein saflaGti rma

yontemleri enzimlere de uygulanabilir.

Bir enzimin saf bir Gekilde hiicreden veya dokudan saflaGti ri Imasi oldukca zordur. Buna

ragmen bircok enzim saf olarak elde edilmiGtir. 1000"in Gzerinde enzim ki smen
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saflaGti r Imi G ve 200"den fazlasi ise kristal olarak elde edilmiGtir. Globuler proteinlerin

¢ozelti icindeki davrani Glari ndan faydalani larak, saflaGti rma iGlemleri yapi Imaktadi r.

Enzimlerin saflaGti rma yontemlerinden en uygun, guvenilir ve dogru sonug vereni;
spesifik ligandlar esasi na dayani larak proteinlerin ayri Ima yéntemi olan afinite
kromatografisi yontemidir (Keha ve Kufrevioglu 2004). Afinite kromatografisi bir ¢ceGit
adsorbsiyon kromatografisi olup, saflaGti ri Imasi istenen molekiltn, "matriks" adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmiG bir komplementer
baglanma bileGigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandi g1 bir tekniktir (Ciftci ve
Kifrevioglu 2008). Kompleks biyolojik kart  Gi mlardan maddeleri saflaGti rmak, bazi
maddelerin denatlre olmuG Gekillerinden tabi Gekillerini ayri mak ve kirletici buyuk

miktarlardan kuglik miktardaki biyolojik materyalleri ayr rmak amaci yla

kullani Imaktadi r.

>

Matriks Ligand *

L > ()

LLLLLLLRnnnnnnn
[ELANRA RN NN AN AN

i + SAFSIZLIKLAR  (2)

D +® 3)

gekil 1.1'de goruldiugu gibi ligand matrikse baglani r (1), saflaGti n lacak numune kolona

Lo

-
|

gekil 1.1. Afinite kromatografisinin prensibi

adsorbe olup safsi zli klar akar (2), numune elte edilir (3) (Ciftci ve Kufrevioglu 2008).
Karbonik anhidraz enziminin afinite kromatografisi ile saflaGti i Imasi , ilk olarak

Falkbring ve arkadaGlari tarafi ndan 1972yi1 I nda gercekleGtirilmiGtir.
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1.1. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidraz (Karbonat hidroliyaz, CA, E.C.4.2.1.1), biitiin organizmalarda bulunan Zn2+
iyonu iceren bir metaloenzimdir. Glk olarak, si g1 r eritrositlerinde

keGfedilen karbonik anhidraz, canli larda CO2"in hidratasyonunu ve HCO3 -1 n
dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir (Maren 1967; Supuran and Scozzafava

2001; Nar 2011).

COHOH,COHCOH , & [+ *

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO2 transportunu saglamani nyani si ra,
bircok dokularda H+ ve HCO3 - birikiminde de rol oynamaktadi r. Bu dokular

arasi nda boébrek, gastrik mukoza ve g6z lensi say! labilir. Bunlardan baGka daha sonraki

y! llarda enzim, insan eritrositleri, bali k eritrositleri, si ¢an eritrositleri, si ¢an tukrugu,

si g1 rkemidi, st g rlokositleri, histokimyasal metotlarla tukuruk bezleri, kaslar, beyin,

sinir miyelin ki It fi , pankreas, prostat, ceGitli bakteriler ve bitkisel kaynaktan

saflaGti i Imi1 G ve bircok kaynaktan da karakterize edilmiGtir. Enzimin memelilerdeki
molekul kutlesi 30 kDa civari nda oldugu tespit edilmiGtir (Feldstein and Silverman

1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Gulcin 2004; Coban

et al. 2009).

Bali klari nsolungagve salgi organlari ndabazi bdécek ve bakterilerde, kabuklu
hayvanlari n kabuk yapi mi nda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlari nda

bu enzimin degiGik rolleri oldugu ayri ca ispatlanmi Gt r.

1.1.1. Karbonik Anhidrazi ndagi It mi ve fizyolojik 6nemi:

Basta asit-baz dengesi olmak Uzere bircok metabolik olayda rol oynayan CA enzimi
eritrositleri de icine alan pek ¢ok dokuda pH duzenleyici enzim olarak karakterize
edilmiGtir. Doku/organlar ile akciger arasi ndaki CO2/HCO3 -'I n respirasyonu ve

transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO2 homeostazi nda, elektrolit
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sekresyonunda, glukoneogenez, lipogenez ve Ure sentezi gibi biyosentetik
reaksiyonlarda, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, timoér oluGumu ve diger bircok
fizyolojik ve patolojik olayda gérev ali r (Chegwidden et al. 2000; Supuran and
Scozzafava 2000; Gulcin and Beydemir 2012).

CA, bitkilerde cogunlukla kloroplastlarda ve az miktarda da sitozolde bulunur.
Kloroplastlarda bulunan karbonik anhidraz, tilakoit membranlari nda ve stroma
tilakoitlerinde bagll CA olarak, stromasi vi si nda ¢6zlinur halde bulunmaktadi r. Bitki
karbonik anhidraz enzimlerinin fonksiyonlari ni n lokalizasyonu ile yaki ndan alakali di r.
Bu lokalizasyona bagli olarak CA, fotosentez esnasi nda elektron transportuna kati i rve
elektron transport zincirine elektron vericisi olan bikarbonat (HCO3 - ) iyonlart ni saglar

(Patterson ve digerleri 1971; Vaklinova ve digerleri 1982; 1984).

Tilakoit membranlari nda bagl CA, elektron taGi nmasi na kati Ii rken, stroma
tilakoitlerinde bulunan bagli CA, fotosentez si rasi nda CO2 fiksasyonuna kati |1 r.
Sitoplazmik CA ise CO2"yi transfer ederek hlicrede bikarbonat havuzunu devam ettirir.
CA"ni n fotosenteze direk kati Imasi ni n birispati  fotosentez inhibitorleri
Siklohegzimid"in hem fotosentezi hem de CA“1 inhibe etmesidir. Karboksilasyonu
saglayan enzimler Riboloz bifosfat karboksilaz ve Fosfoenol piruvat karboksilaz
enzimleriile CA"ni nyaki niliGkide olmasi Calvin Siklusunun énemli enzimleri olan
ribuloz bifosfat karboksilaz ve oksijenaz enzimleri ile CA arasi nda koordineli bir artma
veya azalma olmasi da 6nemli birer ispatti r (Spencer et al. 1983; Popova and Lazova

1993; Sutlemeyer ve ark. 1993; Majeau ve Coleman 1994).

gimdiye kadar karbonik anhidraz"i n 16 tane farkli izoenzimi bulunmuGtur. Bunlari n beG
sitoplazmik enzimler (CA I, II, III, VII ve XIII), mitokondriyal enzimler (CA VA, VB),

tanesi salgl sal (CA VI), dort tanesi membrana bagl  (CA 1V, IX, XII ve XIV) ve Ug¢

tanesi nonkatalitiktir (CA VIIL, X, XI) (Supuran et al. 2003; 2004; Nar 2011). CA

XV'in ise katalitik aktivitesinin diGuk oldugu ve CA-1V ile benzer 6zelliklere sahip

oldugu belirlenmiGtir. CA VIII, IX ve XII izoenzimlerinin ttm&r oluGumuna neden oldugu

belirlenmiGtir (Nishimoiri 2004; Hilvo et al. 2005; Oztuirk Sarikaya et al. 2011 ).
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Gnsanda CA izoenzimlerinin gen yapi si  belirlenmiG ve bu izoenzimlerin hayati

fonksiyonlari ni n doku ve organlara goére farkli I k goésterdigi bulunmuGtur. Bu dokulari n
¢ogunda CA enzimi karakterize edilmiG ve fonksiyonlari belirlenmeye ¢cali GI Im1 Gt r.

Genelde insanda bulunan CA izoenzimlerinin incelenmesi sonucu izoenzimlerin varli g

tespit edilmiGtir. hCA-I ve hCA-II izoenzimleri, insan eritrosit hicrelerinde bulunan

izoenzimlerdir. hCA-Iinsan kani ndan saflaGti ri Idi g nda, miktari 12 mg/g hemoglobin olarak
hesaplanmi Gti r (Oztiirk Sari kaya et al. 2011). Bu Gzoenzimlerin en énemli fonksiyonlari

doku ki Ical damarlari ndan metabolizma Urtind olan CO2", HCO3 - 'a, akciger pulmoner

kapilerde ise HCO3 - "1 n CO2"e déniGmesi reaksiyonunu katalizleyerek solunum olayi nda yer

almasi di r. hCA-lizoenziminin turnover sayl si 2,5x105s 5 "dir (Nar 2011).

hCA-T izoenzimin fizyolojik 6zelligi hCA-II kadar aci k degildir. hCA-I eksikligi
sendromu belirlenmiG fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamami Gt r (Ren

ve Lindskog 1992; Sly ve Hu 1995; Supuran ve Scozzafava 2001).

Karbonik anhidrazi nen cok cali Gi lan izoenzimi hCA-IIdir. Gnsan eritrosit hiicrelerinden

saflaGti n lan hCA-II izoenzimi miktari 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmi Gti rve bu

deger hCA-I"e oranla daha azdi r. Bu izoenzimin turnover sayl si  250C"de 106 s "1 olarak
bulunmuGtur. G6z lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, hCA-II'ninyani s ra hCA-IV

izoenzimleri de bol miktarda bulunmaktadi r (Supuran 2004). Bu dokuda bulunan hCA

IT izoenziminin 6nemi, glukoma hastali g1 tedavisi icin yapi lan araGti rmalar sonucu

ortaya ¢ kari Imi Gt r (Renzi et al. 2000). hCA-II izoenzimi bobrek korteksinde membrana yapi Gi k
haldedir ve Na+ ile H20"nun geri emilimi saglanmaktadi r. hCA-II izoenzimi ile

ilgili olarak CA-II eksikligi sendromu sonucu kemiklerde kireglenme, bébrek taGi

oluGumu ve beyinde kireclenme meydana gelmektedir. Bu da hCA-II izoenziminin

kemik, bébrek ve beyin dokulari icin ne derece 6énemli oldugunu ortaya koymaktadi r

(Maren ve digerleri 1997).

Gskelet kasi nda CA enzimi olarak hCA-III izoenzimi bulunmuG ve laktik asit-laktat

dengesinde ¢cok 6nemli bir role sahip oldugu yapi lan cali Gmalarla gosterilmiGtir. hCA-III
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izoenzimi doku kapilerine CO2"nin diftizyonunu kolaylaGti r1 ¢ bir gérev yapmaktadi r

(Cabiscol ve Levine 1996).

DUGLUKk aktiviteli bir izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayl si 8x103 s -1 dir. hCA-III
izoenzimi ki rmi z1 kas dokusuna zayr fbagh oldugundan dolay! , blylk oranda
¢6zUnebilir bir proteindir. Ayni  zamanda bu izoenzimden yad dokusunda ytiksek

miktarda bulunmaktadi r. hCA-I ve hCA-II izoenzimleri gibi hCA-III de p-nitrofenil

asetat hidrolizi aktivitesine sahiptir. Diger yandan hCA-III izoenziminin fosfataz

aktivitesi de vardi r (Engberg et al. 1985).

hCA-1V izoenzimi membrana bagl di r. Bébrek membrani na, bazi epitel hicrelerin
membranlari na ve akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma ytizeylerine yerleGmiG olarak
bulunur. Son yi llardayapi lan cali Gmalarda, stlfonamit inhibitérlerinin tre sentezini
azaltti g1 goézlemlenmiGtir. Bu durum mitokondriyal CA enzimi olan hCA-IV “Un,
sitrulin sentezi icin gerekli olan HCO3 - iyonunu, sitrik asit devrinden gelen CO2"den

saglayarak, ure devrinin ilerlemesinde buytik role sahip olmasi yla agi klanmaktadi r.

hCA-V izoenzimi de bazi dokulari n mitokondri matrikslerine yerleGmiG olarak
bulunmaktadi r. Karbamoil fosfat sentetaz-I ve Piruvat karboksilaz enzimlerine si rali
olarak bikarbonat iyonu saglamasi ndan dolay! , tre devri ve glukoneogenez"de rol
oynadi g1 belirlenmiGtir. Bu izoenzim ayri ca lipogenez olayl nda da etkili olmaktadi r

(Hazen et al. 1996). Tukrik bezinde CA enzimi olarak hCA-VI ve hCA-VII

izoenzimleri vardi r.

hCA-VI izoenzimi, tiikriik bezlerinden salgi lanmaktadi r. Gnsan tikrigiinden
saflaGti r Imi Gt r. TUkrdgun pH dengesini hCA-VI izoenziminin sagladi g1 na
inani Imaktadi r. hCA-VII izoenzimi ise, tukrukte bikarbonat salgi lanmasi icin katki da

bulunmaktadi r (Lakkis et al. 1996).
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1.1.2. Karbonik Anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO2 molekulinun hidratasyonu reaksiyonunun yani s ra,
karboksilik, sulfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri ve ayri ca siyanati n

karbamata veya Urenin siyanamite, aldehitin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlari

da bu enzim tarafi ndan katalizlenir.

CA enziminin hidrataz aktivitesidi GI nda, aGagi daki tablodan da géruldugu Uzere
elektrofilik bir merkeze, nukleofilik ataklari iceren, aldehit, pirtvat ve alkil pirGvatlari n
hidratasyonu, pirtvik stlfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlari ni da
katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazi n esteraz aktivitesini ortaya koyan bu
ozelliginden dolayr organizmada fizyolojik bir rolt olup olmadi g1 heniz

bilinmemektedir (Jabusch and Deutsch 1989; Lindskog 1997).

Cizelge 1.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tirleri

(1) 0=C=0+H20 HCO3- +H+

(2) O=C=NH + H20 H2NCOOH

(3) HN=C=NH + H20 H2NCONH2

(4) RCHO+ H20 RCH(OH)2

(5) RCOOAr + H20 RCOOH + ArOH

(6) RSO3Ar + H20  RSO3H + ArOH

(7) ArOPO3 Z +H20 HPO3 < +ArOH

(8) ArF+ H20  HF + ArOH (Ar: 2,4dinitrofenil)

(9) PHCH20COCI +H20  PHCH20H + CO2 + HCI

(10) RSO2CI+H20  RSO3H +HCI (R: Me; Ph)

Karbonik anhidraz CO2 ve H2CO3 veya ortami n pH"si na gére HCO3 - ve CO3 2 iyonlar
arasi nda donuGumlerini katalizlemektedir. Duzlemsel bir molekul olan CO2" in farkl

acl lara sahip piramidal yapi da H2CO3 e kendiliginden donuGumu oldukga yavaGti r.
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ben OH -OH OH -00
pH: 11 pH: 7 pH: 2
Karbondioksit Karbonik asit Bikarbonat Karbonat

gekil 1.2. CO2%in farkli ac¢1 lara sahip piramidal yapi da H2CO3 - e kendiliginden
dondGumu

Karbonik anhidraz, bu ¢ok yavaG gercekleGen dontGum reaksiyonlari ni in vivo ve in
vitro Gartlarda son derece hi zli bir Gekilde katalizlemektedir. hCA-II"nin turnover sayi si

600.000 s-1 olarak belirlenmiGtir.

Hidrofobik alan
(Deger 121, Val 143, Leu 198)

c
H
NN - \JAH
2+ _ /b N,
94°nun/ \Onm 119 94 onun' onun 119
——
—_—
onun 96 onun 96
c B
ozH
+
oH2 inh _ H20 AH -
\ / Ht | B +ihH ‘
2+ —_——
2+ - zn
T
InhH pd -BH
94 onun onun 119 94 onun onun 119 94 onun’ onun 119 -H20 94 0nun onun 119
onun 96 onun 96 onun 96 onun 96
F D A VE

—

gekil 1.3. Karbonik anhidrazi n katalizledigi CO2-hidrataz mekanizmasi
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1.1.3. Karbonik Anhidraz Gnhibitérleri

Gnhibisyon etkilerini ya CA*ni n aktif bélgesindeki Zn2+ iyonuna bagli  su molekdlii ile yer
degiGtirerek veya Zn2+ iyonuna ilave bir ligand bagi yla baglanarak gésteren bu inhibitorler,
mononegatif anyonlar (halojenurler, NCO- ,SCN-, CN gibi), ve bazi noétral
organik bileGikler (stlfonamitler) enzime si ki ca baglanarak doniGumliu inhibisyona

neden olmaktadi rlar. Bunlar daha ¢ok deneysel inhibisyon igin kullani Ii r. Bunlardan en
¢ok kullani lani asetazolamittir. Farmakokinetik 6zelliklerinden dolayr glokom, epilepsi

gibi hastali klari ntedavisinde kullani Imaktadi r (Innocenti et al. 2010).

Silfonamit turevleri (asetazolamit, etokzolamit, metazolamit, klorzolamit gibi) CA"ni n

spesifik ve gti¢li inhibitérleridir (Keha ve Kifrevioglu 2004).

H2N S — NHR—

stlfonamid

Alkoller, organik solventler ve amit bileGikleri gibi diger nétral inhibitorler ise enzime
gevGek baglanarak zayr f bir inhibisyon meydana getirirler. Karbonik anhidraz
inhibitérleri, silfonamitlerin degiGik tirevlerini oluGturan ajanlardi r. (Liang and

Lipscom 1991). Karbonik anhidraz inhibitorleri, sistematik olarak verildiklerinde akut
glokomlart n ki sa sureli tedavisinde fayda saglasalar da, uzun sureli kullani mlarda
genellikle yuksek gérme kaybi riski taGl yan hastalar icin rezerve edilmiGtir. Miyotiklerle

kombine edildiklerinde gayet iyi ilave etki oluGtururlar (Oragli  2001).
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1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.2.1. Serbest radikaller ve etkileri

Oksijen hayati fonksiyonlari n strekliligi icin oldukca 6nemlidir. Oksijen tiketimimizin
%90"' ndan daha fazlasi elektron transport zinciri, geriye kalani ndan ise diger oksijen

gerektiren reaksiyonlar sorumludur.

Elektron transport zinciri yani elektron taGi ma zincirinde molekiiler oksijen NADH ve
FADH2"den elektron alarak suya indigenerek oksitleyici glici oluGturan ATP*nin
yuksek enerijili fosfat bagr na dontGur. Molekuler oksijene ihtiya¢ duyan ceGitli
reaksiyonlar amino asitlerin katabolizmasi , detoksifikasyon gibi 6zel metabolik yollar
icin onemlidirler. Bu reaksiyonlarda oksijeni suya veya hidrojen perokside indirgeyen

enzimler ve oksijenazlar gérev yapmaktadi rlar (Alti ni Gi k 2000).

Serbest radikaller ortaklanmami G elektrona sahip atom, atom grubu veya molekuller
olarak tani mlanmaktadi rlar. Fe3+ Cu2+ Mn2+ ve Mo5+ gibi gegiG metalleri
ortaklanmami G elektronlara sahip olduklari halde serbest radikal degillerdir ancak

serbest radikal oluGumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller katyon, anyon veya

noétral halde bulunabilirler (Gulgin 2012).

Molekuler oksijen, iki tane ortaklanmami G elektrona sahiptir ve radikal olmayan
maddelerle yavaG diger serbest radikallerle hi zli tepkime verirler. Oksidasyon
reaksiyonlari , geciG metalleri iceren enzimlerin bu geciG metallerindeki bir elektronu

molekuler oksijene vermesiyle gercekleGir (Gulgin 2012).

Biradikal olan molekuler oksijenin elektronlari ndan birinin enerji alarak kendi spininin
ters yonunde olan baGka bir orbitale yer degiGtirmesiyle singlet oksijen oluGur. Singlet
oksijenin ortaklanmami G elektronu olmadi @i icin radikal olmayan reaktif oksijen

molekdludur, delta ve sigma olmak Uzere iki Gekli vardi r (Alti ni Gi k 2000).
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o N |-os 4

Delta 02 Sigma 02

gekil 1.4. Radikal olmayan reaktif oksijen molekili

Molekuler oksijen, reaktif oksijen turleri (ROS) oluGturma egilimindedir. ROS huicreye

zarar verir ve antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldi g1 durumlarda hucre
olumlerine sebebiyet verirler. Oksijenin ylikseltgeyici 6zelliginden anaeroplari nyani si ra
aeroplar da zarar gormektedirler. %40"li k oksijen konsantrasyonunda protein agregatlari

birikimi, proteaz aktivitesi arti Gi ve yaGlanmada hi zlanma gérulmuGtuar (Davies 2000).

1.2.2. Reaktif oksijen turleri (ROS)

Reaktif oksijen turleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi si rasi nda az miktarda
oluGan superoksit radikali (O2 - ), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali

(OHe)"dir. Ayri ca peroksi (ROO¢), alkoksi (RO*), hidroperoksi (HOO¢), hipokloréz asit (HOCI),
hipobromoz asit (HOBr), ozon (03), singlet oksijen ( 1Ag 102) de radikal ve

nonradikal olan reaktif oksijen turlerindendir.

02-° v, 2satt H202 H20 + OH
e G G

hidroksil radikali

Superoksit radikali Hidrojen Peroksit

/I F— .« H*

01

02 Molekuler Oksijen

H20

gekil 1.5. Reaktif oksijen turleri oluGumu
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Reaktif oksijen serbest radikal zincir reaksiyonlari ni baGlatabilmekte ve karbon merkezli
organik radikaller (R¢), peroksit radikalleri (ROO¢), alkoksi radikalleri (RO), tiyil
radikalleri (RS¢), sulfenil radikalleri (RSO¢), tiyil peroksit radikalleri (RSO2) gibi

ceGitli serbest radikalleri oluGturmaktadi rlar (Halliwell 1996; Gulgin 2012).

Singlet oksijen hiicre membrani ndaki poliansature yag asitleri ile reaksiyona girerek
lipit peroksitleri oluGturur (Halliwell 1991). Bu radikallerin kaynaklari i¢ kaynaklar ve

di G kaynaklar olmak Uzere iki grupta toplani r (Alhan 2002). Endojen yani i¢ kaynaklar,
elektron transport zinciri, otooksidasyon reaksiyonlari , enzimatik reaksiyonlar ve
fagositik (makrofajlar, notrofil) ve endotelyal hiicrelerde meydana gelen oksidatif
reaksiyonlardi r. D1 G kaynaklar ¢evresel faktorlerle meydana gelebilir. Bunlar, ilaglar,

sigara dumani , radyasyonve UV1 Gi @1 gibi faktorlerdir.

Superoksit radikali (O2 - ) neredeyse tiim aerobik hiicrelerde molekdiler oksijenin (02) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu da meydana gelmektedir ve reaksiyonlar demir ve

baki r metaller tarafi ndan 6nemli derecede hi zlandi ri It r(Temir 2005).

Fe2 02 Fe302  +

+

Ccuozcuzo2 *

Superoksit radikali, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve geciG metalleriiyonlari ni n
indirgeyicisi olmasi sebebiyle hasar kaynagi 6zelligini taGi maktadi r. DuGuk pH"larda

daha reaktiftir ve protonlanarak perhidroksi radikali (HO2¢) oluGturmaktadi r.

2 +
L]
(H_) ORADA
2

Superoksit radikali ile perhidroksi radikali dismutasyon reaksiyonuyla hidrojen

peroksiti meydana getirirler.
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02 SATINAL- ,+ ,

Superoksit radikali hem yiikseltgeyici hem de indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom c ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak

davranarak bir elektron kaybeder ve molekuler oksijene okside olur (Alti ni Gi k 2000).

Sitc(Fe)'0© Sjtcthe ), + .

Superoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan gibi gérev yapar ve bir elektron
alarak hidrojen perokside (H2 02 ) indirgenir. Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest
radikal olan nitrik oksit (NO) ile birleGmesi sonucu bir reaktif oksijen ttra olan
peroksinitrit (ONOO- ) olusur. Peroksinitrit, nitrit (NO2 - ) ve nitrat (NO3 -)

oluGturmak Gzere metabolize edilir. Damar endotellerinde nitrik oksiti notralize etmek

icin surekli olarak superoksit oluGumu gercekleGmektedir (Massie 1993; Payzi n 2000).

Superoksitin ¢evresindeki molekullerden bir elektron almasi  veya molekuler oksijenin
cevresindeki molekdullerden iki elektron almasi  sonucu oluGan peroksitin iki proton (H +)

ile birleGmesiyle hidrojen peroksit (H202) meydana gelmektedir.

OZZi-LH-IO+ s,
0O2e2HH® QNN -

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit stiperoksitin (O2 - ) dismutasyonu ile gercekleGmektedir.
Gki stiperoksit molekiili, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda

iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni oluGtururlar.

2022H HOO.. + .
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Bu reaksiyon sonucu radikal olmayan urtnler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak tani mlani r. Bu reaksiyonlar ya kendiliginden gercekleGir ya da

superoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafi ndan katalizlenir (Alhan 2002).

Kendiliginden oluGan dismutasyon pH 4,8'de en hi zli di r. Enzimatik dismutasyon ise
kendiliginden dismutasyonun nispeten yavaG oldugu notral ya da alkali pH'da daha
belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadi g1 halde ROS kapsami na girer

ve serbest radikal biyokimyasi nda énemli bir rol oynar (Gulgin 2012).

GeciG metalleri, fizyolojik Gartlarda elektron ali G veriGi Geklinde gercekleGen
oksidoreduiksiyon reaksiyonlari nda gorev aldi klari ndan dolayr serbest radikal
reaksiyonlari ni hi zlandi ran etkiye sahiptirler. Demir ve baki r, tiyollerden tiyil sentezini

H202 ve O2 - den OH- sentezini katalizlerler.

Fenton reaksiyonu Fe2+ veya Cu+ gibi geciG metallerinin varli g1 nda gercekleGir.
Superoksit radikalinin varli g1 nda ise Haber-Weiss reaksiyonu meydana gelmektedir. Bu
iki reaksiyon sonucunda ise en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan

hidroksil radikalleri (OH*) olusur (Malo Wilson 2000).

FeH © Fe OH-®H T+ (Fenton Reaksiyonu)
AQ.O+ )y H—+>02 Boon T * (Haber-Weiss Raksiyonu)

2 iceren

Hidrojen peroksit kendisinin oluGtugu yerden uzakta olan fakat Fe
membranlarda hasar oluGturabilir. Bu hasarlari  6nlemek icin hicrelerde 6énemli goéreve
sahip olan antioksidan enzimlerden katalaz ve peroksidaz enzimleri rol oynarlar (Ki i ng

2002).

Hidroksil radikali en gti¢li ROS olmakla birlikte oluGtugu yerde tiyoller ve yag asitleri

gibi ceGitli molekullerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS¢), karbon merkezli



Machine Translated by Google

17

organik radikaller (R¢), organik peroksitler (RCOO¢) gibi yeni radikallerin oluGmasi na

ve sonucta buyuk hasara neden olur (Gulgin 2012).

R-SHOHRSH®O “+ ,
R-CH-ROHR CH-RHO- * + ,

Metabolik olaylar sonucu enzim aktif bélgelerinde ara Urtin olarak oluGan radikaller,
molekuler oksijen ile etkileGip serbest oksijen radikallerinin oluGumuna neden
olabilmektedir. OluGan bu serbest radikaller yapi sal molekullerin oksidatif hasari na

neden olmaktadi rlar (Serafani and Del Rio 2004). Normalde hiicrelerde en buylk

serbest oksijen radikali kaynagr mitokondriyal elektron transport zincirindensi zi nti di r

(Stadtman 2002; Nohl ve digerleri 2003).

Mitokondri i¢ zar1 nda yerleGmiG oksidatif fosforilasyon zinciri bileGenleri buyuk oranda
indirgendigi zaman mitokondriyal stiperoksit radikal Uretimi artar. Endoplazmik

retikulum ve niikleer membranda serbest radikal Uretimi, membrana bagl sitokromlari n
oksidasyonundan kaynaklani r. Birgok enzimin katalitik déngiist si rasi nda da serbest
radikaller ortaya ¢1 kar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdi r. Ksantin oksidaz hasar
g6érmemiG dokularda bir dehidrogenaz olarak vardi r, purinlerinyr ki I myolunda
hipoksantinden ksantin ve ksantinden Urik asit oluGumu basamaklari nda elektron ali ¢ si

olarak molekuler oksijenden (02) daha gok NAD *kullani .

Oksijen yetersizligine bagli olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonu azaldi g1 durumlarda

(iskemi durumlari nda) ADPy1 ki li rve plrin bazi , ksantin oksidazi n bir oksidaz olarak

etkili olmasi yla hipoksantine donuGturilir. Ksantin oksidazi n oksidaz olarak aktivite
go6stermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin urik aside dénuGurken molekuler oksijen
kullani Imakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Gskemi

durumlar nda oksijen seviyesi duGuk oldugundan énemli hasar olmaz (Alti ni Gi k 2000).

Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon si rasi nda normale dénince iskemi yerinde ksantin

oksidaz etkisiyle fazla miktarda H202 ve O2 - oluGur, bunlari n etkisiyle de
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iskemi/reperfizyon hasari denen durum ortaya ¢ kar. Ksantin oksidazi n 6zellikle
intestinal mukoza hicrelerinde gérilen iskemi/reperfiizyon hasari nda énemli faktér

oldugu duGunulmektedir (Chen et al. 2000).

Hayvan hucrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi
bileGiklerin otooksidasyonu superoksit radikalinin bir baGka kaynagi di r. Dihidroorotat
dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksigenaz

gibi enzimler de serbest radikal oluGmasi na neden olurlar.

Peroksizomlar cok 6nemli hiicre ici H202 kaynagi di rlar. Peroksizomlardaki oksidazlar,
superoksit Uretmeden bol miktarda hidrojen peroksit (H202) Uretirler. H202' nin suya
ayri Gmasi ni katalizleyen katalaz (CAT) enziminin aktivitesi ¢ok ytksektir. Bundan

dolayr peroksizomlardan sitozole ne kadar H202 gectigi bilinmemektedir.

Metal iyonlari ni n serbest radikal reaksiyonlari ndaki asi | 6nemi lipit
peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Stperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil
radikali gibi radikaller lipit peroksidasyonunu baGlati rlar. Demir iyonlari lipit
peroksidasyonunda oldukca buytlk bir 5neme sahiptir (Kneepkens 1994; Loeckie 1999).
GeciG metalleri lipit peroksidasyonunda lipit hidroperoksitlerinin (LOOH)

parcalanmalari ni ve lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlari ni katalizlemektedirler.

Heksoz monofosfat yolunda elektron vericisi olarak NADPH kullani i r ve molekdiler
oksijenin (02) stiperoksit radikaline (02 - ) indirgenmesi sonucu NADP * Uretimi artar.
NADP  *nin diger kaynagi  H202 detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon

peroksidaz-glutatyon rediktaz enzim sistemidir.
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fe 2 Fe 3+
SOD \ / _
202 - » H202 > OH2
/\ 2GSH NADP *
2H+ 02 GP GR

fa GSSH NADPH+

2H20+02 2H20 H+

gekil 1.6. Glutatyon peroksidaz-glutatyon redtiktaz enzim sistemi
*(SOD:Superoksit dismutaz, GR: Glutatyon reduktaz, CAT: Katalaz, GP: Glutatyon peroksidaz)

1.2.3. Serbest oksijen radikallerinin etkileri

Serbest radikallerin hiicrelerde lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli
bileGiklere 6nemli etkileri bulunmaktadi r. Superoksit radikali (O2 - ) ve hidroksil radikali
(OH-) sitoplazma, mitokondri, nukleus ve endoplazmik retikulum membranlari nda lipit

peroksidasyonunu baGlati r.

Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi
artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfhidril gruplar ve diger
amino asit kali nti lart okside olarakyr ki Ii r, nikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.

Serbest oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hticre hasari olur.

1.2.3.a. Serbest radikallerin Lipitlere etkileri

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karGi en hassas olan biyomolekdullerdir. Hiicre
membranlari ndaki kolesterol ve yag asitlerinin doymami G baglari , serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon urunleri oluGtururlar. Lipit peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu Geklinde ilerler ve oldukca zararli di r

(jeki1.7).
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Doymami G yag asiti

-

NN

lipid radikali

N—"N NN

H

NN NN
/N

H

‘oo—

Lipit peroksi radikalleri

- H

J
4 )
N SN N AN

ORADA H |

hidroperoksit
Endoperoksit

i

Malondialdehit

gekil 1.7. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu
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Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit
peroksidasyonu" denir. Hicre membranlari nda lipit peroksidasyonuna ugrayan baGl ca
yag asitleri coklu doymami G yag asitleridir. Coklu doymami G yag asitlerindeki cift
baglardan bir hidrojen atomunun ¢1 kar1 Imasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin
bir lipit radikali niteligi kazanmasi yla lipit peroksidasyonu baGlar. Lipit radikallerinin

(L*) molekuler oksijenle (02) etkileGmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO¢)

oluGur. Lipit peroksit radikalleri (LOO+), membran yapi si ndaki diger ¢oklu doymami G
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin oluGumuna yol acarken kendileri de

acl ga ¢ kan hidrojen atomlari ni  alarak lipit peroksitlerine (LOOH) donuGdurler ve

bdylece olay kendi kendini katalizleyerek zincirleme devam eder.

LYo2 —> TuvAer *

LOO«SOL ——> BAK+L °*

o TUVALET ®

Y — \ — X LOOH
VoV YV
Lipit peroksit
Lipit peroksidasyonu sonucu oluGan lipit peroksitlerinin (LOOH)y1 ki I m1 ortamda

bulunan demir ve baki rtuzlarn gibi geciG metalleriiyonlari gercekleGtirir. OluGan peroksi

ve alkoksi radikalleri peroksidasyonu uyari rlar (Kneepkens 1994; Loeckie 1999).

LOOH Fe ?' —» FeOHWRO + °
LOOHFe * —»FeHRO"+
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Lipit peroksitleri (LOOH) y1 ki Idi g1 nda cogu biyolojik yonden aktif olan aldehitler
oluGur. Bu bileGikler ya hticre diizeyinde metabolize olurlar veya oluGtugu andan

itibaren diger hicrelerde hasara yol acacak etkilere neden olurlar.

Uc veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit

(MDA) meydana gelir.

Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonunda peroksit seviyelerinin belirlenmesinde
indikator olarak kullani It r. Genel olarak kanda ve idrarda ortaya ¢I kar. Bu nedenle
varli g 6nem arz eder. Lipit peroksidasyonu membran yap! si na hasar verdiginden ve
Urettigi reaktif aldehitlerle cok zararli  bir zincir reaksiyonu oldugundan dolayr doku

hasari na ve bircok hastali §a sebep olmaktadi r.

1.2.3.b. Serbest radikallerin Proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karGi yag asitleri kadar hassas degillerdir ancak serbest

radikal hasari ndan etkilenme derecesi amino asit dizimlerine bagl di r. Triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest

radikallerden kolayl kla etkilenirler. Bu etki sonucunda &zellikle stlfur radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller oluGur. Prolin ve lizin ROS ureten reaksiyonlara

maruz kaldi klari nda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem iceren

proteinleri de serbest radikallerden énemli oranda zarar gérirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O2 .- veya H202 reaksiyonu methemoglobin oluGumuna neden olur

(Altt ni G k 2000).
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Serbest radikaller proteinlerin peptit baglari ni kopari p htcrelerdeki proteinlerin
yi ki mi naneden olurlar. Protein yapi si ndaki enzimlerin fonksiyonlari ni bozabilirler.
Hucredeki iyon transportundan sorumlu enzimin fonksiyonel 6zelliginin bozulup hicre

iyon dengesinin kaybedilmesi érnek olarak gosterilebilir (Loeckie 1999).

1.2.3.c. Serbest radikallerin Nukleik Asitler ve DNA'ya etkileri

Serbest radikaller radyasyon sonucunda DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve
dlime yol acarlar. Hidroksil radikali (OH*) deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve yap! sal degiGikliklere yol acar. Ayr1 ca PUrin ve pirimidin bazlari na da etki
ederek modifikasyonlara neden olur bdylece protein sentezinde inhibisyona yol acarlar
(Dizdaroglu 1991). Fagositik nétrofillerden kaynaklanan H202 ise membrandan kolayca

gecerek DNA hasari na sebep olur.

1.2.3.d. Serbest radikallerin Karbohidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlara etkisiyle ¢eGitli Grunler meydana gelir ve bunlar,

ceGitli patolojik sureclerde 6nemli rol oynarlar. Diyabet, koroner kalp hastali klari ,
hipertansiyon, romatizma, Behcet hastali §i , deri ve g6z hastali klari , kanser gibi birgok
hastali kta veyaGli I kta serbest radikal Gretiminin artti g1 , antioksidan savunma

mekanizmalari ni n yetersiz oldugu gosterilmiGtir (Altt ni Gi k 2000).

1.2.4. Antioksidan savunma sistemleri-Antioksidanlar

Metabolizmada ROS oluGumunu ve buna bagli  hasarlari  6nlemek igin bircok savunma
mekanizmasi vardi r. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri" olarak
bilinirler. Antioksidanlar lipit, protein, DNA gibi yUkseltgenebilen bir substrata gére
duGuk konsantrasyonlarda bulundugunda o substrati n yukseltgenmesini geciktirebilen

veya engelleyen maddelerdir (Apak et al. 2006).



Machine Translated by Google

24

Antioksidanlar dort ayri  Gekilde etki ederler:

1. Toplayr a etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari  tutma veya daha az

reaktif bir molekule cevirirler. Antioksidan enzimler bu tip etki gosterirler.

2.Basti n c etki: ROS ile etkileGip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma

veya inaktif Gekle dénuGtuardrler. Vitaminler, flavanoitler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Zincirki n ca etki: ROS' u baglayarak zincirlerini ki i p fonksiyonlari ni engelleyici etki
gOsterirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir ki r1 c etki gosterirler.

4.0nar c etki: Serbest radikallerin oluGturduklari hasari nonari Imasi onari c etkidir.

Antioksidanlar, endojen kaynakl veya ekzojen kaynakli olabilirler:

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak Gzere ikisi ni faayri I rlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar: Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), Glutatyon s-transferaz (GST), Katalaz (CAT), mitokondriyal sitokrom

oksidaz sistemi ve hidroperoksidazlar say labilir.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar: melatonin, serotonin, seruloplazmin, adrenalin,
epinefrin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein,

metiyonin, Urat, laktoferrin ve albimin sayi labilir (Gulgin et al. 2002; 2003b).

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaclar ve g1 da antioksidanlari olmak tzere

st ni flandi i labilirler.

a. Vitamin eksojen antioksidanlar Gunlardi r:

1. a-Tokoferol (E Vitamini).
2. B-Karoten (A Vitamini provitamini).
3. Askorbik asit (C Vitamini).

4. Folik asit (B10 veya B11 Vitamini).
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b. Glag olarak kullani lan eksojen antioksidanlar Gunlardi r:

1. Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten)

2. NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, difenilin iyodonyum).

3. Rekombinant suiperoksit dismutaz.

4. Trolox (E Vitamini analogu).

5. Endojen antioksidan aktiviteyi arti ranlar (GSH-Px aktivitesini arti ran ebselen ve
asetilsistein).

6. Nonenzimatik serbest radikal gidericiler (mannitol, albtmin).

7. Demir redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin).

8. Sitokinler (TNF ve IL-1).

9. Barbituratlar.

10. Demir Gelatorleri.

c. G dalardaki ekzojen antioksidanlar Gunlardi r:

1. Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
2. Butillenmis hidroksianisol (BHA)
3. Sodyum Benzoat

4. Etoksikin

5. Propilgalat

Tokoferoller, fenolik bir hidrojeni, peroksitlenmiG doymami G bir yag asidinin peroksi
serbest radikaline aktararak antioksidan etki yaparlar. E Vitamini terimi bir grup
tokoferol ve tokotrienoller icin kullani Imaktadi r. Bu grup icine giren tokoferoller (a, B,

y ve 8) ve dort tokotrienol (a, B,y ve 8) antioksidan aktiviteye sahiptir.

a-tokoferol lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu sonlandi rabilir. E Vitamini

sUperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger



Machine Translated by Google

26

radikalleri indirger. E Vitamini zincir ki ¢ antioksidan olarak bilinir (Flohe and Traber

1999).

SOHHI zSebHI z :
Hi ZBELHBI z +

E Vitamini okside olduktan sonra ve parcalanmadan 6nce askorbik asit ve glutatyon

tarafi ndan yeniden indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile E Vitamini, serbest
radikallere karGi birbirlerini tamamlay1 ¢ etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz oluGmuG
peroksitleri ortadan kaldi ri rken E Vitamini peroksitlerin sentezini engeller. Serbest
radikallerin kanserin baGlamasi ndarol aldi g1 ve E Vitamini ile diger antioksidanlari n
antikanserojen etki gostererek kanserin yayr Imasi ni ve timorin buylimesini 6nledigi

kaydedilmiGtir (Gulgin 2012).
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Tokof eroller Tokotrienoller
o {WV\( } oo { A VA VE VA VAN }
R4 R5 R7 R8 R4 R5 R7 R8
o-Tokof erol H CH3  cH3 CH3 H CH3  (CH3 CH3
B-Tokof erol H CH3 H CH3 H CH3 H CH3
y-Tokof erol H H CH3  CH3 H H CH3  CH3
8-Tokof erol H H H CH3 H H H CH3

gekil 1.8. Tokoferol ve tokotrienollerin si ni flandi i Imasi (Gulgin 2012).

Karotenoitler havug, domates, greyfurt, portakal, 1 spanak gibi sebze ve meyvelerin

ki rmi z1 ,turuncu, sari ve yeGil renklerinden sorumludur (Frel 1994). A Vitamininin 6n
maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni basti rabildigi, stiperoksit radikalini

temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileGerek antioksidan gérev

gordugu saptanmi Gti r (Canfield and Valenzuela 1993).

Melatonin serbest hidroksil radikali ile reaksiyona girdikten sonra oluGan Grin
ortamdaki stiperoksit radikalini (O2 - ) tutar. Melatonin en zararli serbest radikal olan
hidroksil serbest radikalini (OH*) ortadan kaldi ran ¢ok gugla bir antioksidandi r,
gunumuze kadar bilinen antioksidanlari n en gug¢lusu olarak kabul edilmektedir (Gulgin
et al. 2002). Serbest oksijen radikalleri oluGturmak suretiyle kansere sebep olan safrolln

DNA Uzerine hasar oluGturucu etkisinin, melatonin tarafi ndan cok etkili Gekilde inhibe
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edildigi gosterilmiGtir. Melatonin kanserin ilerleme ve geliGme safhalari ni  geciktirir

(Gulgin 2008).

Glutatyon (GSH) cok 6nemli bir antioksidandi r, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara karGi  korur. Yabanca  bileGiklerin
detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. Glutatyon
(GSH) eritrositleri, I6kositleri ve goz lensini oksidatif strese karGi  korumada hayati

6neme sahiptir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine d6nuGumunun
engellenmesinde rol ali r. Ayri ca proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplari ni redukte halde
tutar ve bu gruplari oksidasyona karGi korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve

enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Alti ni Gi k 2000).

Normal plazma konsantrasyonunda Urat, hidroksil, siperoksit, peroksit radikalleri ve
singlet oksijeni temizler. Fakat lipit radikalleri Gzerine etkisi yoktur. Ayri ca vitamin C

oksidasyonunu engelleyici etkisi vardi r (Mavi 2005).

Dogal antioksidanlardan tahi | ve baklagillerde, meyvelerde, Gifali bitkilerde (Foo and
Porter 1981; Namiki 1990) bulunan antioksidanlar; tokoferoller, flavonoitler, fenolik
asitler gibi fenolik bileGikler, alkaloit, klorofil, protein, amin gibi azotlu bileGikler,
polifonksiyonlu organik asitler ve karotenlerdir (Endo et al. 1985; Larson 1988; Hudson

1990; Aruoma ve Cuppett, 1997).

Sentetik antioksidanlari n kanserojen ve toksik oldugu hakki ndaki bazi Gupheler, dogal
antioksidanlara olan egilimi artti rmi G ve bu alandaki ¢cali Gmalar ise bitki kaynakh
antioksidanlar Gzerinde yogunlaGmi Gti r. Dogal kaynakh E ve Cvitamini uzunyi llardi r
besinlerde ayri ayri veya sinerjist etkiden dolayr birlikte antioksidan olarak

kullani Imaktadi r. Ancak tokoferol ve askorbik asitin antioksidan aktivitesi nispeten

sentetik antioksidanlardan daha duGuktur (Nishina 1991; Gulgin 2002; 2012).

Sonyi llarda kardiyovaskuler ve nérodejeneratif hastali klar, yaGlanma ve kanser geliGimi

Uzerinde serbest oksijen radikallerinin bilinen etkilerinden dolayr g1 da ve diyetle ali nan
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antioksidanlar icin aktivite cali Gmalari nailgi gtin gectikce artmaktadi r (Garcia-Parrilla
2008; Gulgin 2012). Bu amacla, g1 da maddelerinin total antioksidan kapasitesini
belirlemeye yonelik farkli prosedurler geliGtirilmiGtir (Pellegrini et al. 2003; Pérez
Jiménez and Saura-Calixto 2005). Antioksidan metotlar i¢cin glvenilir yontemlere

ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Prior et al. 2005; Magalhaes et al. 2008). Bir bileGigin
antioksidan aktivitesini belirlemek icin standartlaGti ri Imi G bir yéntem belirtilen ideal
gereksinimleri karGi lamali di r: (1) potansiyel uygulamalar icin mevcut kimyasallari n
olmasi ; (2) biyolojik iliGkili bir radikal kaynagr ndan yararlani Imasi ; (3) numune; (4)
tani mlanmi G bir bitiG noktasi ve kimyasal bir etki mekanizmasi olan bir yontem
kullani Imasi ; (5) kimyasal ve materyallerin kolayli kla bulunmasi ; (6) cali Gmasi rasi nda
ve gun icinde tekrarlanabilir 6zellikte olmasi ; (7) hem hidrofilik ve lipofilik

antioksidanlar hem de farkli radikal kaynaklari icin uyarlanabilir olmasi ; (8) analizlerin

rutin kalite kontrol metotlari i¢in uyarlanabilir olmasi (Prior et al. 2005; Gulcin 2012).

Antioksidan kapasite tayini icin kullani lacak ideal ydntem, ROS ve RNS (Reaktif

nitrojen turleri) 'nin in vivo etkileri de g6z 6niinde bulunduruldugunda, benzer reaksiyon
koGullari icinde bulunan maddelere etkilerini de degerlendirmesi gerekir. Ancak sadece
ROS ve RNS' nin etkilerini belirlemeye yonelik olabileceginden diger faktorler
degerlendirilmeyebilir (Magalhdes et al. 2009). Bu nedenle dogru metotlari n
uygulanmasi 6nem arz etmektedir. Antioksidanlari n ¢ok ¢eGitli oluGu bunlari n sebze
meyve matrikslerinden ayri Imalari ni  ve bireysel kantitatif tayinlerini gugleGtirir. Ayri ca
antioksidanlari n eGgudim icinde davranmalari da s6z konusudur. Toplam antioksidan
kapasitesini dogrudan bitkisel ekstraktlarda ve biyolojik si vi larda 6lcebilecek gtivenilir
metotlara ihtiya¢ duyulmaktadi r (Apak et al. 2007). Reaksiyon tlrlerine gére metotlar,
hidrojen atomu transferi (HAT)'ne dayanan yontemler ve single elektron transferi (SET)

temelli yontemler olarak ele ali nmaktadi r (Gulgin 2012).

SET-temelli yéntemler, potansiyel bir antioksidani n, metal, karbonil ve radikal gibi
herhangi bir bileGigi veya grubu indirgemek icin onlara bir elektron transferini esas ali r
(Huang et al. 2005). SET-temelli yontemler, indirgendiginde renkliligi veya1 Gi ma

Ozelligi degiGen yukseltgenlerin indirgenmesi sonucu antioksidan kapasitesini 6lcer. Bu
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olay bir absorbans/floresans arti GiI veya azali Gi Geklinde olabilir. Renk dediGiminin
derecesi, baGlang! ¢ 6rnegindeki antioksidan konsantrasyonu ile iliGkilidir (Wright et al.

2001).

HAT-temelli yéntemler bir antioksidani n, hidrojen verme yoluyla serbest radikalleri
gidermedeki mikemmel yetenegini ortaya koymaktadi r. HAT reaksiyonlari , ¢6zlcl ve

pH' dan bagi msi zve oldukca hi zli di r. Genellikle birkac dakika icinde tamamlanabilir.
Metal iceren indirgen maddelerin varli g1 , HAT yonteminde kari Gi kli daveyanl Gl kla
yuksek bir reaktiviteye yol acabilir (Prior et al. 2005). Bu tur yéntemlerde metal

iyonlari gibi indirgeyici ajanlari n bulunmasi yuksek reaktif kaynaklari oldugundan
dolayr 6nerilmemektedir (Prior et al. 2005; Miguel 2010). HAT esash yontemlerde,

antioksidanlari n hidrojen verme yoluyla serbest radikalleri gidermeleri mimkuindur.

AH+X. A +XH

Bu yontemlerin nispi reaktivitesi, bag ayri Gma enerjisi ( -10 kcal/mol) ve iyonizasyon
potansiyeli (<-36 kcal/mol) arali g1 ile bileGikler icin karakteristik olan antioksidanlari n
H-verici gruplari ni n bag ayri Gma enerjisi ile belirlenir. HAT esasli metotlar aGagi daki

verilmiGtir (Huang et al. 2005; Gulgin 2012):

1. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

2. Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

3. DUGUk yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun inhibisyonu
4. Total oksiradikal giderme kapasitesi tayini (TOSCA)

5. Krosin veya B-karoten agartma yéntemleri

6. Kemiliminesans yéntemi
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gekil 1.9. KatekollUn peroksil radikalleriyle reaksiyon mekanizmasi (HAT ve SET esasi na gore)
(Gulgin 2012).

AH+X.  AH++X
AH++H20 A.+H30

+
X-+H30 "~ XH+H20

AH + M3+ AH++ M2+

SET esasli  yontemlerdeki goreceli aktiviteler dncelikle bir molekulden hidrojen
iyonlari ni nayrit Gti r1 Imasi ni (Lemanska et al. 2001) ve reaktif fonksiyonel grubun
iyonizasyon potansiyelini esas almaktadi r (Wright et al. 2001). Genel olarak pH artti kc¢a

iyonizasyon potansiyeli azali r. Bu nedenle SET reaksiyonlari pH'dan bagr msi zdi r.
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Redoks potansiyeli ve SET reaksiyonlari arasi nda bir iliGki 6nerilmiG fakat tutarh  bir
Gekilde gosterilememiGtir (Ou et al. 2005). SET reaksiyonlari genellikle yavaGti rve
tamamlanmasi icin uzun bir zaman gerekir. Boylece antioksidan kapasite hesaplamalari
kinetiktense, Urin icindeki yizde azalma miktari na gére degerlendirilir. AH+ 'nin yeterli
bir 6mri oldugunda, ikincil reaksiyonlar analizlerde énemli bir engel oluGturur ve hatta

in vivo olarak toksisiteye sebep olabilir (Sartor et al. 1999).

SET yéntemleri plazma redoks tonunun korunmasi nda énemli olan Urik asit ve askorbik asit
icin cok duyarli di r ve indirgenmiG polifenoller de tespit edilir. Onemli olarak, iz

bileGenler ve metal gibi kirleticiler SET yontemleri ile engellenebilmektedir (Wright et

al. 2001; Lemanska et al. 2001; Prior, Wu and Schaich 2005). Sonuclardaki yuksek

degiGkenlik, duUGuUk tekrarlanabilirlik ve tutarh Ii kicin de ¢eGitli hesaplamalar yapi labilir
(Ou et al. 2005). Elektron transferine dayanan reaksiyonlar genellikle yavaGti rve

kinetik aci dan degil de Urun ytzdesindeki azalmaya gére esas ali nmi Gt r (Prior et al.

2005). SET esasli metotlar Goyle si ralanabilir:

1. Folin-Ciocalteu reaktifi ydntemi ile total fenolik tayini

2. Troloks ekivaleni antioksidan kapasitesi (TEAC)

3. Ferrik iyonlari indirgeyici antioksidan aktivite tayini (FRAP)

4. Total antioksidan kapasite tayini (oksidan olarak Cu2+ kullanarak)

5. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH. ) giderme tayini 6. 2,2-

Azinobis 3-etilbenzitiazolin-6-stlfonik asit radikali (ABTS.+) giderme tayini 7. N,N-dimetil-
p-fenilendiamin radikali (DMPD.+) giderme tayini 8. Baki riyonlari ni (Cu2+)indirgeme

aktivitesi tayini (CUPRAC)

ABTS metodunun hem HAT, hem de SET esasli yontemlerde kullani labildigi

belirtilmiGtir (Prior et al. 2005).

Antioksidanlari n, biyolojik sistemlerdeki veya g1 da bileGenlerindeki buyutk

makromolekdlleri etkileyip hasara sebep olan ¢eGitli ROS'lar1  gidermek ve antioksidan
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kapasitelerini belirlemek amaci yla baGka metotlar da kullani Imaktadi r (Huang et al.

2005; MacDonald-Wicks ve ark. 2006; miguel 2010):

1. Superoksit anyon radikali (O2 .- ) giderme tayini
2. Hidrojen peroksit (H202) giderme tayini

3. Hidroksil radikali (HO. ) giderme tayini

4. Singlet oksijen (102) giderme tayini

5. Peroksinitrit (ONOO- ) giderme tayini

1.2.5. Fenolik bileGikler

Fenolik bileGikler butiin bitki metabolizmalari nda fenilpropanoit biyosentetik yolu
izlenerek dogal olarak oluGan, bitki, meyve ve ciceklere renk veren, cevresel stres
faktorlerine karGi  bitkilerde koruma saglayan sekonder metabolitlerdir (Kahkoénen et al.
1999; Hua et al. 1999; Erguin vd 2002; Cemeroglu 2004; Saldamh 2007; Fidan vd 2007;
Nizamli oglu ve Nas 2010). Bir veya daha fazla aromatik benzen halkasi na hidroksil
grubu veya gruplari ni nbaglanmasi yla oluGur (Tumer 2006). Fenolik bileGiklere
beslenme fizyolojisi a¢i si ndan olumlu etkiler gésterdiginden “biyoflavonoit” de
denilmektedir. Ayri ca bazi kaynaklarda ise P vitamini olarak da adlandi 1 Imaktadi r

(Cemeroglu 2004; Saldamhli  2007).

Fenolik bileGikler fenolik asitler ve flavonoitler olmak Gzere iki grupta incelenir.
Flavonoitler guiclu polifenolik antioksidanlardi r (Cemeroglu 2004). Flavonoitlerin
serbest radikal tutucu ve metal baglayr ¢ aktiviteleri ile gucli antioksidan 6zelliklerinin
oldugu yapi lan cali Gmalarla belirlenmiGtir (Saija 1995; Saije et al. 1998; Gul¢in and
Dastan 2007).

Flavonoitler ksantin oksidaz, lipoksigenaz ve siklooksigenaz gibi enzimleri inhibe
ederek, metal iyonlar ile Gelat oluGturarak, diger antioksidanlarla etkileGime girerek ve

sUperoksit anyonlari , lipit peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest
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radikalleri gidererek gulclu antioksidan etki géstermektedirler (Shi et al. 2001;

Disilvestro 2004).

Flavonoitlerin yapi si ndaki OH gruplari , oldukga reaktif oldugundan kolayli kla
glikozitlenir (Bilaloglu ve Harmandar 1999). 3'-4' dihidroksi konfigtirasyonu ile
antioksidan aktiviteye sahip olan flavonoitler, 5' pozisyonda OH grubunun

bulunmasi yla daha yiksek bir antioksidan 6zelligi taGi maktadi r (Rice et al. 1996).

_

gekil 1.10. Flavonoitlerin genel yapi si

Son zamanlardaki cali Gmalarda, bitkilerdeki polifenolik bileGiklerin antioksidan
Ozelliginin, C ve E vitaminine gore daha fazla oldugu bulunmuGtur (Rene et al. 2001).
Ayri ca diGUk dansiteli lipoproteinler ve trombositler tzerine de fenolik bileGiklerin
etkileri belirlenmiGtir. Béylece kalp-damar hastali klari nda temel risk faktérlerini

oldukga azaltmaktadi rlar (Poyrazoglu et al. 2002).

Fenolik bileGiklerin biyosentezi olduk¢a karmaGi kti r. Fosfenol piruvik asit, klorogenik
asitvasi tasi ile D-eritroz fosfat ile birleGerek pentoz fosfat yoluyla 5-dehidrokuinik asidi
oluGturmaktadi r. 5-dehidrokuinik asit, 5-dehidroGikimik asite déntGurken protokateGuik
asit ve gallik asit meydana gelmektedir. 5-DehidroGikimik asit, Gikimik asite dénuGurken
antranilik asit ve katekol sentezlenmektedir. gikimik asit, prefenik asit Gekline

doénuGurken p-hidroksifenil piruvik asit veya fenilpiruvik asit oluGmaktadi r. Tirozin, p
kumarik Granlerini verirken, fenilalanin sinamik asit Grtnlerini verir. Sinamik asit ard

arda gelen, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit Gekline donuGur.
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Kumarik asitten, umbelliferon; ferulik asitten skopoletin meydana gelir. Ote yandan
Asetil Co-A, malonil Co-A"ya dénuGurken sinamik asit ilave edilmesiyle beraber ceGitli

flavonoitler ve izokumarinler meydana gelmektedir (Harborne 1964).

Karbonhidrat

‘ iruvat 'S-Dehidrokuinik asit '

Asetil CoA

gallik asit

katekol — |Antranilik asit I

ProtokateGuik asit

prefenik asit

I Malonil CoA i

p-Hidroksifenil purivik asit
Fenilpurivik asit

fenilalanin

tirozin

kumarinler

Kumarinik asit

flavonoidler

isokumar

gekil 1.11. Fenoliklerin biyosentezi (Sari kaya 2009).

Fenolik bileGikler rezonans kararli Ii klari ndan dolayr antioksidan aktivite gosterirler.

Fenolik bileGiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri giderme (Rice-Evans et al.
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1995; Pekkarinan et al. 1999), metal iyonlari baglama (metal Gelatlama) ve singlet
oksijen oluGumunu engelleme veya azaltma (Rice-Evans et al. 1995) gibi 6zelliklere
sahiptirler. Bu 6zellikler fenol radikalinin rezonans kararli I §1 ndan kaynaklanmaktadi r

(Gekil 1.12).

gekil 1.12. Fenol radikalinin rezonans yapi lari

Serbest radikaller, singlet ve triplet oksijenin nétralize edilmesinde veya peroksidazlari n
dekompozisyonunda oldukca énemli rol oynamaktadi rlar. Fenolik bileGikler ve onlari n

bazi turleri otooksidasyonun énlenmesinde cok etkilidirler (Javanmardi et al. 2003).

Siyah ve yeGil cay, brokoli, cilek, elma, domates lahana gibi meyve ve sebzeler

antioksidan etki gosteren flavonoitlerce zengindirler (Ren and Lien 1997; Weber et al.
1997). Bu a¢l dan diyette koruyucu etki saglamaktadi rlar ve g1 dalarda bulunabilirligi ve
ali nmasi gereken duzeylerinin bilinmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir (Shahidi et al.

1992).
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Yapi lan bircok araGti rmada fenoliklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antirombotik gibi bir cok biyolojik aktiviteye
sahip oldugu bulunmuGtur (Macdougall 2002; Aras 2006). Antioksidan olarak fenolik
bileGikler kanser, kalp hastali klari , katarakt, g6z hastali klari ve Alzheimer gibi
hastali klart engelledigi bildirilmiGtir (MacDougall 2002; Pehlivan ve Glerytz 2004;
Karadeniz 2006; BakkalbaGi 2009;).

Fenolik bileGikler dUGUk konsantrasyonlarda enerji Uretiminde yer alan enzim
aktivitelerini de etkilemektedir. Yiksek konsantrasyonlarda ise proteinlerle kompleks
oluGturarak, proteinleri ¢coktirmektedirler Juven and Itenis 1972; Denyer and Stewart
1998). Bu nedenle meyve suyu endustrisinde meyve sulart ni n durultulmasi iGlemi

esnasl nda kullani Imaktadi r (MEGEP 2006).

Fenolik bileGikler gubre, boya, tekstil ve plastik gibi pek cok materyalin Uretiminde de
kullani Imaktadi r (Wang et al. 2002). Ayri ca biyolojik 6zelliklerinden dolayr kozmetik

ve farmakolojide de kullani mlari oldukca yaygi ndi r (Moure et al. 2001).

Bir ekstrenin toplam fenolik icerigi ekstrenin antioksidan aktivitesi ile paralellik
gOstermektedir. Bu nedenle ¢odu bitki ekstresinin antioksidan aktivitesi ekstrede

bulunan fenolik maddeleri icerdiginden kaynaklani r (Schwarz et al. 2001).

1.2.5.a. Himik Asit

Humik asit, ayrt Gmi G organik maddede, peat, kdmur yataklari ve toprakta bulunan,
Ozellikle demir gibi metal katyonlarla Gelat oluGturma 6zelliginde olan polimerik fenolik
bileGikler iceren kompleks makro organik molekullerdir (Nicolas and Melanis 1968).
Humik asitler, kolloidal boyutlarda ¢6kelek oluGturan organik polielektrolitlerdir

(Gezici 2004).
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gekil 1.13. Himik asidin a¢i kyapi si

Kémur oksitlendigi zaman bazik ortamda daha fazla ekstrakte edilebilir duruma
gelmektedir. Genellikle bazik ortamda ¢6ztinen kesime himik asit, ¢dzinmeyen

ki si mlaraise himin ismi verilir (Topkafa 2006).

HUmik asit, himik maddelerin suda yuksek pH 'da ¢6ztnen, fakat duGuk pH
degerlerinde (pH<2.0) ¢c6ziinmeyen fraksiyonudur. Elde edildigi kaynaga gore molekil

agi rli g birkag yiz bin Daltona kadar olabilir.

Hamik asit bitki ve hayvan kali nti lari ni nayrn Gmasi yla meydana gelen; proteinler,
polisakkaritler ve polintkloititler gibi bileGiklere doniiGmeyen polikondanse

molekdllerdir (Gezici 2004).

Kok geliGimi ve bitkilerin absorbe ettigi besin elementleri metabolizmalari ni  etkilemesi
ile bitkilere dogrudan etki etmektedir. Yapi lan araGti rmalarda himik asitin bitki
geliGimini arti rdi g1 , bitkilerdeki aliminyum zehirlenmesini engelledigi belirlenmiGtir

(Tan ve Bringer 1986).

Ayri ca himik maddelerin diuGuk molekuler agr rli kli bileGenlerinin bitkiler tarafi ndan

ali nabildigi, bu bileGenlerin hiicre zar1  gecirgenligini arti rdi g1 ve hormon benzeri
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aktivite gosterebildigi de ortaya konulmuGtur (Chen and Aviad 1990). Himik maddeler
yap! lari nda, aromatik yapi ya bagl karboksil, fenolik hidroksil ve alkil gruplari ihtiva
eden, birbirlerine alifatik, alisiklik ve eterik baglarla baglanmi G ¢ok say1 da hidrofilik

grup icermektedirler (Dizman 2008).

gelat halkalari iceren kompleksleri, Gelat halkasi icermeyen komplekslere gére daha

dayani kh di r(Gundlz 1998). Himik maddeler, Gelatlama ile indirgenmiG katyonlari

kararli hale getirebilir. gelatlaGma kapasiteleri oldukg¢a ytiksek oldugundan, metal

kirliliklerin 6nlenmesinde kullani labilmektedirler (Tan 1994). Himik asitler sadece

tari m alani nda degil ¢evre teknolojileri ve kimya teknolojilerinde de kullani Imaktadi r.

Ayri cainsansagl g1 Uzerineyap! lancali Gmalarda AIDS baGta olmak lGzere asti m,
bronGit, grip, mide rahatsi zli klari , bébrek taGi oluGumunu engelleme, hemoroit, deri
kanseri, kan koagulanti , kansi zli k, aGr rn uyku, iGtahsi zli k gibi problemlerin ¢6zimunde

onemli bir yer tutmaktadi r (Dizman 2008).

1.2.5.b. Timol

H3

AH

gekil 1.14. 5-Metil-2-izopropilfenol (timol)'in agi kyapi si

Timol (5-Methyl-2-isopropylphenol) monoterpenler grubu bileGikler arasi nda

st ni flandi i lan bitkisel bir fenolik bileGiktir (Balladin and Headley 1999). Kekik adi yla
bilinen Origanum ve Timus turleri ¢eGitli amaclarla kullani Imaktadi r. Timus ve
Origanum turlerinin icerdigi baGli ca esansiyal yaglar; timol, karvakrol, borneol, cymol,
cimen, tanen ve flavonlardi r. Baharat olarak kullani Ii r ve sindirimi kolaylaGti ri rlar

(Arkan 2008).
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Kekik bitkisinin yaprak ve ciceklerinden su buhari distilasyonu yontemi ile %2-8
orani ndayaki c , lezzetli, aromatik kokulu ucucu yag elde edilir. Bu ugucu yagda

monoterpen fenollerden karvakrol ve timol bulunmaktadi r (Shadidi and Naczk 1995).

Timol"un antifungal, antimikrobiyal, antioksidan ve antiseptik 6zellikleri oldugu
belirlenmiGtir. Timolun fenolik grubunun lokalizasyonu antioksidan aktivitesini

artt rmi Gti r (Yenislieva et al. 1999). Timol anti inflamatuvar etkisini, interlékinler,
I6kotrienler ve prostonaidler gibi inflamatuvar metabolitlerin sali ni mi ni azaltarak

gOstermektedir (Skold et al. 1998; Yucel-Lindberg et al. 1999).

1.2.5.c. apomorfin

Apomorfin kimyasal olarak morfinden elde edilen ancak 6zellik olarak morfinle iliGkili
olmayan, nonopiad bir maddedir (Melis et al. 2009). Apomorfin, Parkinson Hastali g1
(Chiara et al. 1978) olan hastalari n tedavisinde bir néroprotektif ajan olarak 6nerilen,
hi zli  bir Gekilde beyine giden ve striyatumda biriken, gtiglt bir D1ve D2 dopamin
reseptor antagonisti ve potansiyel bir antioksidandi r (Gassen et al. 1996; Bianchi and

Landi 1985).

gekil 1.15. Apomorfinin aci k yapi si

Apomorfin L-Dopa ya benzer bir Gekilde antiparkinson 6zellik gdsterir ve 6zellikle
hastali g1 n ge¢ddénemlerinde Parkinson hastalari ni ntedavisinde rol oynamaktadi r

(Chiara ve Gessa 1978; Pzedborski ve ark. 1995).
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In vivo ve in vitro cali Gmalar gostermiGtir ki apomorfin antioksidan ve pro-oksidan
aktiviteye sahiptir . Merkezi sinir sistemi Gizerinde néroprotektif veya norotoksik etkileri
bulunmaktadi r. Apomorfinin bazi nérotoksik etkileri onun oksidasyon tiirevlerinden
dolayr oluGmaktadi r (Picada et al. 2005). Apomorfin kolayca okside olabilmektedir.
Otooksidayonu sonucu toksik Grlinler ve superoksit radikalleri oluGumuna yol acan,
kinon ve yar1 -kinon turevleri Uretir (Graham 1978; El-Bacha et al. 2001). Apomorfinin

bazi noéronal etkilerinin, oluGturdugu bu otooksidasyon Urunleri sonucu ortaya ¢1 kti g1

belirtiimektedir (Bindolli et al. 1992).

Apomorfin pro-oksidan olarak hareket ettiginde, DNA hasari na yol agmakta ve
superoksit radikal Uretimi ile deoksiriboz bozulmalari na neden olmaktadi r (Ubeda et al.
1993). Apomorfin in vivo ve in vitro olarak membran lipit peroksidasyonunu inhibe

etmektedir (Gassen et al. 1996)

Apomorfin, SOD aktivitesini etkilemezken, CAT aktivitesinde artt G meydana getirir.
Apomorfinin biyotransformasyonu sonucu H202 oluGabilir. Bu Gekilde H202 miktari nda
meydana gelen arti G CAT aktivitesinde oldukca 6nemlidir (Halliwell and Gutteridge

1999).

Apomorfin demir ve baki r Gelatlama 6zelliklerine (Khaliulin et al. 2003) ve biyolojik
membranlardan hcre igine kolayca nifuz etme yetenegine (Gancher et al. 1989)
sahiptir. Hidroksil radikallerine bagl htcre 6limu riskini azalti r ve H202 oluGumunu

onler (Youdim et al. 2000).

1.3.Cali Gmani namaci

Antioksidanlar diger mollekullerin oksidasyonunu engelleyen molekdllerdir. G da
acl si ndan bir antioksidan, okside olabilen substrati na nazaran daha duGuk
konsantrasyonlarda olsa bile onun okside olmasi ni énemli él¢lide engelleyen ve
erteleyen bir maddedir (Halliwell and Gutteridge 1989; Sies 1993; Halliwell 1995;

Gulgin 2012). Antioksidanlar ayri ca insan vicudunu serbest radillerden ve ROS
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etkilerinden korur. Bunlar lipit peroksidasyonunun yani si ra bircok kronik hastali g1 n
ilerlemesini de engeller. Genellikle oksidasyon olayl nda radikal zincir reaksiyonunu
onlemek amaci yla g1 da bileGenlerine eklenerek ve bir dizi reaksiyona neden olan
oluGum ve ilerleme basamaklari ni inhibe ederek hareket eder, oksidasyonu geciktirir

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

BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi fenolik yapi i sentetik antioksidanlar genellikle g1 da ve
farmakoloji uygulamalari nda kullani Imaktadi r.Kati vesi vi yaglari n¢dzunurluguna
arti rmak icin alkillerle yer degiGtirirler (Hudson 1990). Ancak BHA ve BHT kullani mi ,

toksik ve kanserojen olmalari  Guphesiyle yasal olarak si ni rlandi ri Im1 Gt r (Wichi 1988;
Sherwin 1990). Bu nedenle g1 da uygulamalari icin daha guvenli ve dogal

antioksidanlara ilgi artmakta ve tiketici tercihlerinde dogal antioksidanlara olan egilim,
antioksidan kaynaklari ni  keGfetmek igin giriGimlerin hi zlanmasi na neden olmuGtur

(Gulgin 2006b, 2007, 2012).

Besinlerin koku, tat, renk gibi kalitatif 6zelliklerini arti rmak amaci yla kullani lan

aromatik bileGikler ve baharatlari n iceriklerinde bulunan fenolik yapi lar nedeniyle
antioksidan olarak 6nem kazanmaktadi r (Gulcin 2012). Fenolik dogal bileGiklerden

apomorfin ve timol, bir cok farmakolojik 6zellige sahiptirler ve ¢eGitli hastali klari n

tedavi surecinde etkin rol oynamaktadi rlar. Sentetik antioksidanlari n zararli etkileri
nedeniyle dogal antioksidanlari naraGti r Imasi olduk¢a 6nem kazanmi Gt r. Antioksidan
¢alil Gmalart ni namac apomorfin, timol ve huimik asit gibi dogal fenolik bileGiklerin
standart olarak kullani lan sentetik antioksidanlarla da karGi laGti ri I p, onlardan daha
yuksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu ispatlamak, g1 da veilag

uygulamalart nda kullani labilecegini 6n gérmektir.

Apomorfin; Parkinson ve erektil disfonksiyon gibi hastali klari n tedavisinde kullani lan
dopamin reseptor agonistidir (Yang et al. 2006; Oksay 2006). Apomorfinin demir ve
baki r Gelatlama &zellikleri (Khaliulin et al. 2003) ve dogal fenolik yap! si nedeniyle

guclu bir antioksidan olabilecegi 6n gorulmuGtur.
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Timol; Kekik ve Mercan kéGku yapi si nda bulunan antiseptik ve antimikrobiyal 6zelligi
olan fenolik bir dogal bileGiktir. yapi lan ¢cali Gmalarda timolin antimutajenik (Andersen

2006) ve antitimor 6zelliklere sahip oldugu gorulmuGtur (Mezzouga 2007).

Humik asit; himik asitler ile “auxin” (hlcrenin gerilip uzamasi , bélinmesi gibi bir¢ok

degiGik fonksiyonu duzenleyen ceGitli bitki hormonlari ) tipi reaksiyonlari nvarli g Uzerine
bircok makale yazi Imi Gti r. Geeriginde bol miktarda bulunan polifenol gruplari

sayesinde antioksidan 6zellik sergilemektedir (Senn and Kingman 1973). gelatlama

ozelligi ile indirgenmiG katyonlari kararli hale getirebilir. gelatlaGma kapasiteleri

oldukca yuksek oldugundan, tari m ilaclari muhteviyati olarak da bitkiler Gzerinde

kullani Imaktadi r (Tan 1994).

Ayri ca agl k formdulleri verilen fenolik yapi ya sahip bileGiklerin cali Gmami z kapsami nda
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve mekanizmalari ni naydi nlati Imasi ni nyani si ra
insan kani ndan kromatografik yontemlerle saflaGti r1 lan karbonik anhidraz izoenzimleri

(hCA-I ve hCA-II) Uzerinde inhibisyon etkileri de araGti ri Imi Gt r.Bu ¢ali Gmada inhibitor
olarak kullani lan fenolik dogal bileGikler sadece inhibisyon &zellikleri degil antioksidan
Ozellikleride araGti 1 Idi g1 ndan elde edilen sonuglari ntedaviamach kullani lacak ilaglart n
dizayni ve farmokolojik uygulamalari icin 6nemli bir katki  saglayacagr ni

diGunmekteyiz.

CA enzimleri, hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastali klari ni n birgogunun tedavisinde
kullani lan ilaclar icin hedef enzim olmuGtur. Asetazolamit, dorzolamit ve brinzolamit

gibi stlfonamit turevleri olan ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleridirler

(Bulbdl et al. 2003). Bununla birlikte bir¢ok kimyasal maddeler ve ati klar da bu

enzimin aktivitesini 6nemli 6lcide azaltmakta ve hatta tamamen durdurabilmektedir.
CeGitli CA enzimi inhibitorleri sentezlenmiG ve bu inhibitdrler g6z ici basi nci ni

azaltti klari ndan dolaylr baGta glokom tedavisinde ilag olarak, antitimor, agri  kesici,
epilepsi ve norolojik rahatsi zli klarda (Supuran and Scozzafava 2001; Beydemir and

Gulgin 2004), pozitron, emisyon tomografisi ve manyetik rezonans belirlenmesinde
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diagnostikte his materyali, antitlser, ditretik ilaglari n geliGmesinde yol gésterici

antibiyotik olarak halen kliniklerde yogun bir Gekilde kullani Imaktadi r.

Fenoliklerin CA inhibitorleri olarak araGti ri Imasi ni n sebebi, basit fenollerin CA
izoenzimlerinin tek yari Gmali inhibitdru oldugu belirtildigindendir. Nair ve arkadaGlari
hCA-II ile fenollerin etkileGimini gosteren X-ray kristal yapi si ni aydi nlatmak amaci yla enzimin
aktif bélgesinde bulunan Zn2+ ile fenollerin fonksiyonel -OH grubunun,

katalitik bolge icin oldukg¢a 6nemli bir amino asit olan Thr199' un NH amidinin bir

hidrojen bagi ni nyani si raikinci bir hidrojen bagi vasi tasi yla-OH'I ni enzimin aktif
bélgesinin ¢inko bagh su/hidroksit iyonuna baglayarak bu fenolik bileGiklerin CA'ya
baglandi g1 ni  gostermiGlerdir (1994). Fenollerin fenil ki smi  CA'ni n fizyolojik substrati
olan CO2'nin baglandi g1 prekatalitik kompleks bolgesine baglanarak hCA-II'nin aktif
bolgesinde hidrofobik part oluGturmaktadi r ve boylece fenollerin CA'ni n eGsiz yari Gmal
inhibitorleri oldugu saptanmi Gti r. Son zamanlarda butiin memeli CA-1/ XV
izoenzimlerinin, fenoller ve onlari n benzeri turevleriyle etkileGimleri milimolardan
submikromolara kadar incelenmiGtir (Innocenti et al. 2008). Gulgin ve cali Gma

arkadaGlarn tarafi ndan da antioksidant ve radikal giderme aktiviteleri belirlenen bazi
biyolojik molekullerin son zamanlarda CA izoenzimleri Gzerindeki etkileri yogun

Gekilde calil Gi Imi Gt r. Bu anlamda dantrolen sodyum (Gulgin et al. 2004c), tokoferol
(Arashisar et al. 2004), alabali k (Oncorhyncytes mykiss) kani  plazmasi ndan elde edilen
duGuk molekdl agr rh kli  plazma inhibitérleri (Hisar et al. 2005a), melatonin (Hisar et al.
2005b), morfin (Coban et al. 2007), etanol (Coban et al. 2008) ve dogal antioksidan

fenollerin (genttrk et al. 2009) farkli  CA Uzerine in vivo ve in vitro etkileri

incelenmiGtir. Gergekten de, yapti g1 mi zcali Gmada hCA-I ve hCA-II izoenzimleri ile
kullandi g1 mi z dogal fenolik bileGikler arasi ndaki inhibisyon profilinin ¢eGitli oldugu,
milimolar- submikromalar arali §i nda deg@iGen inhibisyon sabitleri ile belirlenmiGtir.
Boylece spesifik CA inhibitérleri olan sulfonamit ve tarevlerinin yerine alternatif olarak
antioksidan &zellikleriyle de dikkat ceken fenolik bileGiklerin kullani labilecegi 6n

gorulmuaGtar.
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2. KAYNAK OZETLERG

Canli organizmalar Uzerinde yapi lanilk cali Gmalarda karbonik anhidraz enziminin yedi
tane izoenzimi bulunmuGtur. Eritrositlerden ilk kez 1933"“te daha sonra 1946 ve 1960

yi llart nda tukruk bezleri ve mitokondride CA enzimi oldugu saptanmi Gt r. Eritrositlerde
hCA-I ve hCA-I], iskelet kasi nda hCA-Illvarl §i tespit edilmiGtir. hCA-IV insan

bébreginde, mitokondride hCA-V, tiikrik bezlerinde hCA-VI ve sitozolde ise hCA

VII"nin oldugu belirlenmiGtir (Fernley 1988).

gimdiye kadar ise karbonik anhidraz enziminin 16 tane izoenzimi oldugu belirlenmiG ve

bircok dokudan saflaGti r1 larak molektl agi rli klari tespit edilmiGtir (Christie et al. 1997;
Raisanen et al. 1999). 1992 y1 | ndayuz sinegi adi verilen M. Autumnalis larvalari ndan
karbonik anhidraz enzimi saflaGti ri Idi ktan sonra, enzimin dogal molektl agi rli g1 ni
belirlemek amaci yla jel filtrasyon kromatografisine tabi tutulmuG ve dogal molekul

agr rhh @ 31 kDa olarak bulunmuGtur (Burt et al. 1992). Daha sonra yapi lan ¢ali Gmalarda

yaklaGi k olarak bu de@ere rastlanmi Gti r (Peterson et al. 1997; Krungkrai et al. 2001).

Falkbring ve arkadaGlari ilk olarak 1972 y1 i nda karbonik anhidraz igin afinite
kromatografisi yontemini kullanarak saflaGti rma yapmi Gti r. Sonrakiyi llarda bu yontem

farkl cali Gmalarda modifiye edilerek kullani Imi Gt r (Ozdemir 1992; Celik 1995).

Karbonik anhidraz enzimi en ¢ok eritrositler, kas ve karacigerde bulunmaktadi r.
Eritrositlerde 100 ml"lik kan numunesinde 0.16 g orani nda CA oldugu belirlenmiGtir.
Ayri ca ¢ozunebilen kas proteinlerinin yaklaGi k %5"ini karbonik anhidraz enzimlerinin

oluGturdugu bildirilmiGtir (Carter et al. 1981; Yenson 1982).

hCA-II enzimi katalitik aktivitesi yani turnover sayr sien yiksek olan enzimdir (1.106 sn-1).
En dUGUKk katalitik aktiviteye sahip olan enzim ise hCA-III"tur. hCA-I, hCA-Il ve

hCA-III sitozolde ¢6zinmuG halde bulunmaktadi r.
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Tetrahedral geometriye sahip enzim aktif bdlgelerinde, histidin imidazol halkasi ve bir su
molekdilii ile koordine olmuG Zn2+ iyonu bulunmaktadi r. Zn2+ izoenzimlerik@Rsrdikenkidraz
grubudur ve Zn2+ uzaklaGti r1 Imi G CA izoenzimleri aktiviteden

yoksundurlar (Armstrong et al. 1966; Lindskog and Henderson, 1971).

Sonyap! lan araGti rmalarda CA enzim ailesinin dort grupta incelendigi bildirilmiGtir.
Bunlardan a-CA yapi si ndaki CA enzimleri CA-III, CA-V ve E.coli"de bulunan butin

CA enzimleridir. hCA-I ve hCA-II kristal yapi dadi rancak Byap! si ndahentiz CA

enzimine rastlanmami Gt r.y-CAyapi si ise M. Thermophila“dan elde edilmiG ve a CA"“daki
katlanmalardan farkli  katlanmalara sahip oldugu gézlenmiGtir. Gnsan hCA-II

enzimiile yap!i olarak benzerlik gésterdiginden katalitik aktivitelerinin de yaki n oldugu

dusuncelmustir (Kisker ve ark. 1996).

Karbonik anhidraz enzimi aromatik ve heteroaromatik sulfanilamitler tarafi ndan guiclu
bir Gekilde inhibe edilir. Bunun nedeni silfanilamidin iyonik yapi1 ya kolayca
gecebilmesidir. Yapi lan cali Gmalar sulfanilamidin karbonik anhidrazi n inhibisyonunda
dnemli bir rol oynadi g1 ni ve ayri ca ligand olarak kullani labilecegini géstermiGtir.
Karbonik anhidraz Gzerindeki anorganik inhibisyon etkisi ise tek degerlikli anyonlar

tarafi ndan gercekleGtirilmektedir. Bu inhibitorlerin CA tzerindeki etkilerinin dUGuk
pH"larda artti g1 ancak ayni pH"da hCA-II enzimi tzerinde inhibisyon etkilerinin cok
daha fazla oldugunu belirlenmiGtir (Roughton and Booth 1946; Magid 1968; Maren and

Hesap 1979).

Antioksidanlar ise yaglari n ve diger molekulerin okside zincir reaksiyonlari ndaki
oksidasyonlari ni engelleyen veya geciktiren bileGiklerdir. Antioksidanlar hucrelerin
anomalileGmelerini yani timor oluGturma egilimlerini ortadan kaldi rarak hicreyr ki mi ni

azalti rve yaGam kalitesiniarti ri r (Gulgin 2012).

Antioksidan bileGiklerin antioksidan aktiviteleri ceGitli mekanizmalarla

gercekleGmektedir. Radikal giderme, peroksidazlari nayri Gmasi , geciG metali iyonlari
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katalizorlerinin baglanmasi gibi bircok mekanizma bunlara érnek olarak verilmektedir

(Gulgin et al. 2005a).

Dogal antioksidanlar g1 da sektdrtinde stabilizatér olarak kullani labildigi gibi ekstraktlar
halinde hazi rlanarak yine ceGitli g1 da bileGimlerine eklenebilmektedir. Tokoferol ve
skualen gibi antioksidanlar stabilizator olarak antioksidanlara érnek olarak verilebilir.

Ayri ca biberiye, adacayl ve cay gibi bitkiler gi dalarda oksidasyonu kontrol etmek

amaci yla kullani Imaktadi r. Cay yuksek oranda polifenol icerdiginden antioksidan etkiye

sahiptir.

Sinamik asitten elde edilen fenilpropanoidler si ni fi na ait olan fenolik bileGikler en aktif
antioksidan aktiviteye sahip énemli antioksidan maddelerdir. Bunlari n malonil CoA ile
etkileGimi sonucu flavoniodler ve izoflavonoidler meydana gelmektedir. Flavonoidler meyve ve
sebzelerdeki sari -beyaz pigmentlerdir. Uziim, cilek (Abuja et al. 1998; Giilcin

2012; Gulgin and Beydemir 2012), elma gibi meyvelerde ayri ca ¢ayda da 6nemli

miktarda bulunmaktadi r.

Bugday, mi si r, piring gibi ¢eGitli tahi llarda, bitkisel yaglarda ve yeGil sebzelerde bulunan
a-tokoferol, ayri ca meyvelere ki rmi z1 rengiveren 6zellikle domateste (Abushita et al.
1997) bol miktarda bulunan likopen, tziimde bulnan rezveratrol (Gulgin 2010),

zerdecalda bulunan kurkumin (Ak and Gulgin 2008) ve karanfilde bulanan eugenol

(Gulgin 2012) de 6nemli antioksidanlardandi r. Likopen kanser ve kalp rahatsi zlari nda

bagr Gi kIl ksistemini devreye sokan énemli bir maddedir.

Brokoli, havug, 1 spanak (Gil et al. 1999) gibi yeGil sebzeler kayr si ve Geftali gibi
meyvelerde bulunan B-karoten, A vitaminin 6ncil maddesidir ve antioksidan 6zellik
gOstermektedir. Dubois ve Tressler tarafi ndanyapi lan cali Gmalarda ilk kez baharat ve

¢eGitli otlari n da antioksidan aktiviteye sahip olduklari g6zlenmiGtir (1943).
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Yapi lan araGti rmalarla antioksidan aktiviteleri belirlenmeye ¢ali Gi Imi G ve belirlenmesine
devam maddelerin ¢eGitli hastali klari n tedavilerinde kullani labilecek potansiyel

elemanlar oldugu g6zlemlenmiGtir.

Serotonin (Gulgin 2008), melatonin (Gulgin et al. 2002; Gulgin et al. 2003; Gulgin

2008), L-adrenalin, L-tirozin, L-dopa (Gulgin 2007; Guilgin 2009a) gibi 6nemli
molekullerin antioksidan aktiviteleri ve radikal giderme aktiviteleri belirlenerek farkh
mekanizmalar 6éne surtlmuGtur. Ayri ca karnabahar (Kéksal and Gulgin, 2008), su
mercimedi (Gulgin et al. 2009), karabiber (Gulgin 2005), 1 s1 rgan (Gulgin 2002) gibi
gunluk tuketilebilen ceGitli bitkilerin ve meyve sulari ni n da (Wen et al. 1999) yuksek

antioksidant etkiye sahip olduklari belirlenmiGtir.

Zeytinyagl ni n baGl ca fenolik bileGenlerinden olan hidroksitirozol, hicre zarlari na etki
ederek, araGidonik asit lipoksigenazi n etkinligini inhibe edebilmektedir. Oleuropein ve
hidroksitirozol, oksidasyona karGi  BHT ve E vitamininden daha etkili antioksidanlardi r

(Tripoli et al. 2005; Gulgin et al. 2006a).

Cayl n etkili antioksidan bileGikleri olan polifenoller kuru ¢ayr n %35"ini meydana
getirmektedirler. Cayl n polifenolik bileGikleri, lipit peroksidasyonunu dnleme ve serbest
radikal giderme 6zellikleri ile antioksidan etki gostermektedirler (Mukai et al. 2000).
Tumor geliGiminive yayt I mi ni hicre zari  ¢oklu doymami G yag asitlerinin

peroksidasyona duyarh I §i ni azaltarak, serbest radikal oluGumunda gérev alan enzim

sistemini inhibe ederek onler.

Baharatlarda bulunan eugenol, timol, humulan, lupulon, allil izotiyosiyanat gibi

bileGiklerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi baharatlari n cogunu gram (+) bakteriler

ve kuflere karGi etkili hale getirmektedir. Baharatlari n kari Gi m halinde kullani Imalari ni n
bu etkiyi daha da arti rdi g1 bilinmektedir (Yalgi nvd 1997). Kekik bitkisine kendine has
kokusunu veren ve antioksidan 6zellik kazandi ran yine fenolik bileGiklerdir (Botsoglou

et al. 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Malzeme

3.1.1. Kullani lan kimyasal maddeler

2,2’-Azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-sulfonik asit) (ABTS), N,N-dimetil-p

fenilendiamin (DMPD), neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), riboflavin, metiyonin,
nitroblu tetrazolyum (NBT), 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH- ) radikalleri, 3-(2-piridil)-
5,6-bis(4-fenil-sulfonik asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin), a-tokoferol, apomorfin, timol,
hamik asit, aseton ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim,
Germany'densatt nal ndi .Cali Gmada kullani lan Sepharose-4B, p-nitrofenil asetat,
standart serum albumin ve L-Tirozin Sigma Chemical Company“den; stlfanilamit,
sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetil aminometan (Tris), sodyum
sulfat, 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, G-250, coomassie parlak mavi R-250 ve

diger kimyasal maddeler E. Merk AG"den; karbondioksit gazi piyasadan saglanmi Gti r.

3.1.2. Yaralani lan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometreleri : Shimadzu, UV-1208

Derin dondurucular (-30 ve -860C) : Sanyo, Japonya

pH metre : Hanna Aletleri

Hassas terazi : Scaltec SBA41

Gnkibator : Elektro-Mag (0-3000C)

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipetleyiciler
Calkalayi c > NUve SL 350

girdap : Fisons, Whirlimixer

Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Cam Fotograf
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Magnetik kari Gti 1 ¢ : Stuart Bilimsel
UV-Spektrofotometre kiiveti : 1 cm3 |k Kuvars Kavet
3.1.3. Kullani lan ¢6zeltiler ve hazi rlanmasi
AraGti rma suresince kullani lan ¢ozeltilerin kullani I G yerlerive hazi rlani G Gekilleri

aGagl da belirtilmiGtir.

3.1.3.a. Fe3+ -Fe2+ indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1.0,2 M pH:6,6 fosfat tamponunun hazi rlanmasi : 6,24 g Na2HPO4 yaklaGi k 180 ml
destile suda ¢6zuldu ve pH metre kullani larak pH"si  6,6"ya ayarlandi . Toplam hacim

200 ml olacak Gekilde destile su ile tamamlandi .

2. %1"lik K3Fe(CN)6 ¢ozeltisinin hazi rlanmasi : 1,5 g K3Fe(CN)6 destile suda ¢6zundu

ve toplam hacim 150 ml“ye destile su ile tamamlandi .

3. %10"luk TCA ¢6zeltisinin hazi rlanmasi : 15 g TCA destile suda ¢6ziindl ve toplam

hacmi 150 ml'ye destile suyla tamamlandi .

4. %0,1"lik FeCI3 ¢ozeltisinin hazi rlanmasi : 165 mg FeCl3.6H20 destile suda ¢6zuldu ve

toplam hacim 100 ml'ye tamamlandi .

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

1.0,01 M"li k CuCI2 ¢ézeltisinin hazi rlanmasi :47 mg CuCl2 ali ndi ve 50 ml destile suda

coziildi.

2.7,5x10-3 M"li k etanolik neokuprin ¢6zeltisinin hazi rlanmasi : 78 mg Neokuprin ali ndi

ve 50 ml etanolde ¢6zuldu.



Machine Translated by Google

51

3.1 M"li k CH3COONH4 tamponunun hazi rlanmasi (pH:6,5): 7,7 g CH3COONH4 ali ndi
ve 80 ml saf suda cozuldi, pH-metre ile pH"si 6,5 ayarlandi ve toplam hacim 100

ml“ye saf su ile tamamlandi .

3.1.3.c. FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢dzeltiler

1.0,3 M"li k Asetat Tamponunun Hazi rlanmasi :2,46 g NaCH3COO ali ndi ve 80 ml
destile suda ¢6zuldu. pH metre kullani larak pH"si  3,6"ya ayarlandi ve toplam hacim 100

ml“ye destile su ile tamamlandi .

2.40 mM"li k HCI Cozeltisinin Hazi rlanmasi : 0,334 ml %37 lik HCl ¢ozeltisinden ali ndi

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

3.10 mM"li k TPTZ C6zeltisinin Hazi rlanmasi :0,312gTPTZ ali ndi  ve 100 ml 40

mM"li k HCl i¢erisinde ¢6zuldu.

4.20 mM"li k FeCI3 Cozeltisinin Hazi rlanmasi :0,54 g FeCl3.6H20 ali ndi ve 100 ml

destile suda ¢ézuld.

5. FRAP Reaktifinin Hazi rlanmasi : 10 hacim 0,3M"li k asetat tamponu, 1 hacim 10

mM"li k TPTZ ve 1 hacim 20 mM"li  k FeCI3.6H20 c¢ozeltisinden oluGur.

3.1.3.d. Bipiridil reaktifi ile metal Gelatlama metodu ile ilgili cdzeltiler

1.0,1 M"li k Tris-HCl Tamponunun Hazi rlanmasi :1,21 g Trisali ndi ve 90 ml destile

suda ¢6zuldu. pH metre kullani larak pH"si  7,4"e ayarlandi ve toplam hacim 100 ml“ye

destile su ile tamamlandi .
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2.0,2 M"Ii k HCI Cozeltisinin Hazi rlanmasi : 1,60 ml %37 lik HCI ¢cozeltisinden ali ndi

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

3. %0,2"lik Bipiridil Cozeltisinin Hazi rlanmasi : 0,2 g Bipiridilali ndi ve 100 mI*li k, 0,2

M"li k HCI ¢bzeltisinde ¢6zlindu.

4.2 mM"ll k FeSO4 Cozeltisinin Hazi rlanmasi : 0,028 g FeSO4.7H20 ali ndi  ve 50 ml

destile suda ¢ozuldu.

3.1.3.e. Metal Gelatlama aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1.2mM"li k FeCl2 ¢ozeltisinin hazi rlanmasi :0,014 g FeCl2.3/4H20 ali ndi ve 50 ml

etanolda ¢6zulda.

2.5mM Il k ferrozin ¢dzeltisinin hazi rlanmasi : 6,2 mg ferrozin 25 ml saf etanolda

tamamen ¢Ozunlnceye kadar kari Gti i Idi .

3.1.3.f. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

1.10-3 M"li k DPPH?+ ¢dzeltisinin hazi rlanmasi :39 mg DPPH+ 100 ml etanolda tamamen

¢6zununceye kadar bir gece boyunca etanolda manyetik kari Gti 1 ¢ ilekari Gt r Idi .

3.1.3.9. ABTS++ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1.0,1 M"li k fosfat tamponunun hazi rlanmasi (pH:7,4): 2,84 g Na2HPO4 180 ml destile
suda ¢6zindu. pH metre kullani larak pH"s1  6,6"ya ayarlandi . Toplam hacim destile su

ile 200 ml“ye tamamlandi .
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2.2mM"li k ABTS ¢ozeltisinin hazi rlanmasi : 11 mg ABTS 0,1 M"li kve pH"si 7,4 olan
fosfat tamponunda tamamen ¢6ziininceye kadar bir gece boyunca kart Gti i Idi . Toplam

hacim destile su ile 100 ml*ye tamamlandi .

3.2,45 mM"li k potasyum persilfat ¢dzeltisinin hazi rlanmasi : 66,25 mg K208S2 0,1
M"li k ve pH"si 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢ozlinlinceye kadar manyetik

kari Gt nn a ilekart Gti ri Idi . Toplam hacim destile su ile 100 ml'ye tamamlandi .

3.1.3.h. DMPD++ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢6zeltiler

1.0,1 M"li k asetat tamponunun hazi rlanmasi (pH:5,25): 2,05 g CH3COONa 230 ml saf
suda ¢0zuldu ve pH-metre kullani larak pH"s1 5,25 ayarlandi , toplam hacim destile su

ile 250 ml*ye tamamlandi .

2.0,1 M"li k DMPD ¢ozeltisinin hazi rlanmasi : 209 mg DMPD 10 ml destile suda

cozulerek hazi rlandi .

3.0,001 M"i k DMPD+- ¢ozeltisinin hazi rlanmasi :0,1 M*i k DMPD ¢6zeltisinden 1 ml
alh ndi 100 ml"lik ve 0,1 M"l k (pH 5,25) asetat tamponuna aktari Idi . Bunun Uzerine 0,2

ml ve 0,05 M"li k FeCl3 ilave edilerek hazi rlandi .

4.0,05 M"li k FeClI3 ¢bzeltisinin hazi rlanmasi :0,81 g FeClI3 100 ml saf suda ¢oztilerek

hazi rlandi .

3.1.3.i. Stiperoksit radikali giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢zeltiler

1.0,05 M"li k fosfat tamponunun hazi rlanmasi (pH:7,8): 1,42 g Na2HPO4 yaklaGi k 180
ml destile suda ¢6zuldi ve pH metre kullani larak pH"s1  7,8" ayarlandi . Toplam hacim

saf su ile 200 ml olacak Gekilde tamamlandi .
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2.1,33x10-5 M"li k riboflavin ¢dzeltisinin hazi rlanmasi : 12 mg riboflavin 100 ml, 0,05

M ve pH"si 7,8 olan fosfat tamponunda ¢6zunlinceye kadar kart Gt i Idi .

3.4,46x10-5 M"li k metiyonin ¢6zeltisinin hazi rlanmasi : 0,665 mg metiyonin 100 ml,

0,05 M ve pH"si 7,8 olan fosfat tamponunda ¢6ztinunceye kadar kari Gti i Idi .

4.8,15x10-8 M"li k NBT ¢6zeltisinin hazi rlanmasi :6,1 mg NBT ali ndi ve toplam hacim

50 ml'ye fosfat tamponuyla (pH:7,4, 0,1 M) tamamlandi .

3.1.3.j. Total antioksidan aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1.0.04 M pH:7,4 Fosfat Tamponu Hazi rlanmasi :0,48 g NaH2PO4 ali ndi ve 80 ml

destile suda ¢6zuldu, pH metre ile PH"s1  7,4%e ayarlandi ve toplam hacim 100 ml‘ye

destile su ile tamamlandi .

2. Linoleik Asit Emulsiyonunun Hazi rlanmasi : 0,017 M linoleik asit emulsiyonu
hazi rlamak igin 265 | lindleik asit 50 ml pH:7,4 fosfat tamponuna ilave edildi.

Emulgator olarak Tween-20 ilave edilerek kari Gi - m homojenize edildi.

3. %3,5"luk HCI Cozeltisinin Hazi rlanmasi : %37"lik HCI"den 9,46 ml ali narak 100

ml“ye destile suyla tamamlandi .

4. 20 mM FeCl2 Cozeltisi Hazi rlanmasi : 281 mg FeCl2.3/4H20, %3,5"luk HCl ile

¢6zulerek hacim ayni  ¢6zeltiyle 100 ml*ye tamamlandi .

5. %30"luk NH4SCN Cozeltisinin Hazi rlanmasi : 15 gr NH4SCN destile suda ¢6zulda,

hacmi 50 ml*ye tamamlandi .
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3.1.3.k. Enzimin saflaGti ri Imasi ve aktivite 6lcimlerinde kullani lan ¢ozeltiler

1.0,2 M NaHCO3, pH:8,8 (Sepharose-4B matriksi Uzerinde afinite jeli hazi rlani rken
kullani lan tampon): 16,8 g NaHCO3, 950 ml destile suda ¢ozllerek, 1 N NaOH ile

pH:8,8'e titre edildikten sonra, toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi .

2.0,15 M Na2C03/0,1 M NaHCO3 pH:10 (CO2-hidrataz aktivitesi dlcumunde kullani lan
tampon) 15,9 g (0,15 mol) Na2CO3 ve 8,4g (0,1 mol) NaHCO3'lin 1 litre saf suda

¢6zllmesiyle hazi rlandi .

3.25 mM Tris-HCI/0,1M Na2S04, pH:8,7 (Afinite jelinin dengelenmesinde kullani lan
tampon ¢0Ozelti): 3,0275 g Tris ve 14,2 g Na2S04, 950 ml destile suda ¢6zulerek 1 N

HCl ile pH:8,7"ye getirildikten sonra destile su ile hacim 1 litreye tamamlandi .

4. 25 mM Tris-HCI/22 mM Na2S04 pH:8,7 (hemolizati n tatbikinden sonra afinite jelinin
yi kanmasi icin kullani lan tampon ¢ozelti): 3,03 g (25 mmol) Tris ve 3,12 g (22 mmol)
Na2S04, 950 ml destile suda ¢6zulda. 1 N HCl ile pH:8,7"ye getirildikten sonra hacim 1

litreye tamamlandi .

5.25 mM Na2HPO4/1 M NacCl, pH:6,3 (kolona tutunmuG HCA-I izoenziminin elisyonu
icin kullani lan tampon ¢6zelti): 2,2 g Na2HPO4 ve 14,625 g NaCl ali ni p, pH:6,3" e titre

edildikten sonra toplam hacim 250 ml"ye destile su ile tamamlandi .

6. 0,05 M Tris-SO4, pH:7,4 (Esteraz aktivitesinde kullani lan tampon ¢6zelti): 6,055 g
Tris 950 ml destile su icerisinde ¢ozllerek, 1 N H2SO4 ile pH"s1  7,4"e getirildikten sonra

hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi .

7.0,7 M CH3COONa/0,5 M NaClO4, pH:5,6 (kolona tutunmuG HCA-II izoenziminin
elusyonu igin kullani lan tampon ¢6zelti): 9,187 g NaClO4 tutunmuG ve 2,04 g 0,015 mol

CH3COONa, 120 ml destile su icerisinde ¢6zuldi. 1 N HCl ile pH" s1 5,6 ya kadar titre
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edildikten sonra toplam hacim destile su ile 150 ml“ye tamamland: .

8. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullani lan
¢6zelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml %95"lik etanolde ¢6zilda, bu

cozeltiye %95"lik fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye

tamamlandi .

9. 0,025 M veronal tamponu; 0,025 mol sodyum barbitalin 900 ml suda ¢ézulup

pH:8,2"ye kadar 0,1 M HCl ile titrasyonundan sonra destile su ile 1 litreye tamamlandi .

10. CO2 ¢ozeltisi (CO2-hidrataz aktivitesinde kullani lan ¢ozelti): 0 “C'de yari m saat

sureyle saf suyun icerisinden CO2 gazi gegirilerek hazi rlandi .

11. Gndikatér cozeltisi (CO2-hidrataz aktivitesinde kullani lan ¢ézelti): 0,0125 g fenol

ki rmi zi si ve 0,219 g NaHCO3 uin 1 litre saf suda ¢6zinmesiyle hazi rlandi .

12. % 0,04"luk Brom Timol Mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatérin 16 ml 0,01 N NaOH

icinde ¢c6zundukten sonra hacminin saf su ile 250 ml'ye tamamlanmasi yla hazi rlandi .

13. Stok fenolik dogal bileGik ¢6zeltilerinin hazi rlanmasi : 10 mg fenolik dogal bileGik

¢ozeltileri (apomorfin, timol, himik asit) 10 ml saf su icerisinde ¢6zuld 0.

a) 10 mg hiimik asit (izerine 8 ml saf su eklendi. Uzerine damla damla cok bazik

NaOH"den ilave ederek ¢éztinmesi saglandi . Son olarak hacim 10 ml"ye saf suyla

tamamlandi .

3.1.3.I. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) icin kullani lan ¢ozeltiler

1. SDS-PAGE"de kullani lan numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH:6,8) 1 ml

%10"luk SDS ve 1 ml %100"|uk gliserin, 1 ml %0,1"lik brom timol mavisi
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kari Gti i larak, son hacim saf su ile 10 ml"ye tamamlanmasi ile hazi rlandi ve bu tamponu
kullanmadan hemen dnce, 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak Gekilde 3

merkaptoetanol ilave edildi.

2. SDS-PAGE"de kullani lan yurutme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml suda
¢6zuldu, daha sonra bunun tzerine 5 ml %10"luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf

su ile 500 ml'ye tamamlandi .

3. Boyama ¢0zeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi icin kullani lan ¢6zelti): 0,1 g

Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak

Gekilde yeteri kadar hazi rlandi .

4. Akrilamid-Bisakrilamid ¢6zeltisinin hazi rlanmasi : 30 g akrilamid ve 0,8 g

bisakrilamid kari Gi mi1 100 ml suda ¢6zuldd.

5. %10"luk SDS ¢6zeltisinin hazi rlanmasi : 10 g SDS 90 g saf suda ¢6zuld.

6.3 M"li k Tris-HCI ¢6zeltisinin hazi rlanmasi (pH:8,8): 36,3 g Trisali ndi ve 48 ml 1

Ml k HClile kari Gti ri Idi ve hacmi 100 ml‘ye tamamland: .

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

icerenkart Gi m haz rlandi .

8.Jely1 kama ¢ozeltisinin hazi rlanmasi : %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 sudan

oluGan kari Gi m hazi rland .
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3.2. Antioksidan cali Gmalari

3.2.1. Fe3+ -Fe2+ indirgeme kapasitesi

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yéntemine goére yapi Idi  (1986). Bunun igin
oncelikle Tmg/ml konsantrasyonunda stok ¢dzelti hazi rlandi . Bu stok ¢ozeltiden farkl
konsantrasyonlarda olacak Gekilde cam tuplere aktari Idi , hacim destile suyla 1 ml'ye
tamamlandi . Daha sonra her bir tipe 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5 ml
%1"lik potasyumferrisiyantr K3Fe(CN)6 ilave]edilerek kart Gi m 50 oC"de 20 dk inkibe
edildi. Bu iGlemlerden sonra reaksiyon kari Gi mi1 na 2,5 ml % 10"luk triklorasetik asit
(TCA) ilave edildi. Cozeltinin Gst fazi ndan 2,5 ml ali ndi  ve bunun Uzerine 2,5 ml destile
su ve %0,1"lik 0,5 ml FeCl3 ilave edildikten sonra absorbans 700 nm*“de kére karGi

okundu. Kor olarak destile su kullani Idi . Kontrol i¢in ise numune yerine su kullani Idi .

3.2.2. Cu2+ -Cu+ indirgeme kapasitesi -Kuprak metodu

Fenolik yapi daki bileGiklerin Cu2+ indirgeme aktiviteleri baki riyonlari indirgeme
metodunun (Apak et al. 2006) hafif bir modifikasyonuyla yapi Idi (Ak and Gulgin 2008).
Farkli konsantrasyonlarda hazi rlanan fenolik bileGik ttplerine 0,25 ml CuClI2 ¢6zeltisi
(0,01 M), 0,25 ml etanolik neokuprin ¢ozeltisi (7,5x10-3 M) ve 0,25 ml CH3COONH4
tampon ¢ozeltisi (1 M) si rasi yla eklendi. Yari m saat sonra 450 nm"de kore karGi

absorbans degerleri 6lculdu. Kor olarak destile su kullani Idi .

3.2.3. FRAP indirgeme kapasitesi

Total antioksidan icin hazi rlanan stok ¢ozelti bu deneyde de kullani Idi . Oncelikle deney
tuplerine 10, 20 ve 30 ug/ml konsantrasyonlari na denk gelecek Gekilde fenolik bileGik
¢Ozeltileri ve standart ¢ozeltiler aktar1 Idi . Hacimleri 0,5 ml"ye tampon ¢ozelti ile
tamamlandi . Daha sonra deney tlplerine si rasi yla 2250 pl 20 mM"li  k FeCl3 ¢ozeltisi ve
2250 pl FRAP reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 mL olmasi saglandi . Deney

tlpleri Vortex“de kari Gti ri Idi ve 10 dakika sonra 593 nm"de absorbanslari kaydedildi.
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Kor olarak asetat tamponu kullani Idi .

3.2.4. Bipiridil metal Gelatlama aktivitesi

Fe2+ Gelatlama aktivitesi Re ve arkadaGlari ni n belirledigi metoda gore yapi Idi (1999). Bu
amacla deney tuplerine 0,25 ml FeSO4 ¢ozeltisi (2 mM) aktart Idi . Bu ¢6zeltinin Gzerine

0,12 ml fenolik dogal bileGik ¢ozeltisi veya standart ¢ozelti ilave edildi. Daha sonra

st rasi yla 1 ml Tris- HCl tamponu (pH:7,4) ve HCI (0,2 M) icerisinde ¢6zUnmuG 1,5

ml*li k ve %0,2"lik bipiridil ¢dzeltisi ilave edildi. 2,5 ml etanol ve 0,63 ml saf su iceren
numunenin absorbansi 522 nm“de 6lculdd. Kér olarak Tris-HCl tamponu kullant Idi .

Kontrol olarak da numune yerine Tris-HCl tamponu kullani larak hazi rlanan ¢ozelti

kullani Idi .

3.2.5. Ferréz Gyonlar  (Fe+2) Gelatlama aktivitesi

Fenolik yapi ya sahip bileGiklerin metal Gelatlama aktiviteleri Dinis ve arkadaGlari ni n
belirledikleri metoda g6re yapi Idi  (1994). Bu iGlem i¢in 2 mM"lik ve 0,05 ml

FeCl2.4H20 ve 0,35 ml saf su iceren ¢ozelti, dediGik konsantrasyonlari ni  oluGturacak
Gekilde degiGik miktarlarda fenolik bileGik ihtiva eden 0,2 ml"lik ¢cozeltiye ilave edildi.

Son hacim 4 ml olacak Gekilde destile etanol ilave edildi. Reaksiyon 0,2 ml ve 5 mM"lik
ferrozin ¢ozeltisi ilave edilmesiyle baGlati Idi . Cozelti vorteksde kuvvetli bir Gekilde

kari Gt rldi ktan sonra odasi cakli g1 nda 10 dakika bekletildi. Gnkiibasyondan sonra
¢6zeltinin 562 nm“de absorbansi etanolden oluGan kére karGi  kaydedildi. Kontrol olarak

da fenolik bileGikli numune harig geriye kalan ¢ozelti kullani Idi .

3.2.6. Superoksit anyon radikali (O2 - ) giderme aktivitesi

Fenolik bileGiklerin superoksit anyon radikalleri giderme etkisi, nitroblue tetrazolium
(NBT) trunun spektrofotometrik 6lcimuyle belirlendi. Bu amacla Zhishen ve
arkadaGlari ni n(1999) kullandi g1 metod hafif bir modifkasyonla kullani Idi . Daha énce

hazi rlanan stok ¢ozelti bu amag icin de kullani Idi .
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Bunun i¢in numune ve standartlari n farkli konsantrasyonlari oluGacak Gekilde 0,05

Ml kve pH"si 7,8 olan fosfat tamponu ile hazi rlandi . Numune iceren tampon ¢6zeltiye
riboflavin, metiyonin ve NBT"den 1,33x10-5, 4,46x10-5 ve 8,15x10-8 M

konsantrayonlari na denk gelen miktarlari si rasi yla ilave edildi. OluGan reaksiyon

kart Gi mi odasi cakli g nda 40 dakika boyunca 20 W"li k floresan1 Gi g1 ileuyar Idi .

Absorbans, sudan oluGan kére karGi 560 nm"de kaydedildi.

3.2.7. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikallleri giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodununa gére yapi Idi  (1958). Serbest
radikal olarak DPPH+*™ n 1 mM"l k ¢6zeltisisi kullani Idi . Numune olarak daha énce

hazi rlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok ¢ozeltisi kullani Idi . Deney tiplerine

si rasi ya 10, 20 ve 30 pg/pl konsantrasyonlari nda ¢6zelti oluGturacak Gekilde stok
¢ozeltiler aktar1 Idi ve toplam hacimleri 3 ml olacak Gekilde etanol ile tamamlandi . Daha
sonra her bir nimune tipune stok DPPH- ¢6zeltisinden 1 ml ilave edildi. Yari m saat oda

si cakh @i vekaranh ktainkube edildikten sonra etanolden oluGan kére karGi 517 nm“de
absorbanslari  6l¢uldu. Kontrol olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH. ¢6zeltisi kullani Idi .

Azalan absorbans geriye kalan DPPH. ¢6zeltisi miktari ni yani serbest radikal giderme

aktivitesini verdi.

3.2.8. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-stlfonik asit) (ABTS) radikali giderme

aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaGlari ni nyapti g1 ¢ali maya goére belirlendi
(1999). Oncelikle 7 mM"Ii k ABTS cézeltisi hazi rlandi . Bu c¢ézeltiye 2,45 nM*li k

persulfat ¢cozeltisi eklenerek ABTS radikalleri Uretilildi. ABTS radikal ¢ozeltisi

kullani Imadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm"de absorbansi 0,1 M ve pH"si 7,4 olan

fosfat tamponu ile 0,700+0,025 nm"ye ayarlandi .

ABTS radikal giderme aktivitesine baki lacak olan fenolik asitlerin farkli

konsantrasyonlari na (10-30 g4m|) birer ml ABTS radikal ¢6zeltisi ilave edildi ve yari m
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saat inktbe edildi. Etanolden oluGan kére karGi 734 nm"de absorbanslar kaydedildi.

3.2.9. N,N-dimethil-p-fenilendiamin dihidroklortr (DMPD) radikali giderme

aktivitesi

N,N'-dimetil-p-fenilendiamin dihidroklortur (DMPD) radikali giderme aktivitesi tayini
Fogliona ve arkadaGlari ni n metoduna gore belirlendi (1999). Bu amagla, ilk olarak renkli
radikal katyon (DMPD-+) elde edildi. Bunun i¢in 100 mI"lik DMPD ¢6zeltisinin

(pH:5,3; 100 mM) 0,05 M olacak Gekilde 0,2 ml FeCl3 ilavesiyle elde edildi. Bu

¢Ozeltinin 1 ml"si icin 505 nm"de 6lcim yapi Idi .

DMPD-+ radikal ¢6zeltisi kullani Imadan 6nce kontrol ¢dzeltisinin 505 nm"de optik
dansitesi 0,1 M"li kve pH" 5,3 olan fosfat tamponu ile 0,900+0,100 nm"ye ayarlandi .

GUnlUk taze olarak hazi rlanan DMPD-+ ¢6zeltisinin absorbansi 12 saate kadar sabittir.

Fenolik bileGiklerin ve standart antioksidanlari n farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
(10-30 pg/ml) deney tuplerine aktari Idi  ve hacim destile suyla 0,5 ml ye tamamlandi .
Bunun Gzerine 1 ml DMPD-+ ¢6zeltisi eklendi. 50 dakikali k bir inkiibasyondan sonra

absorbans degerleri 505 nm“de 6l¢ulda. Kor olarak tampon ¢ozelti kullani Idi .

3.2.10. Total antioksidan aktivitesi

Fenolik bileGiklerin antioksidan aktivitesi tiyosiyanat metoduna goére belirlendi (Yen
and Chen 1995). Bu amagla daha 6nce hazi rlanan fenolik bileGik stok ¢ozeltileri kullani Idi .
Gstenilen miktarlara karGi It k gelen hacimde stok ¢ézeltiler vezin kaplari na

otomatik pipetlerle aktari Idi ve toplam hacim tampon ¢6zelti (0,01 M*li k pH:7,4)ile 2,5
ml'ye tamamlandi . Daha sonra her bir vezin kabl na 2,5 ml linoleik asit emulsiyonu ilave
edildi. Kontrol olarak da 2,5 ml tampon ¢6zelti ve 2,5 ml linoleik asit emdlsiyonu kullani Idi .
Gnkiibasyon 370C"de ve karanli kta gercekleGtirildi. Her 12 saatte bir vezin

kaplari ndan 100"er pl ali narak 4,7 ml etanol bulunan deney tiplerine konuldu ve

si rasi yla 100 pl Fe+2 ¢ozeltisi ve 100 pl SCN c¢ozeltisi ilave edildi.
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Kér numune ise 4,8 ml etanole 100 pl Fe+2 ¢dzeltisi ve 100 pl NH4SCN ¢ozeltisi ilave
edilerek hazi rlandi . Numunelerin 500 nm“deki absorbanslari  kore karGi  okundu.

Gnkiibasyon iGlemine kontrol maksimum absorbansa ulaGti § noktadan sonra son verildi.

3.3. Deneyde Kullani lan Kani n Temini

Gnsan kani  Atatirk Universitesi i p Fakiiltesi Hastanesi, Kan Merkezi"nden taze olarak

temin edildi. Deneylerde kullani I ncaya kadar +40C"de muhafaza edildi.

3.4. Enzim SaflaGti rma Cali Gmalari

3.4.1. CA enzim hemolizati ni n hazl rlanmasi

Al nan taze kan santriflj tiplerine doldurularak, 15 dakika boyunca 2500xg"de santrifuj
edildi. Santrifijden ¢ kari lan tUplerin st ki smi1 nda kalan plazma ve |6kosit tabakasi
damlal kla dikkatli bir Gekilde ali narak, tiplerin alti nda kalan eritrosit peleti 0,154 M
NaCl ¢ozeltisi (izotonik) ile Gg defayi1 kandi . Her defasi nda 2500xg“de 15 dakika

santrifuj edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin yaklaGi k5 kati kadar buzlu su ile

hemolize.

Hemolizat icerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlart ni uzaklaGti rmak icin +4o0C"de
20.000xg"de 30 dakika santrifij yapi Idi . Ustki si mdaki hemolizat damlali kla dikkatli bir
Gekilde ali ndi ktan sonra sonraki cali Gmalarda kullani Imak tzere +40C"de muhafaza

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

3.4.2. CA enziminin afinite kromatografisi ile saflaGti r1 Imasi ylailgili cali Gmalar

3.4.2.a. Sepharose-4B-L-Tirozin afinite jelinin hazi rlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktifleGtirilmiG Sepharose-4B matriksi Gzerinde hazi rlandi . Bu
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kolon materyaline L-Tirozin kovalent olarak taki Idi . Daha sonra silfanilamit
diazollanarak tirozine kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti  kolunu,

sulfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan ki smi ni oluGturmaktadi r.

Sulfanilamit, karbonik anhidrazi n spesifik bir inhibitéru olup, afinite jelinin yapi si na
girerek sdz konusu enzimin yiksek oranda saflaGti ri Imasi amaci yla kullani Idi (Soyut

2006). Afinite jeliaGagi daki prosedure gore hazi rlandi :

CNBr ile aktifleGtirilmiG sepharose-4B'ye Tirozin taki Imasi : CNBr ile
aktifleGtirilmiG Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO3 tamponu (pH: 10) ile
yl kanarak bir behere aktari Idi . Ayni tamponun 20 ml"sinde 80 mg tirozin ¢6zinmuG

soguk ¢ozelti behere ilave edilerek kari Gti i Idi .

Y1 kama, tirozin ¢ozeltisi ilavesi ve bagetle kari Gt rmani n, 90 saniyeden az bir sirede tamamlandi gi
g6zlendi ve bundan sonra siispansiyon, 4o C'de 2 saat streyle manyetik

kart Gt ri o dakar Gti ri Idi ve 16 saat boyunca 4 C'de bekletildi. Bu sirenin bitiminde

yI kama suyu 280 nm"de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yi kanarak boylece

reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaGti ri Idi .Y kama 100 ml 0,2 M NaHCO3

tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak tirozin taki I jel, ayni tamponun 40 ml'siicine ali ndi .

Sulfanilamit kenetlendirilmesi: 25 mg sulfanilamit, 0 “Ccivari nda 10 ml, 1 M HC

icinde ¢6zuldu ve icerisinde 75 mg NaNO2 bulunan 0o C"deki 5 ml ¢ozelti, sulfanilamid

¢Ozeltisine damla damla kati Idi . 10 dakikali k reaksiyondan sonra diazolanmi G bulunan
sulfanilamit 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin stispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile

pH: 9,5%a ¢1 kari larak sabit tutularak 3 saat sureyle oda si cakh g1 ndayavaGecakari Gt r Idi .
Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4) tamponuyla yi1 kandi . Sonra

da Uzerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi (Séyut 2006). TiUm

basamaktaki reaksiyonlari naci k formulleri gekil 3.1"de gosterildi.
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3.4.2.b. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazi rlanan jel dengeleme tamponu (Tris-HCl, pH:7,8) icine ali narak jel sispanse

edilerek ve su trombu kullani larak vakum ile havasi ali ndi . Sispanse edilmiG jel, 1x10
cm'lik kapali  sistemden oluGan sogutmali  kolona paketlendi. Jel ¢cdktikten sonra
peristaltik pompa yardi mi ylayl kama ve dengeleme tamponuileyr kandi . Kolonun
dengelenmiG oldugu eluat ile tamponun 280 nm"de absorbanslari ni nve pH"lari ni n

eGitlenmesinden anlaGi Idi .

3.4.2.c. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eltisyonu

Kati Trisile pH"si 8,7"ye ayarlanmi G olan hemolizat kolona tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCI/22 mM Na2S04 (pH:8,7) ¢ozeltisi ile y1 kandi . Boylece CA enzimi
kolona tutunmuG ve diger safsi zh klar uzaklaGti 1 Imi G oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM
Na2HPO4 (pH:6,3) tamponu tatbik edilerek HCA-I enzimi daha sonra 0,1 M

NaCH3C00/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip HCA-II enzimi elte

edildi. Fraksiyon toplayr c1 yardi mi yla elGatlar 5"er ml halinde tiplere ali ndi ve 280
nm"deki absorbanslari na baki Idi . Peristaltik pompa vasi tasi yla kolonun aki G hi z

ml/saat"e ayarlandi .

3.5. CA Enzim Aktivitesi Tayini

3.5.1. Hidrataz aktivitesi

Hidrataz aktivitesi yontemi modifiye edilmiG Wilbur-Anderson yontemidir (1948).

CO2"nin hidrasyonu sonucu a¢i ga ¢ kan H+ iyonundan ileri gelen pH degiGiminin brom
timol mavisi indikatoru ile belirlenip, gegen surenin dlglilmesi esasi na dayani r (Rickli et
al. 1964). Bunun icin kor olarak hazi rlanan tipe 1ml 0,025 M veronal tamponu

(pH:8,2), 0,1 ml % 0,04"lik brom timol mavisi, 0,6 ml saf su ve 2,5 ml CO2 ¢ozeltisi

ilave edildi. Bdylece aktivite 6lcim ortami nda toplam hacim 4,2 ml oldu.

20
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Daha sonra bir kronometre yardi mi yla CO2 ¢6zeltisi kati Idi §1 andan itibaren indikatérin
mavi renginin sari msi  yeGile doniGmesi (pH:6,3) icin gecen sure belirlendi (to). Numune
tUpune ise sudan 0,05 ml azaltarak bunun yerine enzim cozeltisi ilave edildi ve yine en

son olarak CO2 ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatériin mavi renginin sari msi  yeGile

dénuGmesi (pH:6,3) icin gegen suire bir kronometre vasi tasi yla belirlendi (tc).

Bu yonteme gore CA aktivitesi icin bir enzim Unitesi (EU) enzimsiz olarak meydana

gelen CO2 hidratasyonu suresini yari ya indiren enzim miktari olarak tani mlanmaktadi r.

formaltne gore kullani lan enzim ¢ézeltisi hacmi icin enzim Unitesi hesaplandi  (Maren
1960). Hemolizat, saf enzim ¢6zeltisi ve inhibisyon ¢cali Gmalari nda aktivite tayininde
ayni iGlemler uygulandi . Kinetik ve inhibisyon ¢ali Gmalari icin esteraz aktivite yontemi

uygulandr .

3.5.2. Esteraz aktivitesi

Bu yontem, karbonik anhidrazi n esteraz aktivitisine sahip olmasi esasi na
dayanmaktadi r. Metodun prensibi ki saca Goéyledir; karbonik anhidraz enzimi substrat
olarak kullani lan p-nitrofenilasetati 348 nm“de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p

nitrofenolata hidroliz etmektedir. Reaksiyon mekanizmasi aGagi da verildigi gibidir.
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i 0
OZNOOC-CHB * H20 "‘““Zn@AH * CH3COOH

p-Nitrof enil asetat p-Nitrof enol

gekil 3.2. p-Nitrofenilasetati n p-nitrofenole dénUGUm mekanizmasi

348 nm"de p-nitrofenol ve p-nitrofenolat"i n her ikisi ayni absorbansi gdstermektedir. Bu yuzden fenol
grubundaki H+ iyonunun ayri Gi p ayrt Gmamasi 06lcimu etkilememektedir
(Armstrong et al. 1966; Verpoorte and Mehta 1967). Bu dalga boyunda p

nitrofenilasetati n ¢ok az absorbsiyonu oldugundan, kér olarak kullani Imaktadi r.

3 ml'lik kuvarz kuvetler kullani larak élcllen aktivite tayini iGlemleri igin reaksiyon

kart G mi ni oluGturan maddelerin ortama kati I msi rasi na gore aGag: daki prosedur

uygulandr .
Kullani lan Maddeler Kontrol Tpui (K&r) (u 1) Numune Tupa
Tris-SO4 (0,05 M, pH:7,4) p- 1400 1400
Nitrofenol asetat 1000 1000
Guvenli su 600 500
Enzim ¢Ozeltisi ) 100
Toplam hacim 3000 300

1 ml"lik kuvarz kivetler kullani larak 6l¢tlen aktivite tayini iGlemleri icin reaksiyon
kart G mi ni oluGturan maddelerin ortama kati I msi rasi nagore ise aGagi daki prosedlr

uygulandi :
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Kullani lan Maddeler Kontrol TGpi (Kér) (u 1) Numune Tipi
Tris-SO4 (0,05 M, pH:7,4) p- 467 467
Nitrofenol asetat 333 333
Guvenli su 200 167
Enzim ¢ozeltisi ) 33
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon kari Gi mi hazi rlandi ktan sonra her 15 saniyede bir absorbans miktari

okundu ve 3 dakika sonundaki 250 C de 348 nm"de absorbansi okunarak absorbans farki

ali ndi . Spektrofotometre, daha dnce enzim yerine saf su konularak elde edilen kari Gi mi n

3 dakika sonundaki absorbansi ilesi fi raayarlandi .

Yapi lan deneylerde kullani lan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi, gunluk olarak

hazi rlandi :27,2 mg ester, 1ml aseton icinde ¢6zulerek hi zli ca kari Gti ri lan 49 ml destile
suya yavaG yavagG ilave edildi. Bu ¢ozelti 3 mM"li k olup, daha deriGigini hazi rlamak,

esterinsi ni rli ¢6zUunurligu dolayl si yla mimkin degildir. Aseton, diger organik
¢6zuculere nispeten hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢éztcu oldugu icin secildi
(Verpoorte et al. 1967). Kinetik cali Gmalar esnasi ndaki aktivite 6lcimleri enzimin

esteraz aktivitesi ile gercekleGtirildi.

3.6. Protein Tayini

3.6.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm“de proteinlerin yapi si nda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gdstermesi esasi na dayanmaktadi r (Segel 1968). Bu metot

yardi mi yla kromatografi iGlemlerinde fraksiyon toplayr ¢ si yardi mi yla eGit hacimde
ali nan butdn fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapi Idi . Fraksiyonlar kuvarz

kivetlere ali narak, absorbanslari spektrofotometrede kére karGi  okundu.
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3.6.2. Kantitatif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflaGti 1 lan enzim ¢6zeltisindeki ve hemolizattaki protein
miktarlari  bu yéntemle belirlendi. Bu ydntem, proteine Coomassie Brillant Blue G

250"nin baglanmasi esasi na dayani r. OluGan kompleks 595 nm"de maksimum absorbans
gOsterir. Proteine boyani n baglanmasi ¢ok hi zli geliGir. Protein-boya kompleksi
gozeltilerde uzun sure kali r. Bu yéntemin hassasiyeti 1-100 g arasi ndadi f(Bradford

1976).

Tayin iGlemlerinde Gu prosedur takip edildi: 1 ml"sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
si g ralbimin ¢dzeltisinden tiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 ve 100 [ ali ndi .
Saf su ile tim tuplerin hacmi 0,1 ml"ye tamamlanarak 5 ml renklendirme reaktifi tiiplere
ilave edilip vorteks ile kart Gti ri Idi . 10 dakika sonra 595 nm"de 3 ml"lik kiivetlerde kére

karGi absorbans degerleri okundu.

Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden oluGan kart Gi m
kullani larak absorbans degerlerine karGi |1k gelen g proteinudegerleri standart grafik
haline getirildi. Protein tayini yapi lacak numuneler icin ayni yéntem uygulandi ve

standart grafikten miktar tayini yapi Idi .

3.7. CA Enzimi Ggin Yapi lan Kinetik Cali Gmalar

3.7.1. Enzim icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi ileilgili cali Gmalar

Gnsan kani ndan saflaGti 1 lan CA enziminin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi icin en
az 5 farkli substrat konsantrasyonu kullani larak optimum Gartlarda aktivite 6lcimu
yap! Idi . Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten Km ve Vmax degerleri

hesaplandi .
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3.8. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Enzim Safli @i ni n Kontrolu

hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri saflaGti i Idi ktan sonra %3-10 kesikli sodyum
dodesilsulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) metodu yapi larak saflaGti 1 lan

enzimlerin safli k dereceleri kontrol edildi (Laemmli 1970).

Ornekler jele yiiklenmeden &nce %1 SDS ve %10"luk 2-merkaptoetanol ile muamele
edilerek daha sonra 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez plakalari
once su, sonra alkol ile iyice yi1 kandi . Plakalari birleGtiren mikalara vazelin ince tabaka halinde

stirildi. Gki cam plaka birbiri Gstiine konulup ve ki skaclarla tutturulup jel

hazi rlama cihazi na konuldu.

Cam plakalari nalti agar dokulerek kapati Idi . Ay rma jelihazi rlandi ktan sonra enjektérle
plakalar arasi na ilave edildi. Dizgun jel ylzeyi oluGturmak amaci yla %0,1"lik SDS ile

ince bir tabaka oluGturuldu ve kati laGmasi icin 15 dk bekletildi. Daha sonrayi gma jeli

yuzeye kadar ilave edildi ve Gzerine numunelerin yerleGtirilebilmesi icin kuyular

oluGturacak tarak yerleGtirildi. Daha sonra tarak dikkatlice ¢i kari Idi ve plakalar

elektroforez tanki na yerlestirildi.

Tanka yuritme tamponu ilave edildi, hazi rlanan drnekler jeldeki yerlerine enjektorle
tatbik edildi. Anot ve katot ayarlandi ktan sonrayari m saat 80 voltta daha sonra 2 saat
120 voltta yuratme yapi Idi . Jel cam plakalar arasi ndan dikkatlice ¢i kar1 larak daha sonra

jele boyama yapi larak bantlar tespit edildi (Coban et al. 2008).

Ayl rma jeli GOyle hazi rlandi :5ml 1 M Tris-HCI pH: 8,8, 4,4 ml %30"luk akrilamit-
%0,8 bisakrilamit, 0,2 ml %0, 1'lik SDS, 0,13 ml %5'lik TEMED (N,N, N',N'-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf sukari Gti ri Idi .Bukari GI mi n Uzerine en son

olarak 0,27 ml %5"lik PER [amonyum persulfat, (NH4)2S208] eklendi.
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Y1 gma jeli Goyle hazi rlandi : 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH: 6,8, 0,44 ml %30"luk
Akrilamit-2%0,8 bisakrilamit, 0,03 ml % 0,1"lik SDS, 0,03 ml % 5"lik TEMED ve 2,45

ml saf sukart Gti ri Idi .Bukart Gi mi n lzerine en son olarak 0,07 ml %5"lik PER eklendi.

3.9. hCA-I ve hCA-II Gzoenzimleri Aktiviteleri Uzerine Fenolik Dogal BileGiklerin

Etkilerinin Belirlenmesi

Yukari da verilen fenolik dogal bileGiklerin, saflaGti ri lacak olan CA izoenzimleri Gzerindeki
etkisi araGti ri Idi . Olciimler hem hidrataz hem de esteraz aktivite tayin

yontemleriyle yapi Idi . Daha sonra I50 ve Ki degerleri bulunarak inhibisyon turleri

belirlendi.
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4. ARAGTIRMA BULGULARI

4.1. Antioksidan AraGti rma Bulgulari

4.1.1. Fe3+ - Fe2+ indirgeme kuvveti bulgulari

Antioksidan cali Gmalarda kullani lan bu biyoanalitik metotta, test ¢dzeltisinin sari  rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolayr farkli
tonlardaki yeGil rengine déniGmektedir (Guilgin 2006a; Gulgin et al. 2006a). Cali Gmada
kullani lan dogal fenolik bileGiklerin indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile dogru
oranti I olarak artmaktadi r. Fenoliklerin indirgeme potansiyelleri farkh
konsantrasyonlardaki (10-30 py g/ml) ¢6zeltilerinin 700 nm“deki absorbanslar  dlctlerek

belirlendi (§ekil 4.1).

2.000
—— VARDI
=—{J— BHT
1.500 —— tokoferol
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gekil 4.1. Farkli  konsantrasyonlardaki (10-30 p g/ml) dogal fenolik dogal bileGiklerin ferrik
iyonlari ni (Fe3+) indirgeme kuvvetinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol
ve troloks ile karGi laGti rmasi
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Fenolik bileGiklerin ferrik iyonlari ni  (Fe3+) ferréz iyonlari na (Fe2+) indirgeme kapasitesi
grafigi cizildikten sonra (gekil 4.1) her bir standart antioksidan ve fenolik bileGik i¢in 20
M g/ml'ye karGi I k gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1"de verilerek birbirleriyle

mukayese edildi.

Bu konsantrasyonda fenolik bileGikler ve standart antioksidanlari n ferrik iyonlari ni
(Fe3+) indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle karGi laGti ri Imalari : Apomorfin > BHA >
BHT > troloks > -Tokoferol > Timol > Himik asit Geklinde oldugu belirlendi. Ayri ca
cizelge 4.1"de g0sterilen yuksek absorbans degerleri yiksek indirgeme kapasitesini

gostermektedir.

4.1.2. Kuprik iyonlari ni (Cu2+) kupréz iyonlart na (Cu+ ) indirgeme kuvveti

(Kuprak metodu) bulgulari

Dogal fenolik ¢ozeltilerinin kuprik iyonlari ni (Cu2+) indirgeme kapasitesi, ¢ozeltilerin
konsantrasyonu ile dogru oranti |1 olarak artmaktadi r. Fenoliklerin kuprik iyonlari ni
(Cu2+) indirgeme kapasitesi farkli  konsantrasyondaki (10-30 p g/ml) ¢ézeltilerinin 450
nm“deki absorbanslari 6lculerek belirlendi (gekil 4.2). Fenolik ¢dzeltilerinin ve standart
antioksidanlari n kuprik iyonlari ni (Cu2+) indirgeme grafigi cizildikten sonra (gekil 4.2)
her bir standart ve fenolik bileGik i¢in 20 p g/ml*ye karGi I k gelen absorbans degerleri

Cizelge 4.1"de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.
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gekil 4.2. Fenoliklerin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 p g/ml) kuprik iyonlari ni (Cu2+)
indirgeme kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol ve troloks ile
karGi laGti rmasi

20 p g/ml konsantrasyonunda fenolik bileGiklerin ve standart antioksidanlari n kuprik

iyonlart ni (Cu2+) indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle karGi laGti rn Imalart : Apomorfin >

BHA > BHT > Timol > -Tokogterol > Troloks > Himik asit.

4.1.3. Ferrik iyonlari ni (Fe3+) ferroz iyonlari na (Fe2+) indirgeme kuvveti (FRAP

metodu) bulgulari

FRAP metodu elektron vererek antioksidan aktivite gdsteren bir metottur. Bu metotta ferrik
iyonlari (Fe3+) ferréz iyonlari na (Fe2+) indirgenir. OluGan ferrdz (Fe2+) iyonlari ise
Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir kompleks oluGtur. Bu mavi renkli bir

kompleks ise 593 nm"de maksimum absorbans gdsterir. Fenolik bileGiklerin FRAP metoduna
gore ferrik iyonlari  (Fe3+) ferrdz iyonlari na (Fe2+) indirgeme kapasitesi,

konsantrasyon ile dogru oranti I olarak artti g1 bulundu (gekil 4.3).
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gekil 4.3. Farkh konsantrasyonlardaki (10-30 p g/ml) fenolik dogal bileGiklerin ferrik iyonlari ni
(Fe3+) indirgeme kuvvetlerinin (FRAP) birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol ve
troloks ile karGi laGti rmasi

Dogal fenolik bileGik ¢ozeltilerinin ferrik iyonlari ni  (Fe3+) ferréz iyonlari na (Fe2+)
indirgeme kapasitesi grafigi cizildikten sonra (gekil 4.3) her bir standart ve fenolik
bileGik icin 20 p g/ml"ye karGi I k gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1"de verilerek

birbirleriyle mukayese edildi.

20 p g/ml konsantrasyonunda fenoliklerin ve standart antioksidanlari n ferrik iyonlari ni
(Fe3+) indirgeme kuvvetlerinin birbirleriyle karGi laGti ri Imalari : BHA > Apomorfin >
Troloks > -Tokoferol > BHT > Timol > Humik asit. Ayri ca Cizelge 4.1"de yuksek

absorbans degerleri yiksek indirgeme kapasitesini gostermektedir.
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Cizelge 4.1. 20 p g/ml konsantrasyonunda fenolik dogal bileGiklerin ferrik iyonlari ni (Fe3+) ve
kuprik (Cu2+)iyonlari ni indirgeme kapasitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT,

a-tokoferol ve troloks ile karGr laGti rmalari

Antioksidanlar Absorbanlar Absorbanlar Absorbanlar
(700 nm) (593 nm) (450 nm)
VARDI 1.858 2.368 0,703
BHT 1.457 1.600 0,639
q-Tokoferol 1.026 1.963 0,489
Trolloc 1.350 2.169 0,478
apomorfin 2.055 2.216 0,749
timol 0,413 1.379 0,501
HGmik Asit 0,197 0,686 0,181

4.1.4. Bipiridil reaktifi ile metal Gelatlama aktivitesi bulgular

Fe2+ Gelatlama aktivitesi Re ve arkadaGlari ni n belirledigi metoda gére yapi Idi . 0,25 ml
FeS04 ¢ozeltisi (2 mM), 0,120 ml fenolik dogal bileGik ¢ozeltisi, 1 ml Tris-HCI
tamponu (pH:7,4) 1,5 ml bipiridil ¢dzeltisi (%0,2"lik 0,2M HCl icerisinde), 2,5 ml

etanol ve 0,630 ml saf su iceren numunenin absorbansi 522 nm“de 6lculda.

Fenolik dogal bileGiklerin ve standart antioksidanlari n metal Gelatlama aktiviteleri
bipiridil kullani larak belirlendi. Bu tayinde konsantrasyona baglh bir arti G gézlenmedi 30

M g/ml konsantrasyonlari nakarGi I k gelen metal Gelatlama yuzdeleri gekil 4.4"da verildi.
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gekil 4.4. Fenolik dogal bileGiklerin (30 p g/ml) bipiridil reaktifi ile metal Gelatlama aktivitesinin
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karGi laGti rmasi

Ayni konsantrasyonda (30 p g/ml) apomorfin, timol ve humik asitin ve kullani lan
standart antioksidan molekuller bipiridil metal iyonlari ni Gelatlama aktivitelerinin
birbirleriyle karGi laGti i Imalari a-Tokoferol > Apomorfin > BHT > Timol > BHA >

Humik asit > Troloks Geklinde oldugu g6zlendi.
4.1.5. Ferroz iyonlart (Fe2+) Gelatlama aktivitesi bulgulari

Metal Gelatlama aktivitesinde azalan absorbans ferrozin baglanmadan 6nce metal
iyonlari ni n Gelatlandi g1 ni gosterir. gelatlanan metal iyonu miktari aGagi da verilen

denklemden ylzde olarak hesaplandi .

A 3.
Ferroz iyonlarl (Fe) selatlama aktivitesi(%) —[M)xmo

Z‘ 562-K

Formdlde verilen 3 562-K degeri ortamda sadece kompleks oluGturan maddeler olan
ferrozin ve Fe+2 iyonlari ni nvarli g1 ndaki kontrol numunesinin absorbans degeridjr. 562-

N iSe su veya etanol ekstrelerinin ya da ¢cali Gmada kullani lan standart antioksidanlari n

absorbans degeridir (Gulcin et al. 2004b).
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gekil 4.5. Fenolik dogal bileGiklerin farkli konsantrasyonlardaki (10-20 y g/ml) metal iyonlari ni
Gelatlama aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokaferol ve troloks ile
karGr laGti rmasi

Fenolik bileGiklerin metal iyonlari ni1  Gelatlama aktivitesi grafigi ¢izildikten sonra (gekil
4.5) her bir standart ve dogal fenolik bileGik icin ayri ayri  IC50 degerleri hesaplandi

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki fenolik dogal bileGiklerin ferréz iyonlari ni n (Fe2+)
Gelatlama aktivitelerinin IC50 degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a tokoferol
ve troloks ile karGi laGti rmalari

Standartlar ve fenolik bileGikler [IC501] (u g/ml)
VARDI 24,57
BHT 28,87
q.-Tokoferol 20,02
Trolloc 22,64
apomorfin 16,00
timol 35,17

Hamik Asit 29,09
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Fenolik bileGikler ve kullani lan standart antioksidan molekiller si rasi yla Gu Gekilde ferréz

iyonlari ni (Fe2+) Gelatlama aktivitesi sergilediler: Apomorfin > -Tokoferol >

Troloks > BHA > BHT > HUmik asit > Timol.

4.1.6. Stperoksit radikal giderme aktivitesi bulgulari

Fenolik bileGiklerin stiperoksit anyon radikalleri giderme aktiviteleri riboflavin /
metiyonin /1 GiI k metoduna gore yapi Idi . Ortamdan giderilen stiperoksit anyon radikalleri

aGagi da verilen denklemden ylUzde olarak hesaplandi .

. A —A
O giderme aktivitesi (%) =(56°4}16°K]x 100
60-Bin

Formdlde verilen 3 s¢0« kontrol niimunesinin absorbans degeridir. 560-N ise cali Gmada

kullani lan antioksidan numunelerin absorbans degeridir (Gul¢in et al. 2004b).
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gekil 4.6. Farkli  konsantrasyonlardaki fenolik bileGik ¢6zeltilerinin (10-30 g/mj) siperoksit
anyon radikalleri giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol
ve troloks ile karGi laGti rmasi
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Fenolik bileGiklerin stiperoksit radikali giderme aktivitesi grafigi cizildikten sonra (gekil

4.6) her bir standart ve fenolik icin ayri ayri IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli  konsantrasyonlardaki fenolik bileGikler ve standart antioksidanlari n siperoksit
anyon radikalleri giderme aktivitelerinde IC50 degerleri

Antioksidanlar [IC501] (u g/ml)
VARDI 34,47
BHT 20,62
a-Tokoferol 16,90
Trolloc 29,74
apomorfin 29,11
timol 26,45
HUmik asit 40,52

Fenolik bileGikler ve kullani lan standart antioksidanlar si rasi yla Gu Gekilde sUperoksit
anyon radikalleri giderme aktivitesi sergilediler: a-Tokoferol > BHT > Timol >

Apomorfin > Troloks > BHA > Humik asit.

4.1.7. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgulan

Fenolik bileGikler ve cali Gmada kullani lan BHA, BHT, -tokoferol ve tréfoks gibi
standart antioksidan bileGiklerin DPPH radikali giderme aktivite tayini icin 6ncelikle standart grafik

oluGturuldu (r2 : 0,9966, gekil 4.7).

DPPH radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH radikal miktari

standart grafikten elde edilen ve aGagi da verilen denklemden hesaplandi .

Absorbanlar (A, ) 6:0026x [DPPH ]
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DPPH radikali ile ilgili hesaplamalar aGagi daki eGitlige gore yapi Idi .

DPPH giderme aktivitesi (%) 1-—( ij 100

17-bin

Burada ) :,, DPPH radikal cozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans
degeri, S47-K ise sadece DPPH radikal ¢ézeltisi iceren kontrol degerinin absorbans

degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullani Idi .

2,5 /4
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1
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Konsantrasyon (u g/ml)

gekil 4.7. DPPH radikal giderme aktivitesi tayini icin hazi rlanan standart DPPH grafigi

Fenolik bileGik ¢6zeltilerinin DPPH radikali giderme aktivitesi gekil 4.8' da géruldugu

gibi konsantrasyon ile dogru oranti I olarak artmaktadi r.
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gekil 4.8. Fenolik bileGiklerin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 py g/ml) DPPH radikali giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol ve troloks ile
karGi laGti rmasi

Fenolik bileGik ¢ézeltilerinin DPPH radikali giderme aktivitesi cizildikten sonra (gekil
4.8) her bir standart ve fenolik bileGik icin ayri ayri IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge

4.4).

Cizelge 4.4. Fenolik bileGiklerin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin IC50 degerlerinin
birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol ve troloks ile karGi laGti rmasi

Antioksidanlar [IC50 ] (u g/ml)
VARDI 65,37
BHT 80,00
o.-Tokoferol 69,30
Trolloc 66,63
apomorfin 67,28
timol 44,55

Hamik asit 58,23
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Fenolik bileGikler ve kullani lan standart antioksidan molekuller si rasi yla Gu Gekilde
DPPH serbest radikali giderme aktivitesi sergilediler: Timol > Himik asit > Troloks >

BHA > -Tokoferol > Apomorfin > BHT
4.1.8. ABTS serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS«+ giderme aktivitesi de sulu

kari GI mlar n, iceceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderme aktivitelerinde
st kli kla kullani Imaktadi r (Miller et al. 1996; Gul¢in et al. 2007a). Bunun i¢in 6ncellikle
ABTS"den ABTS++"nin oluGturulmasi gerekmektedir. ABTS"nin kimyasal yapt si gekil

4.9 “de gorulmektedir. Bu amacla bir erlen icerisinde 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat tamponu
icerisinde 2 mM"li k ABTS ¢6zeltisi hazi rlandi . Daha sonra bu ¢ozeltiye 2,45 mM"li k

potasyum persulfat ilave edildi (Gulgin 2007).

Erlenin di G ylzeyi aluminyum folyo ile kaplandi . Manyetik kari Gt 1 ¢ ile oda
si cakli g1 nda 12 saat boyunca kari Gti i Idi . Cdzelti hazi rlandi ktan sonra 734 nm"deki

absorbans degeri 0.750+0.025 olacak Gekilde tampon ¢Ozelti ile seyreltildi.

(|:H2CH3 ?HZCH3

SO~

H4NO3S SO3NH4

gekil 4.9. ABTS" nin aci k kimyasal yapi si

Bu aGamadan sonra fenolik asitlerle cali Gmada kullani lan BHA, BHT, -tokoferakve

troloks gibi standart antioksidan bileGiklerin ABTS++ giderme aktiviteleri tayini icin dncelikle
standart grafik oluGturuldu (r2 :0,9688, gekil 4.10). ABTS++ giderme aktivitesi tayininden sonra
geriye kalan ABTS++ miktari standart grafikten elde edilen ve aGag! da

da verilen denklemden hesaplandi .
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Absorbanlar (4,5,,,) 9,001 X [ABTS ]**

ABTS++ giderme ile ilgili hesaplamalar aGag! daki eGitlige gore yapi Idi .

ABTS Giderme (%) 1- =[ M]xmo

34-bin

Burada A73an ABTSe+ ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri, ise sadece
A73ax ABTS+ cOzeltisi iceren kontrol degerinin absorbansi ni ifade eder.

Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullani Idi (gekil 4.11).
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gekil 4.10. ABTS-+ giderme aktivitesi tayininde kullani lan ABTS++ icin hazi rlanan standart grafik
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gekil 4.11. Farkl  konsantrasyonlardaki fenolik bileGiklerin (10-30 gdml) ABTS*+ giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokofegpl ve troloks ile
karGi laGti rmasi

Fenolik bileGik ¢6zeltilerinin ABTS++ radikali giderme aktivitesi cizildikten sonra (gekil
4.11) herbir standart ve fenolik bileGik icin ayri ayri  IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge

4.5).

Cizelge 4.5. Farkli  konsantrasyonlardaki fenolik bileGiklerin ABTS«+ giderme aktivitesinde
IC50 degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -takoferol ve troloks ile
karGi laGti rmalari

Antioksidanlar [IC50] (u g/ml)
VARDI 14,37
BHT 16,85
o.-Tokoferol 33,47
Trolloc 21,60
apomorfin 17,85
timol 14,06

Hamik asit 26,25
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Fenolik bileGikler ve kullani lan standart antioksidan molekuller si rasi yla Gu Gekilde
ABTS-+ giderme aktivitesi sergilediler: Timol > BHA > BHT > Apomorfin > Troloks >

Humik asit > -Todtoferol.

4.1.9. DMPD serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

Cali Gmalarda kullani lan fenolik bileGik ¢ozeltileri, BHA ve troloks gibi standart antioksidan
bileGiklerin DMPD-+ giderme aktiviteleri tayini icin déncelikle standart

2
grafik hazi rlandi (r :0.9725, gekil 4.12).

DMPD-++ giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DMPD++ miktari standart

grafikten elde edilen ve aGagi da verilen denklemden hesaplandi .

Absorbanlar (A, ) 80008 x [DMPD ]

DMPDe++ miktari ndaki azalma ylzde olarak aGagi da verilen eGitlikten bulundu.

w Asps
[DMPD ] giderme aktivitesi (%) 1 =| —— — [x 100

505-bin

Burada Asosk, DMPDe+ ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri, ise sadece
As05k DMPDe+ ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansi ni ifade eder.

Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullani Idi1 (gekil 4.13).
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gekil 4.12. DMPD-+ giderme aktivitesi tayini icin hazi rlanan standart grafik

Fenolik bileGik ¢ozeltilerinin DMPD++ giderme aktivitesi gekil 4.13' te gorildugu gibi

konsantrasyon ile dogru oranti i olarak artmaktadi r.
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gekil 4.13. Fenolik bileGiklerin farkli konsantrasyonlardaki (10-30,g/ml) DMPD-++ giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile
karGi laGti rmasi
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Fenolik bileGiklerin DMPD-+ radikali giderme aktivitesi ¢izildikten sonra (gekil 4.13)

her bir fenolik bileGik ve standart icin ayri ayri IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Fenolik bileGiklerin DMPD-+ giderme aktivitelerinin IC50 degerlerinin birer standart
antioksidan olan BHA ve troloks ile karGi laGti rmalari

Antioksidanlar [IC50 ] (u g/ml)
VARDI 26,34
Trolloc 12,13
apomorfin 20,68
timol 17,32
Hamik asit 50,58

Fenolik bileGikler ve kullani lan standart antioksidan molekuller si rasi yla Gu Gekilde

DMPD-+ giderme aktivitesi sergilediler: Troloks > Timol > Apomorfin > BHA > Himik

asit.

Anlati lan antioksidan metotlarda grafiklerdeki tstel denklemler kullani larak IC50

degerleri hesaplandi .

4.1.10. Total Antioksidan aktivitesi bulgular

Dogal fenolik bileGiklerin total antioksidan aktivitesi “Tiosiyanat Metoduna” gére

belirlendi. Bu metotta linoleik asit emulsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu oluGan peroksitler ferréz
iyonlart ni (Fe2+) ferik iyonlari na (Fe3+) yUkseltger. Daha sonra yukseltgenen ferrik iyonlari  (Fe3+)
tiyosiyanat (SCN- ) ile Fe(SCN)2+ kompleksi oluGur.

OluGan bu kompleksin ise spektrofotometrik olarak 500 nm"de maksimum absorbans

goOstermesi esasi na dayani r. Yuksek absorbans, peroksidasiyon sonucu oluGan peroksit

miktari ni nfazlali g ni gosterir. Total antioksidan aktivite her bir fenolik bileGik i¢in 10-

30 pg/ml konsantrasyonlari ndaki emulsiyonunun etanoldeki ¢zeltisinin 500 nm“deki

absorbansi 6lcllerek belirlenmiGtir (gekil 4.14, 4.15, 4.16).
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gekillerde de goruldigu gibi antioksidan aktivite, fenolik bileGiklerin artan miktari ile
dogru oranti I olarak artmi Gt r. Dogal fenolik bileGikler ile standart antioksidan

molekdllerin 500 nm"deki absorbanslari ayni Gekilde 6lciImuGtar.

Dogal fenolik bileGiklerin ve standart antioksidanlari n linoleik asit emulsiyonunun

peroksidasyonu inhibe etme miktari ylzde olarak aGagi da verilen eGitlikten bulundu.

Lipit peroksidasyonun inhibisyonu (%) 1—[ —;Lsﬂjx 100

500-bin

Burada A500-N, numune veya standart antioksidanlari n linoleik asit emdlsiyonunun
peroksidasyonu i¢in bulunan absorbans degeri, 500-K isdvinoleik asit emulsiyonunun

peroksidasyonu icin bulunan absorbans degeri ifade eder. Pozitif kontrol olarak a

tokoferol ve troloks kullani Idi

2
—0o— Kontrol
—<— a-Tokoferol-30 p g/ml
157 —@— Troloks-30 p g/ml

- —X— Apomorfin-30-ug/ml

—O— Apomorfin-10 p g/ml
—&— Apomorfin-20-ug/ml /
1 Sy

0,5 7
‘éféj —— ==
0 ‘5,( X ol T T T 1
0 12 24 36 48 60 72

Gnkubasyon sresi (h)

gekil 4.14. Apomorfinin (10-30 p g/ml) total antioksidan aktivitesinin ayni  konsantrasyondaki

standart antioksidan olan -tokoferol ve troloks ile k&&GI laGti rmasi
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2 \o
—o— Kontrol
—{— a-Tokoferol-30 p g/ml

157 —— Troloks-30 p g/ml
—>»— Timol-10 p g/ml
—¥— Timol-20-p g/ml
—O— Timol-30-p g/ml

- 05

0 T T T 1
0 12 24 36 48 60 72

Gnkibasyon siresi (h)

gekil 4.15. Timolun (10- 30 py g/ml) total antioksidan aktivitesinin ayni
konsantrasyondaki standart antioksidan olam -tokoferol ve troloks ile karGi laGti rmasi

—o— Kontrol

—{0— a-Tokoferol-30 p g/ml

1,5 Ao
—— Troloks-30 p g/ml

—>— Humik asit-10 y g/ml /ZI
1 s —¥— HUmik Asit-20-p g/ml

—O— Hiimik Asit-30-u g/ml ///

0 12 24 36 48 60 72

Gnkibasyon Siresi (h)

gekil 4.16. Humik asitin (10-30 y g/ml) total antioksidan aktivitesinin ayni
konsantrasyondaki standart antioksidan olam -tokoferol ve troloks ile karGi laGti rmasi
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Dogal fenolik bileGiklerin, total antioksidan aktivite bulgulari sonucu elde edilen lipit
peroksidasyon inhibisyon (%) degerlerine gore 30 p g/ml ve 60. saate karGi I k gelen %

giderme aktivitesi degerleri hesaplandi (Cizelge 4.7).

Gizelge 4.7. Dogal fenolik bileGiklerin ve standart antioksidanlari n 30 p g/ml ve 60. saate

karGi I k gelen linoleik asit emulsiyonunun peroksidasyonu inhibe etme ylzdeleri
% giderme
Antioksidanlar (30 p g/ml - 60 h)
a-Tokoferol 52,51
Trolloc 93,07
apomorfin 86,51
timol 84,90
Humik asit 74,78

Linoleik asit emulsiyonunun peroksidasyonu inhibe etme miktari himik asit icin %74,9,
timol i¢in %84,9, apomorfin i¢in %86,5 iken troloks icin %93,1 ve -tokoferol igit

%52,5 olarak bulunmuGtur. Buna goére dogal fenolik bileGiklerin total antioksidan

aktivite kapasitesi karGi laGti ri Idi g1 nda: Troloks > Apomorfin > Timol > Himik asit > a

Tokoferol olarak belirlenmiGtir.

4.2. Karbonik Anhidraz Enzimi Gle Glgili Yapi lan Cali Gma Bulgulari

4.2.1. Kantitatif protein tayini icin hazi rlanan standart grafik

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullani Idi (Bradford 1976).
Coomassie Brillant Blue ydntemi icin énce bir standart egri hazi rlandi . Gnsan

kani yla hazi rlanan hemolizat ve saflaGti r1 lan enzim ¢6zeltisindeki protein miktari bu
egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlari gekil 4.17"den elde edilen denklemden

hesaplandi (r2:0,996).
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1,2 -

0,8 -
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0,4 -
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Protein (mg)

gekil 4.17. Coomassie Brillant Blue yontemiile si i r serum albimini kullani larak hazi rlanan
protein tayini icin hazi rlanan standart grafik

4.2.2. hCA-I ve hCA-II Gzoenzimlerinin Afinite Kromatografisi Gle SaflaGti ri Imasi

Sonuglari

Gnsan eritrositlerinden hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri saflaGti rn Imasi ayri ayri yapi Idi .

Kati Trisile pH"s1 8,7"ye ayarlanmi G olan hemolizat kolona yuklendi.

Kolondan 6nce 1 M NaCl/25 mM Na2HPO4 (pH:6,3) tamponu gegirilerek hCA-I enzimi

daha sonra 0,1 M NaCH3C0OO0/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) ¢ozeltisi gegirilerek hCA-II

enzimi elGe edildi. Fraksiyon toplayr ¢ yardi mi yla elUatlar 3"er ml halinde tiplere ali ndi
ve 280 nm"deki absorbanslari na baki Idi . Absorbans gdsteren fraksiyonlar icin CO2
hidrataz aktivitesine baki Idi . Cok sayi dayapi lan saflaGti rma iGlemlerinden birisinin

sonuglari  gekil 4.18' de gosterildi.
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—e— Protein

——0

TUp say! sl

gekil 4.18. Gnsan eritrositlerinden elde edilen hCA-I ve hCA-Il izoenzimlerinin si rasi yla1 M
NaCl/25 mM Na2HPO4 pH:6,3 ve 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO4 pH:5,6 tamponlari yla
elisyonu sonucu yapi lan aktivite-absorbans grafigi (Kolon capi 1,3 cm, jel yiksekligi 40 cm,
elisyon hi zi 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml)

4.2.3. hCA-I ve hCA-II Gzoenzimlerinin Afinite Kromatografisi Gle SaflaGti rma

Basamaklari  Sonuglari

Gnsan kani ndan elde edilen hemolizattan ve saf enzimden 1“er ml numune ali narak

hidrataz aktivitesi ve Coomassie Brillant Blue yontemi ile protein tayini yapi Idi .
Bulunan degerlere gére hemolizati n Sepharose-4B-L-tirozin-sulfanilamit afinite
kolonuna uygulanmasi sonucu kag kat saflaGti rmayapi Idi g1 hesaplandi ve sonuclar

Gizelge 4.8"de gosterildi.
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Cizelge 4.8. Afinite kolonundan insan kani ndan elde edilen enzim hemolizati nda enzim Unitesi,
spesifik aktivite ve hemolizattan saflaGti ri lan hCA-I ve hCA-II enzimlerinin enzim Unitesi,
spesifik aktivite ve saflaGti rma sonuclari

o Toplam : Toplam Toplam Akivite .
(mi) 9 (mg) (AB) (AB/mg) Y
hemolize 144 30 23,55 706.5 4320 6.11 100 1
Sefaroz-4B
L-tirozin CAben 428 6 0,36 2,16 2568 1188,9 59,4 194,5
sulfanilamit

kolon afinitesi
CAII 712 4 0,14 0,56 2848 5085,7 65,9 832,4

senin kromatografi n

4.2.4. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezi sonuglari

Kromatografik iGlemler sonucu insan kani ndan elde edilen hemolizattan saflaGti ri lan
hCA-I ve hCA-Il enzimlerinin safli g ni kontrol etmek amaci yla SDS-poliakrilamit jel
elektroforezi daha 6nce anlati Idi g1 gibiyapi Idi . Standart olarak molektl agr rli g1 belli
olan standart protein marki rlari kullani Idi . SDS-poliakrilamit jel elektroforezine

insandan saflaGti r1 lan izoenzimler tatbik edildi. BelirginleGen protein bantlari ni n

fotografi cekildi (gekil 4.19).
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gekil 4.19. Afinite kromatografisi ile saflaGti 1 lan karbonik anhidraz izoenzimlerinin SDS-
poliakrilamit jel elektroforezi fotografi *a: Standart proteinler (1: 116 kDa B-Galaktozidaz
(E. Coli), 2: 97 kDa fosforilaz (tavGan kasi ), 3: 66 kDa Albumin (si g1 r), 4: 45kDa Albumin
(Ovalbumin), 5: 29 kDa karbonik anhidraz (si g1 r eritrositi), b: hCA-L, c: hCA-II)

4.2.5. hCA-Ive hCA-Il izoenzimleri ile ilgili yapi lan kinetik cali Gmalari n sonuglari

4.2.5.a. Enzim icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi ileilgilicali Gmalari n

sonuclari

Gnsan kani ndan saflaGti ri lan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Km ve Vmax degerlerinin
belirlenmesiicin enaz 5 farkli  substrat konsantrasyonu kullani larak optimum Gartlarda
aktivite 6lcimu yapr Idi . Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek ve bu grafiklerden her bir

izoenzim i¢in Km ve Vmax degerleri hesaplandi (gekil 4.20 ve gekil 4.21).
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0,8
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0,4
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1/ [S] (mM)-1

gekil 4.20. Gnsan eritrositlerinden saflaGti ri lan hCA-I izoenzimi icin cizilen Lineweaver
Burk grafigi

0,72

0,6
0,48
0,36
0,24

0,1

o

0,3 -0,15 0 0,15 0,3 0,45 0,6 0,75
1/[S] (MM)-1

gekil 4.21. Gnsan eritrositlerinden saflaGti i lan hCA-II izoenzimi icin cizilen Lineweaver-
Burk grafigi

Gnsan eritrositlerinden saflaGti ri lan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin Km ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullani larak bulundu. hCA-I izoenzimi i¢in Km 6,82
mM, Vmax ise 7,22 EU/ml.dak olarak hesaplandi . hCA-II izoenzimi icin Km 5,79 mM,
Vmax ise 7,21 EU/ml.dak olarak hesaplandi
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4.2.6. hCA-I ve hCA-Il izoenzimleri aktiviteleri Gzerine dogal fenolik bileGiklerin

etkilerinin belirlenmesiyle ilgili yapi lan ¢ali Gma sonuglari

4.2.6.a. hCA-Tizoenziminin hidrataz aktivitesi Gzerinde inhibisyon etkisi gésteren

dogal fenolik bileGiklerle ilgili sonuglari

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA-I izoenzimi icin 3 farkli  fenolik asitin,
saflaGti ri lan hCA-I izoenzimi Gizerindeki etkisi araGti ri Idi . Olclimler hidrataz aktivite tayin
yontemleriyle yapi Idi . Gnhibisyon etkisi gésteren her bir dogal fenolik

bileGik icin Aktivite(%)-[1] grafikleri cizildi.

Daha sonra bu grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonlari (150

degerleri) hesaplandi .

gekil 4.21"den elde edilen y=100e-5,36x denkleminde himik asit i¢in I50 degerinin nasi |

bulundugunu hesaplarsak;

y=100e-5,36x (y = Enzim aktivitesi; x = Himik asit konsantrasyonu = [ Himik asit] (mM))

y yerine I50 'yi ifade eden %50"yi koyulursa; 50 = -100-5,36[HUmik Asit]

G236 [Hamik

asit}=50 -10 (EGitligin her iki tarafi da 100"e bollnur ve In logaritmasi ali ni rsa)

-5,36:fHUmik asit]

In(e ) 10,504 (In 0,504=-0,684"d(r)

—5,36{Humik asit] 8684

—0,684 o .
[Himik asit] :E = [HUmik asitF),127mM

’

Humik asit i¢in I50=0,127 mM olarak bulunur.
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gekil 4.22. hCA-I izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkh humik asit
konsantrasyonunda I50 degerinin bulunmasi icin cizilen Aktivite (%)-[HUmik asit] grafigi

4.2.6.b. hCA-Il izoenziminin hidrataz aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gdsteren

dogal fenolik bileGiklerle ilgili sonuclari

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA-II izoenzimi icin 3 farkh  dogal

fenolik bileGigin, saflaGti 1 lan hCA-II izoenzimi Uzerindeki etkisi araGti ri Idi .

Olctimler hidrataz aktivite tayin yéntemleriyle yapi Idi . Gnhibisyon etkisi gdsteren her bir
fenolik bileGik i¢in aktivite(%)-[I] grafikleri ¢izildi. Daha sonra bu grafiklerden %50

inhibisyona sebep olan ila¢ konsantrasyonlari (I50 degerleri) hesaplandi .
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gekil 4.23. hCA-II izoenziminin hidrataz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli  hdmik asit
konsantrasyonunda I50 degerinin bulunmasi igin ¢izilen Aktivite(%)-[HUmik asit] grafigi

4.2.6.c. hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi Gzerinde inhibisyon

etkisi gosteren dogal fenolik bileGiklerin [I]50 degeri sonuglari

% Aktivite-[I] grafikleri ¢cizilen her bir fenolik bileGigin daha sonra bu grafiklerden %50
inhibisyona sebep olan ilag konsantrasyonlari (I50 degerleri) hesaplandi . TUm verilerin

daha iyi karGi laGti i labilmesii¢in bu degerler bir tablo halinde gésterildi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. hCA-I ve hCA-Il izoenzimlerinin hidrataz aktivitesi Gzerinde inhibisyon etkisi
gosteren fenolik bileGiklerin %50 inhibisyona sebep olan ilag konsantrasyonlari (150 degerleri)

[ben] (mM) Hldmik asit
[150] hCA-I 0,127
[150] hCA-II 0,052

* Hidrataz aktivitesi tayini sonuglari na gére apomorfin ve timol fenolik dogal
bileGiklerinin hCA-I ve hCA-II izoenzimleri Uzerine herhangi bir inhibisyon etkisi

gostermedigi saptanmi Gti .
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Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bélgesinde bulunan Zn2+ iyonuna hidroksil ve
metoksi gruplari ni niyonik etkileGmeyle veya direk baglanarak inhbisyon gosterdigi
sani Imaktadi r. Gnhibitérlerin baglanma modeli aGagi daki gibi énerilmiGtir (gentiirk et al.

2009).

R
NH --.3:2
Thr199 H
/M\Zé v
H
2.6
H o~
e

y

940nun onun119

gekil 4.24. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bélgesinde bulunan Zn2+ iyonuna fenolik
antioksidan inhibitérlerin baglanma modeli

4.2.6.d. hCA-l izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren

dogal fenolik bileGiklerle ilgili sonuglar

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA-I izoenzimi icin 3 farkh  dogal
fenolik bileGigin, saflaGti ri lan hCA-I izoenzimi tizerindeki etkisi araGti ri Idi . Olctimler
esteraz aktivite tayin yontemleriyle yapi Idi . Gnhibisyon etkisi gésteren her bir fenolik
bileGik icin aktivite(%)-[I] ve Ki grafikleri cizildi. Cizilen grafiklerden her bir fenolik

bileGik icin Ki degerleri hesaplandi .
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gekil 4.25. hCA-I izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli  hdmik
asit konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Himik asit] grafigi

200 ~

X

180 - © kontrol
160 - 00,0146 mM
140 1 40,0292 mM
120 -

X 0,0438 mM
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

3 1 1 3 5 7

1/ [S] (mM)-1

gekil 4.26. hCA-Tizoenzimi kullani larak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli
humik asit konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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gekil 4.27. hCA-I izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli apomorfin
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Apomorfin] grafigi

140

¢ kontrol
120 1 mo,160 mM
100 - A 0,224 mM

X 0,288 mM

80 -

60 -

(o]

-15 -5 5 15 25 35 45
1/ [S] (mM)-1

gekil 4.28. hCA-Tizoenzimi kullani larak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli
apomorfin konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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gekil 4.29. hCA-I izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli timol
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Timol] grafigi

120 -

¢ kontrol
100 4 00,066 MM
A 0,082 mM
80 -

% 0,099 mM

D

1/ [S] (mM)-1

gekil 4.30. hCA-I izoenzimi kullani larak 5 farkli  substrat konsantrasyonu ve 3 farkl
timol konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.10. hCA-I izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren fenolik

bileGiklerin Ki degerleri ve inhibisyon turleri

Gnhibitor 150 (mM) [I] (mM) Ki degerleri Ortalama Ki (mM) Gnhibisyon tir(i
0,015 0,022

Hlmik asit 0,024 0,029 0,015 0,0205+0,005 Yari Gmali
0,044 0,024
0,160 0,611

apomorfin 0,219 0,224 0,430 0,457+0,142 Yari Gmasl z
0,288 0,331
0,066 0,154

timol 0,066 0,082 0,085 0,096+0,053 Yari Gmasl z
0,099 0,050

4.2.6.e. hCA-II izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren

dogal fenolik bileGiklerle ilgili sonuglari

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCA-II izoenzimi i¢in 3 farkh

fenolik bileGigin, saflaGti 1 lan hCA-II izoenzimi Gzerindeki etkisi araGti r1 Idi

Olclimler esteraz aktivite tayin ydntemleriyle yapi Idi . Gnhibisyon etkisi gésteren her bir

fenolik bileGik icin aktivite (%)-[I] ve Ki grafikleri cizildi. Ve cizilen grafiklerden her

bir fenolik bileGik icin Ki degerleri hesaplandi
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gekil 4.31. hCA-Il izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli  himik
asit konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite (%)-[HUmik asit] grafigi

© kontrol

00,0438 mM
40,0584 mM

5o | X00730mM

1/ [S] (mM)-1

gekil 4.32. hCA-Il izoenzimi kullani larak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli
himik asit konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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gekil 4.33. hCA-Il izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli
apomorfin konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Apomorfin] grafigi

100 7 o kontrol

00,320 mM
40,400 mM

60 - % 0,480 mM

1/ [S] (MM)-1

gekil 4.34. hCA-Il izoenzimi kullani larak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkh
apomorfin konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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gekil 4.35. hCA-II izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile cali Gi lan 5 farkli  timol
konsantrasyonunda cizilen Aktivite (%)-[Timol] grafigi

90 -
80 - & kontrol

70 | D@0,199 mM

60 | A0332mM

50 -

40 -

30 -

20 -+

s

T 6 T \ | |

-1,5 0,5 2,5 4,5 6,5
1/ [S] (mM)-1

X 0,465 mM

gekil 4.36. hCA-II izoenzimi kullani larak 5 farkli  substrat konsantrasyonu ve 3 farkh
timol konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Gizelge 4.11. hCA-Il izoenziminin esteraz aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren
fenolik bileGiklerin Ki degerleri ve inhibisyon turleri

. benso e Ortalama Ki Gnhibisyon
Gnhibitor Ki degerleri L
(mM) (mM) (mM) turu

0,0438 0,072

Himik asit 0,056 0,0584 0,059 0,0610,010 Yari Gmas! z
0,0730 0,052
0,320 0,556

apomorfin 0,331 0,400 0,468 0,468+0,087 Yar1 Gmas! z
0,480 0,382
0,199 0,642

timol 0,338 0,332 0,592 0,584+0,062 Yari Gmasl z
0,465 0,518
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5. TARTIGMA ve SONUC

Sonyi llardayapi lan araGti rmalar apomorfin, timol ve hUmik asitin Gelatlama gibi
ozelliklerinden dolayr  bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirlenmiGtir. Fenolik

bileGiklerin sergiledikleri antioksidan aktivitelere benzer etkilere sahip olan bu dogal

bileGikler kansere karGi koruyucu 6zellik de géstermektedir. Mevcut ¢cali Gma

kapsami nda bu dogal fenolik bileGiklerin antioksidan ve antiradikal 6zellikleri ile ilgili yapt lan
cali Gmalarla, tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite, Fe3+ -Fe2+ transformasyonu
metoduna gore indirgeme kapasitesi, kuprak metoduna gére Cu2+ -Cu+ indirgeme kapasitesi, FRAP
metoduna gore Fe3+ -TPTZ indirgeme kapasitesi, ferréz iyonlari ni (Fe2+) Gelatlama aktivitesi,
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS: + giderme aktivitesi, DMPD- + giderme aktivitesi,
riboflavin-metiyonin-1 Gi k sisteminde

oluGturulan stperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi ve total antioksidan

kapasitesi gibi farkli  biyoanalitik metotlar kullani larak apomorfin, timol ve himik asitin
antioksidan aktiviteleri farkli konsantrasyonlarda belirlendi. Cali Gi lan antioksidan ve
antiradikal ydntemlerde bulunan aktiviteler gi da ve farmokoloji sanayinde yaygi n olarak

kullani lan BHA, BHT, a-tokoferol ve a-tokoferoliin suda ¢éziinen analogu olan troloks

gibi sentetik ve standart antioksidanlar ile karGi laGti rmalaryapi Idi .Zhuve arkadaGlari ni n
2002 deyapmi G olduklari ¢ali Gmalarda ceGitli kronik hastali klari n ve geliGiminde ortaya

¢i kansorunlari n serbest radikal geliGiminin sonlandi r1 Imasi yla yaki ndanilgili oldugunu

ortaya koymuGlardi r.

Fenolik dogal bileGiklerin cali Gi lan konsantrasyonlarda (10-30 p g/ml), artan

konsantrasyon ile dogru oranti i olarak total antioksidan aktivitede, indirgeme

kapasitelerinde, metal Gelatlamalarda, DPPH ve ABTS giderme aktivitelerinde de arti G gdzlenmiGtir.
Ancak ferréz iyonlari ni (Fe2+) Gelatlama aktivitesi ve DMPD ile stiperoksit

anyon radikallerini giderme aktivitelerinde ise konsantrasyon ile pozitif bir korelasyon

g6zlenmedi.
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Antioksidan ve antiradikal cali Gmalari ni n mukayesesinde BHA, BHT, -tokofarol ve
troloks gibi standart maddeler kullani Idi . Bazi antioksidan analizlerde apomorfin, timol
ve himik asit aktivitelerinin kullani lan standartlari n ayni konsantrasyonlardaki

aktivitelerinden daha yuksek oldugu gézlendi.

Dogal fenolik bileGiklerin toplam antioksidan 6zellikleri ile indirgeme kapasiteleri

arasi nda korelasyonun oldugu gorulmektedir. Fenolik bileGikler 6zellikle flavonoitler
hidroksil gruplari nda bulunan hidrojenlerini kolayli kla verebilirler. Ciinki fenolik
bileGiklerdeki oksijen ile hidrojen arasi ndaki bag, oluGacak fenol radikalinin rezonans
kararh I g1 ndan dolayr kolayli kla homolitik olarak parcalanabilir ve bdylece Gizerinde bir

tane elektron bulunduran hidrojen kolayh kla verilebilir.

Bir kimyasali nindirgenmesi, elektron kazani mi olarak tani mlanmaktadi r. Oksidasyon
ise elektron kaybr olarak tani mlani r. Bir indirgeyici ajan elektron veren ve bdylece diger
bir reaktanti n indirgenmesine neden olan bir maddedir. Bir oksidan ve bir oksitleyici

ajan ise elektronlari kabul eden ve diger bir reaktanti n ytkseltgenmesine neden olur.
Oksidasyon, sistemde baGka bir yerde indirgenme olmadan mimkin degildir. Kimyasal
reaksiyonu karakterize eden bu indirgenme, ylkseltgenme olaylari na redoks

reaksiyonlari adi verilmektedir. Redoks reaksiyonlari biyolojik oksidasyonlari n temel
reaksiyonudur ve kimyasal zincir reaksiyonlari sayesinde havadan aldi g1 mi z oksijenle
besinlerinyr ki mi ndan oluGan kimyasallari okside ederek canli sistemler icin enerji
saglamaktayr z. Ayri ca, antioksidanlar, pro-oksidanlari n etkilerini 6nemli 6lctide azalti rken
Fe3+'y1 indirgemeyebilir. Bir antioksidan bir indirgeyicidir fakat her indirgeyici bir antioksidan
olmak zorunda degildir (Prior and Cao 1999). Bir ¢ok

¢all Gmada bildirildigi gibi, hastali klari etkileyen dogal antioksidan aktiviteleri patojenik
bakteriyel geliGimi inhibisyonu, mutasyonlar, kanser oluGumu ve DNA hasari ni n
engellenmesi gibi yetenege sahip olmasi yla yaki ndan iliGkilidir (Roginsky and Lissi

2005). Fenolik dogal bileGiklerin indirgeme kapasitelerinin artan konsantrasyona bagli  olarak
artti g1 gdzlendi. Gndirgeme kapasitesi bir bileGigin antioksidan aktivite

sergilemesinde 6nemli bir faktérdir (Meir et al. 1995).
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Ancak herhangi bir saf maddenin antioksidan 6zelligi farkli mekanizmalar tzerinden yiriyebilir.
Ornegin, oksidasyonun geciG metalleri tarafi ndan hi zlandi r Idi & bir

sistemde, antioksidan bileGigin indirgeme gucul antioksidan 6zellik ydonunden énemli

degildir. Ama bileGigin sadece metal Gelatlama 6zelliginin olmasi  bile boyle bir

sistemde oksidasyonu durduracak veya hi zi ni yavaGlatacakti r. Enzimatik sistemlerde
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin antioksidan 6zelligi, onlari n
indirgeme guclerinden veya fenolik bileGik iceriklerinden degil, hidrojen peroksidi

uzaklaGti rabilme 6zelliklerinden kaynaklani r. Oksidasyonun singlet oksijen tarafi ndan
induklendigi sistemlerde ise etkili antioksidanlar karotenoitlerde oldugu gibi singlet oksijeni giderebilen
bileGiklerdir (Halliwell and Gutteridge 1989). Ozetle antioksidan

bileGikler antioksidan aktivitelerini ge¢iG metal iyonlari ni baglama, peroksitleri

parcalama, hidrojen abstraksiyonunu engelleme, radikal giderme gibi degiGik

mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Diplock 1997; Mavi 2005).

Gndirgeme cali Gmalari ndan biri ferrik iyonlari ni (Fe3+) ferréz iyonlari na (Fe2+) indirgeme

kuvveti olan ve FRAP metodu diye adlandi r lan yéntemdir. FRAP, asidik ortamda ferrik iyonunu

2,4,6-tripridil-s-triazin kompleksi [Fe3+ -(TPTZ)2] kompleksine [Fe2+ -('I3|3Tzlﬁjun mavi renkli ferroz
indirgeyebilen antioksidanlari  6lgmekte kullani I r

(Benzie and Strain 1996, 1999). Bu metot plazmadaki guciin indirgenmesinde 6l¢u

olarak kullani I rken, ayni zamanda farkli yiyecek ve icecekler (Pellegrini et al. 2003),

cay (Benzie and Szeto 1999), baharatlar (Gulgin et al. 2004a, 2005b), sebzeler (Ou et al.

2002b), meyve sulari  (Gil 2000) ve meyvelerdeki (Proteggente et al. 2002; Gulgin et al.

2005b; Gulgin et al. 2011a, 2011b; Bursal and Gulgin 2011) antioksidanlart n

belirlenmesi icin uyarlanmi G ve kullani Imi Gti .

gekil 5.1'de goruldugu gibi reaksiyon ferrik 2,4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ)'nin renkli

Urtne indirgenmesini 6lcer (Benzie 1996; Benzie and Strain 1996).
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gekil 5.1. FRAP metoduna gore [Fe3+ -(TPTZ)2] 3 [Fe2+ {TPTZ)2] indirgenme sistemi

FRAP, asidik pH:3,6 'da demir ¢6ztnurlaguna korumak amaci yla gergekleGtirilir.

DUGUk pH'daki reaksiyon elektron transferini kullanan iyonlaGma potansiyelini

azalti rken, baski nreaksiyon mekanizmasi ni degiGtiren redoks potansiyeliniarti ri r
(Simic and Jovanovic 1994; Hagerman et al. 1998). FRAP mekanizmasi tek elektron ve
hidrojen atomu aktari Imasi yerine bir total elektron aktarmasi di r, bu nedenle diger
metotlarla kombinasyonu, farkli antioksidanlarla ayi rt edilen baski n mekanizmalar igin
oldukga yararli di r (Prior et al. 2005). FRAP degerleri 593 nm'de absorbans arti Gi ile
Olcalur ve demir iyonlari  standart ¢ozeltisi veya bir antioksidan standart ¢ozeltisi ile
iliGkilendirilerek hesaplani r. Absorbanstaki de§iGme antioksidan bileGigin kombine
FRAP degeriile oranti I di r(Ou et al. 2002a, 2002b). Reaksiyon ani ndan bir kag saat
sonra, absorbsiyon kafeik asit, tannik asit, ferulik asit, askorbik asit ve kuersetin gibi
polifenoller icin oldukca yavaG bir Gekilde artar. Bundan dolayr tek bir nokta
absorbsiyonu sonlanmasi , tamamlanmi G bir reaksiyonu temsil etmeyebilir (Prior et al.

2005).

Kendisi ni rlamalart ylailgili olarak redoks potansiyeli Fe 3+/Fe2+ redoks ¢iftinden daha
duGuk olan herhangi bir bileGik, FRAP degerlerine ve hatali ylksek sonuclart n

azalti Imasi na katki da bulunmak icin Fe3+'i Fe2+'ya indirgeyebilir. Ote taraftan butin
antioksidanlar gozlem suresi icinde kendi 6lcimUnu yapabilmesi icin yeterince hi zli  bir
oranda Fe3+'U indirgemez. Hipotezlerden elde edilen FRAP testlerine gore redoks
reaksiyonu ¢ok hi zli  bir Gekilde devam etmektedir ve butln reaksiyonlar si rasi yla 5 ve
10 dk icinde tamamlani r. Fakat bu her zaman dogru degildir. FRAP sonucglari tamamen

zaman 0Olcegine bagl olarak degiGebilir.
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Demire baglanan veya, farkli ve daha diuGuk reaktiviteyle bileGikleriyi ki ma ugratan hi zli
reaktif fenoller, ki sa reaksiyon zamani ile daha iyi Gekilde analiz edilir. Ancak bazi
polifenoller daha yavaG reaksiyona girer ve belirlenmesi icin cok daha uzun reaksiyon

suresi gerekir. Bu davrani Gi sergileyen polifenoller, kafeik asit, ferulik asit, kuersetin ve
tannik asittir. Ayri ca FRAP analizi glutatyon gibi tiyol antioksidanlari ni 6lgmez. FRAP

ash nda, mekanistik ve fizyolojik antioksidan aktiviteyle ilgili olmayan ferrik iyon

temelli indirgeme kapasitesini 6l¢er. Bununla birlikte FRAP diger analiz ydntemlerinin

aksine basit, h1 zli , pahali olmayan, saglam ve 6zel ekipman gerektirmeyen bir

yontemdir. Ek olarak, FRAP yontemi bazi dezavantajlara da sahiptir. Sistem icerisinde
serbest radikaller olmadi §i ndan dolay! , antioksidan kapasitenin farkli turlerdeki

radikallerle karGi laGti 1 Imasi muUmkun degildir.

FRAP metoduna gore indirgeme kapasitesi ferrik iyonlari ni n (Fe3+) indirgenmesine

dayali di r. Antioksidanlar radikal séndirtcu olarak hareket ederler. FRAP metodu, demiriyonlari yla
(Fe2+) reaksiyona giren ve SH- grubu iceren antioksidanlar gibi belirli

bazi antioksidanlari n, antioksidan kapasitesini 6lcemez (Somogyi et al. 2007). Bir FRAP birimi, 1 M
ferrik iyonunun (Fe3+), Fe2+ iyonuna rediksiyonu olarak tani mlani r

(MacDonald-Wicks et al. 2006). Son olarak, belirlenen dalga boyunda absorbe olan bileGikler FRAP
degerinin abarti Imasi ni  engelleyebilir. Ornegin, Benzie ve Strain'in

1999'da bilirubin icin ali Gi Imadi k bir FRAP degeri bildirmiGlerdir, ¢linkd bilirubin, 593

nm'de oldukga absorbe olan biliverdine okside olmuGtur. Ayni  zamanda bu metot igin

gerekli olan dUGUk pH (3,6), sut érneklerindeki kazein gibi bazi proteinlerin cokmesine

yol acabilir (Chen et al. 2003). Fizyolojik koGullarla (pH:7,4) uygulanan duGuk pH

degeri karGi laGti n Idi g1 nda, FRAP dolayli olarak antioksidan kapasitesini yansi tabilir,

ayri ca hidrojen atom transferi ile elde edilen sonuglarla karGi laGti i labilir.

Mevcut cali Gmada fenolik dogal bileGiklerin FRAP aktiviteleri incelendiginde ferrik
iyonlari indirgeme kapasitesiyle korelasyon sergiledigi gézlenmiGtir. Biyoaktif
bileGiklerin indirgeme guicinu yansi tan, elektron verme kapasitesinin antioksidan

aktivite ile ilgili oldugu bilinmektedir (Arabshahi-Delouee and Urooj 2006).
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Antioksidanlar indirgeyici olabilir ve bir maddenin baGka bir maddeyi ylkseltgeyerek

indirgenmesi reaksiyonu olarak tani mlanan redoks reaksiyonlari nda, rediktantlarla

oksidanlari n stabilzasyonu Geklinde olabilir. Bir bileGigin indirgeme kapasitesi “nin Fe[(CN)6]+2 “ye
Fe[(CN)6] +3indirgenmesiyle Olculebilir. GndirgenmiG urtne Fe3+“Un

ilavesi, 700 nm“de gui¢li absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks

olan Fe4[Fe(CN)6] oluGumuna yol acar. Absorbansdaki arti G, kompleksin oluGumundan

kaynaklanan arti Gi ve dolayl si yla artan indirgeme kapasitesini gostermektedir.

Indirgeyici ajan Fe(CN)6 Fe{CN) &

Fe(CN)FeCl Fe [(Fe(CN) ] 63

Bu analizde test ¢6zeltisinin sari  rengi, antioksidan 6rneklerin indirgeme kapasitesine

bagh olarak farkh yeGil ve mavi tonlari na dénuGur. Bir bileGigin indirgeme kapasitesi,

potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir géstergesidir (Benzie and Strain 1996). Gndirgeme
potansiyelini 6lgmek icin tasarlanmi G pek ¢ok sayl da analiz modeli vardi r (Wood et al. 2006). Mevcut
¢all Gmada ferrik iyonlari ni (Fe3+) ferrdz iyonlari na (Fe2+) indirgeme kapasitesinin yani si ra
kuprik iyonlart ni (Cu2+) kupréz iyonlari na (Cu+)

indirgeme kapasitesi de araGti i Idi .

Kuprak metodu son zamanlarda Apak ve grubu tarafi ndan indirgeme guicl analizi igin
geliGtirilen diger 6nemli bir metottur (2006). Bu metot, dUGuk maliyetli ile beraber hi zh
ve kararli  bir metottur. Ayri ca indirgeyici ajani n tipine veya hidrofilikligine

baki Imaksi zi n, farkli antioksidanlar icin uygulanabilir bir metottur. Kuprak metodu bir
kromojenik redoks reaksiyonu olup fizyolojik pH"ya yaki n bir pH"da (pH:7)

gercekleGtirilir (Apak et al. 2005; Koksal et al. 2009). Bu metot, glutatyon gibi tiyol

gurubu iceren antioksidanlari n aktivitelerinin élciminde si kh kla da kullani labilir

(Huang ve digerleri 2005).
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AH A*

M +H*Y

gekil 5.2. Bir antioksidan molekuli ile KUPRAK reaksiyonu.
*AH: antioksidan molekl, A+ : okside antioksidan molekdil.

Tepkime icinde serbest kalan protonlar amonyum tamponu ile nétralize edilmiGtir
(Guilgin 2008). Yap! lan ¢ali Gmalarda fenolik dogal molekdllerin her iki indirgeme
metodu arasi nda bir korelasyon gézlendi ve artan konsantrasyona bagli olarak

indirgeme kapasitelerinde de arti G g6zlenmektedir (Cizelge 5.1).

Her iki metotta kullani lan fenolik dogdal bileGiklerden apomorfinin standartlar icerisinde
BHA ve BHT"ye benzer aktivite sergiledigi ve bu aktivitenin a-tokoferol ve troloksdan

da daha ytksek oldugu bulundu.

Kullani lan fenolik dogal bileGiklerin icerisinde en yuksek ferrik iyonlari ni (Fe3+) ferréz
iyonlari na (Fe2+) ve kuprik iyonlari ni  (Cu2+) kupréz iyonlari na (Cu+ ) indirgeme
apomorfinde gézlendi. Bunun sebebi ise molekdle baki Idi g1 nda her bir apomorfin
molekuliinde aromatik halkaya bagh iki adet OH gurubunun oldugu gézlenmektedir.
Yine benzer Gekilde her iki indirgeme metodunda da nispeten en diiGuk indirgeme

kapasitesinin humik asitte gézlenmesi ise gayet normaldir.
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Cizelge 5.1. Cali Gmada kullani lan fenolik dogal bileGiklerin 20 y g/ml konsantrasyonunda ferrik
iyonlart ni (Fe3+) ve kuprik iyonlart ni (Cu2+) indirgeme kapasiteleri

Absorbanlar Absorbanlar Absorbanlar
Antioksidanlar
(700 mil) (593 deniz mili) (450 mil)

VARDI 1.858* 2.368* 0,703
BHT 1.457 1.600* 0,639
ot-Tokoferol 1.026 1.963* 0,489
Trolloc 1.350 2.169* 0,478
apomorfin 2.055* 2.216* 0,749
timol 0,413 1.379 0,501
HUmik Asit 0,197 0,686 0,181

.*:Absorbans degerleri 1,500'U gecen metotlar seyreltilerek cali G Im1 Gt r.

In vivo olarak serbest demir ve baki i nvarli g1 kontrol edilebilmektedir. Demir iyonlari  barsaklar
tarafi ndan emilir ve transferin proteinleri tarafi ndan ferrik iyonlari (Fe3+) formunda demir ihtiyaci
olan hicrelere taGi ni rve ferrdz iyonlari  (Fe2+) Geklinde ferritin

ve hemosiferin proteinlerinde depolani r. Spesifik olarak transferine bagh olan demir

iyonlari serbest radikal reaksiyonlari na kati Imazlar. Fazla olan demir iyonlari ise birer “demir
havuzu” olan ferritin ve hemosiferinde depolani rlar. Gnsan plazmasi nda bulunan

baki ri nbulyuk bir ki smi  serbest radikal reaksiyonlari ni uyarmayan bir formda olup,
seruloplazmin proteinine bagh haldedir (Halliwell 1994). Bazi hemostatik durumlar

degiGtiginde hidroksil radikali oluGur (Chevion et al. 1993).

Doku hasarlari sonucu fagositlerin aktivasyonu veya liziz olmuG hicrelerden ge¢iG metal
iyonlart ni nyayl Imasi sonucu serbest oksijen turleri oluGabilmektedir. Bu durum hticre ve
dolayl si yladoku hasari ni dahadahi zlandi ri r.Ornegin travmatik beyin hasari sonucu
demir iyonlari na bagl serbest radikalik reaksiyonlar meydana gelebilir. Parkinson

hastali g1 , beyinde substantia nigrada mevcut hicrelerin 6limu sonucu meydana
gelmektedir. Demir iyonlari  6lU hicrelerin parcalanmasi  sonucu agi ga ¢i kmaktadi r.

Boylece Parkinson hastali g1 nayakalanan hastalar oksidatif strese maruz kali r.
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Bu durumda serbest radikalik reaksiyonlar muhtemelen substantia nigrani n
dejenerasyonuna katki da bulunmaktadi r.Bununyani si ra serbest oksijen radikalleri,
enzim ve proteinlerin yapi lari nda bulunan amino asitlerin tiyol guruplari ni  da
oksitleyerek deaktive ederler. Ayri ca hiicre membrani nda bulunan ¢oklu doymami G yag
asitlerini de oksitleyerek htiicre hasarlari na da sebep olmaktadi r (Haugaard 1968; Pacific

et al. 1991).

Ferréz (Fe2+ ) iyonu gibi iyonik tirler, organizmada ROS uretimini kolaylaGti rdi g1 igin,

demir Gelatlama kapasitesi olduk¢a dnemlidir. Metal iyonlari  Gelatlama aktivitesi

metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlari ni engellemek veya geciktirmek icin

st kli kla kullani lan énemli bir antioksidan metottur. Demir organizmalar icin esansiyel

bir mineraldir, fakat aGr i s hucre hasari na sebep olabilir. Ge¢iG metalleri arasi nda demir

yuksek aktivitesinden dolay! lipitleri oksitleyen en 6nemli oksitleyici metal olarak

bilinir.

Metal iyonlari arasi nda, ferréz iyonlari  (Fe2+), bilinen en 6nemli prooksidan iyonlardi r.
Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin ortamda bulunmalari esnasi nda ferrik iyonlar (Fe3+)
da meydana gelebilir. Ferréz iyonlari  (Fe2+), ferrik iyonlari ndan (Fe3+) on kata

daha fazla reaktiftirler (Miller 1996). Bu reaksiyonlar sonucu peroksitlerden daha

reaktif olan OH radikalleri de oluGabilmektedir (Halliwell and Gutteridge 1984; Giilgin

2007).

FeH © Fe DH-OH (Fenton Peaksiyonu)

Boylece ferréz iyonlari (Fe2+) Gelatlama kapasitesi ferréz iyonlari  (Fe2+)
konsantrasyonlari ni - minimuma indirme ve dolayl si yla oksidatif hasara sebep olan
serbest radikal oluGumu inhibisyonu ile yaki ndan ilgilidir (Gulgin et al. 2007b).
Ferrozin, ferréz iyonlari (Fe2+) gibi iki degerlikli metal iyonlari ile kantitatif miktarda
bile kompleks oluGturmaktadi r. OluGan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562 nm“de

maksimum absorbans gdstermektedir.
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Metal Gelatlayr ci ajanlari nvarli g nda ferrozin-metal kompleksi oluGumu bloke olur.

Dolayl si yla metal Gelatlama aktivitesinde 562 nm“de absorbansta meydana gelen azalma

metal Gelasyonunun bir gdstergesidir. Daha 6nce Gulgin tarafi ndan L-karnitinin

antioksidan aktivitesinin araGti ri Imasi ileilgiliyapi lan bir cali Gmada L-karnitinin ferréz

iyonlari ni (Fe2+) konsantrasyona bagh olarak Gelatladi g1 g6zlenmiG ve gekil 5.1"de goéruldugu
gibi L-karnitin ile ferr6z iyonlari  (Fe2+) arasi ndaki metal Gelatlama

mekanizmasi aydi nlati Imi Gt r (Gulgin 2006b). gekilde de géruldigu gibi bir L-karnitin
molekulinun karboksil gurubu ile yine ayni  L-karnitin molekulinin y-karbonuna bagh  hidroksil

gurubu ararsi nda bir metal koprisu oluGarak bir ferrdz iyonu (Fe2+) Gelatlani .

\C o C fe
I | =
?HZ H2ZCA~. 7
H—C— C
(I: AH + Fe +2 > I
?HZ ?HZ
H3C—’}J+—CH3 H3CN'+| CH3
CH3 CH3
L-Karnitin L-Karnitin-Fe + karmasi k

gekil 5.3. L-Karnitin ile ferréz iyonlari  (Fe2+) arasi ndaki 6ne surilen metal Gelatlama
mekanizmasi

Yine benzer Gekilde L-Adrenalin ile ilgili cali Gmaya baki Idi §i nda bir L-Adrenalin molekulinin
amin gurubu ile ayni  molekilin OH gurubunun bir ferrdz iyonu (Fe2+) ile baglanarak L-Adrenalin-

Fe2+ kompleksi oluGturdugu gézlenmektedir (Gtilgin 2009a).
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NH
AH
Fe + 2+
iLE
AH
AH
L-Adrenalin L-Adrenalin-Fe 2% karmasi k

gekil 5.4. L-Adrenalinin bir ferréz iyonu (Fe2+) ile baglanarak L-Adrenalin-Fe2+ kompleksi
oluGturmasi

Benzer mekanizmalar Kazazica ve arkadaGlari tarafi ndan da ileri sirGlmuaGtar (2006).
Son zamanlarda yapi lan bu cali Gmada kamferol gibi bir flavonoitin kuprik iyonlari ni
(Cu2+) ve ferroz iyonlart ni (Fe2+) fonksiyonel karboksil guruplari  Gzerinden Gelatladi g

bildirildi.

Bununla beraber, -OH, -SH, -COOH, -H2P0O3, C=0, -NR2, -S- ve -O- fonksiyonel
guruplardan iki veya daha fazlasi na sahip olan molekullerin metalleri kolayli kla
Gelatlayabilecikleri bilinmektedir. Bu guruplari n bulunmasi antioksidan molekdlin
metal Gelatlamada yapi -fonksiyon konfligrasyonunun lehinedir (Ak and Gulgin 2008;

Gulgin 2009a).

Kurkumin molekuline baki Idi §i nda ise daha farkli bir durum go6ze carpmaktadi r (Ak
and Gul¢in 2008). Kurkumin molekultnun ihtiva ettigi her iki aromatik halkaya bagli
metoksi guruplari ile hidroksil fonksiyonel guruplari arasi nda ikiGer adet ferroz
iyonlari ni n (Fe2+) Gelatlamani nyani s ra hidrokarbon ara zincirindeki enol ve keto

guruplari tarafi ndan da bir adet ferr6z iyonlari ni n (Fe2+) Gelatlamasi da kuvvetle

muhtemeldir.
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3 Fe 2+ _ e

kurkumin Kurkumin-Fe 2% karmasi k

gekil 5.5. Bir kurkumin molekultnun Ug ferréz iyonu (Fe2+) ile baglanarak kurkumin Fe2+
kompleksi oluGturmasi

Son zamanlarda yap! lan diger bir cali Gmada ise Gzim ve Gzdm Urtnlerde bol miktarda
bulunan trifenolik bir bileGik olan rezveratrolun ferrdz iyonlari (Fe2+) Gelatlama aktivitesi
icin mimkin olan mekanizma aydi nlati Imayacali Gi Imi Gt r (Gilgin 2009b). GKki
rezveratrol molekulindn ihtiva ettigi her iki difenolik aromatik halkalar arasi nda bir adet

ferr6z iyonunun (Fe2+) Gelatladi g1 gozlenmiGtir.

AH o
YE ILE O ,
AN | )"

AH

Resveratrol Resveratrol-Fe 2+ kompleksleri

gekil 5.6. Gki molekiil rezveratrolun iki adet ferrdz iyonu (Fe2+) ile baglanarak Rezveratrol-
Fe2+ kompleksi oluGturmasi

Yukari da metal Gelatlama ile ilgili verilen bilgiler g6z éniinde bulunduruldugunda
cali Gmami z gercevesinde kullani lan fenolik dogal bileGiklerin metal Gelatlama
kapasiteleri ile ilgili olarak pratikte en kuvvetli metal baglama kapasitesi apomorfinde

gbzlenmesi gerekir.
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Gercekten de deneysel cali Gmalara baki Idi g1 nda en kuvvetli metal baglamani nyine
apomorfinde meydana geldigi goruldu. Apomorfin ve timolin muhtemel baglanma

Gekli ise gekil 5.7"de gosterilmiGtir.

& e

timol Timol-Fe * karmasi k

AH
C\
Fe 2+

apomorfin Apomorfin-Fe 2 karmagsi k

gekil 5.7. Apomorfin ve timolun ferroz iyonu (Fe2+) ile baglanarak oluGturdugu kompleks

GCali Gmada kullani lan fenolik dogal bileGiklerin icerisinde en kuvvetli metal Gelatlama
apomorfinde gozlendi. Metal Gelatlama aktivitelerinin IC50 degerleri ile diger
antioksidanlari n IC50 degerleri mukayese edildiginde ise timol i¢in 35 p g/ml, apomorfin
icin 16 p g/ml ve himik asit icin bu deger 29 p g/ml olarak bulunmuGtur (Cizelge 5.2).
Standart antioksidanlari n metal Gelatlama aktivitelerine ait IC50 degerleriyle mukayese

edildiginde humik asitin BHT ile benzer aktiviteye sahip oldugu gérilmuGtur. Bitkisel
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kaynaklardan izole edilip karakterize edilen bazi saf antioksidanlar ile

karGi laGti rn Idi klari nda ise oldukca ytiksek olduklari g6zlenmiGtir. Cali Gmada kullani lan
fenolik dogal bileGiklerin metal Gelatlama aktivitelerinin IC50 degerleri 15-35 p g/ml

arasi nda iken a-hederin, hederasaponin C, hederakolGizit ve E hederakolGizit F gibi

dogal antioksidanlari n metal Gelatlama aktivitelerinin IC50 degerleri si rasi yla 51, 53, 71

ve 61 p g/ml olarak bulunmuGtur (Gulgin et al. 2004d). Bipiridil metal Gelatlama

aktivitesine baki Idi g1 nda apomorfinin yiksek Gelatlama kapasitesine sahip oldugu teyit

edilmiGtir.

Gizelge 5.2. Standartlar ve fenolik dogal bileGiklere ait DPPH+, ABTS++, DMPD++ ve O2 -
" ve metal Gelatlama aktiviteleri ile ilgili IC50 (u g/ml) degerleri

Fe2+ DPPH- ABTS+ DMPD-+

Antioksidanlar 02" - giderme

jelatlam giderme giderme giderme
VARDI 24,57 34,47 63,37 14,37 26,34
BHT 28,87 20,62 80,00 16,85 )
- Tokoferol 20,02 16,90 69,30 33,47 |
Trolloc 22,64 29,74 66,63 21,60 12,13
apomorfin 16,00 29,11 67,28 17,85 20,68
timol 35,17 26,45 44,55 14,06 17,32
Himik asit 29,09 40,52 58,23 26,25 50,58

Antioksidan bileGiklerin radikal giderme aktiviteleri, biyolojik sistemlerde, g1 da ve
farmasotik sanayilerinde serbest radikallerin sagli §a olan zararli etkilerini gidermek
acl s ndan olduk¢a 6nemlidir. Bu sistemlerde serbest radikaller meydana gelmekte ve
dolay! si ylafarmasétik ve g1 da sanayinde lipit peroksidasyonunu hi zlandi rmakta ve

Urinun kalitesini diGuUrmektedir (Min 1998).

Son zamanlarda sentetik serbest radikallerin giderilmesi ile ilgili bircok metot

geliGtirilmiGtir. Bunlari n baGi nda DPPH radikal giderme aktivitesi (Gulgin 2006b),
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ABTS-+ giderme aktivitesi (Gulgin et al. 2006a), DMPD-+ giderme aktivitesi (Basile et

al. 2006), PMS-NADH-NBT sistemleri (Gulgin 2005), ksantin-ksantin oksidasyon sistemleri
(Nagai et al. 2001) ve riboflavin-metiyonin-1 GiI k sistemi (Zhishen et al. 1999) gibi
sistemlerde oluGturulan superoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi gibi radikal

giderme metotlari kullani Imaktadi r.

Bu kromojen radikal giderme metotlari uygulama kolayli g1 , hassasli klari ve analizlerin
ki sa surede uygulanabilirligi gibi avantajlardan dolayr yaygi n bir Gekilde

kullani Imaktadi r (Awika et al. 2003; Van den Berg et al. 2000; Yu et al. 2002).

Cali Gmada kullani lan fenolik dogal bileGiklerin icerisinde en kuvvetli siperoksit

giderme aktivitesi timolde gozlendi.

Fenolik bileGiklerin stperoksit giderme aktivitesi IC50 degerleri ise 25-40 p g/ml

civari nda iken a-hederin, hederasaponin C, hederakolGizit ve E hederakolGizit F gibi

dogal antioksidanlari n IC50 degerlerisi rasi yla 51, 46, 46 ve 45 p g/ml olarak
bulunmuGtur (Gulgin et al. 2004d). Bu da literatirdeki maddelerle karGr laGti rn Idi g1 nda
sUperoksit giderme aktivitelerinin digerlerine gére daha yuksek degerde oldugunu

kani tlami Gt r.

DPPH¢, ABTS++ ve DMPD-+ radikallerinin kullani mi na dayanan metotlar, saf

maddelerin, yiyecek, icecek ve bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin

belirlenmesiicin si kI kla kullani lan populer spektrofotometrik metotlardi r. Ayri ca DPPHs,
ABTS++ ve DMPD-++giderme metotlari hi zh , basit, segici ve tekrarlanabilir

prosedurler olmalari ndan dolayr saf maddelerin, ekstre veya izole bileGiklerin aktivitesini belirlemek
icin yaygi n bir Gekilde kullani Imaktadi r (Ozgelik et al. 2003). Bir antioksidan madde, bu radikal
¢ozeltilerinden birine eklendiginde; DPPH+, ABTS+*+ ve DMPD++ oluGumunu tersine gevirir ve bu reaktif
turleri indirgeyerek bir renksizleGme

Koklamak

DPPH+AH BPPH2 A+ °
ABTS AHHABTSA + N
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DMPD AH-DMPHA- T+

MenekGe renkli DPPH+, pembe renkli DMPD++ ve yeGil-mavi renkli ABTS«+
kromojenlerini kullanmak kolaydi r. Bu metotlar yiksek duyarli 1 ga sahiptir ve ayni
zamanda ¢ok sayl da paralel cali Gmani n analizine rahath kla uygulanabilir (Awika et al.

2003).

Bu kromojenlerden DPPH radikali uzun 6murli ve azot merkezli bir radikalidir.
Antioksidan maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirlemek icin en si k kullani lan
metotlardan biridir (Ozcelik et al. 2003). DPPH giderme dolayli olarak antioksidan
aktivitenin belirlenmesi icin kullani lan en eski metotlardan biridir. 1950'lerde dogal
malzemelerdeki hidrojen verici gruplari n keGfi i¢in 6nerilmiGtir. Daha sonralari  hem
fenolik bileGiklerin hem de g1 dalari n biyolojik olarak uygun 6rneklerinin antioksidan

potansiyelleri belirlemeye yonelik test edilmiGtir (Roginsky and Lissi 2005).

Bu metotta antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sari  renkli difenil-pikrilhidrazine
indirger. Bu metodun esasi hidrojen veren guruplara sahip antioksidan maddelerin
varli g1 nda, alkolde ¢6ziinen DPPH radikallerinin rediksiyonuna dayanmaktadi r. gekil
5.8"de goruldugu gibi reduksiyon sonucu oluGan, 517 nm“de herhangi bir absorbans
vermeyen ve radikal olmayan bir DPPH-H molekuili oluGmaktadi r. Dolayr si yla DPPH
radikali miktari ndaki azalma 517 nm"de spektrofotometrik olarak élctilerek aktivite
tayini yapi labilmektedir. Ortamda bulunan radikal giderici antioksidan veya antiradikal
turlerin [(AH)n] varli §1 nda DPPH radikali gekil 5.8"de belirtildigi gibi indirgenmiG

DPPH-H formuna déntiGmektedir (Gulcin 2002).

Cali Gmada DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili sonuclara baki Idi g1 ndacali Gma
kapsami nda kullani lan fenolik bileGiklerin DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili

IC50 degerleri 40-70 y g arasi nda degiGtigi gozlenmektedir (Cizelge 5.2).

Bu sonuglar literatirdeki diger cali Gmalar ile karGr laGti r1 Idi g1 nda ise benzer degerlere

sahip olduklari goézlenmektedir. DPPH radikali giderme aktivitesinin IC50 degeri, L-
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Adrenalin (Gulgin 2009a) icin 30,6 p g, kurkumin icin 34,9 p g (Ak and Gulgin 2008),
silmarin icin 20,8 (Gulgin et al. 2009d) ve a-hederin icin 69,4 p g (Gulgin et al 2004d)

olarak bulunmuGtur.

NO2 NO2
02N NO2 O2N NO2
’}l' 4 ey r » ITIH + (Biron
: N : ©/ N \©
DPPH o DPPH-H

gekil 5.8. Bir antioksidan tarafi ndan DPPH radikalinin giderilmesi

Radikal giderme aktivitesi ile ilgi yogun ¢ali Gmalar olmasi na ragmen son zamanlarda

mekanizmalari naydi nlati Imasi ileilgili bircok calil Gma da mevcuttur.

Gulcin tarafi ndan DPPH radikal giderme aktivitesi ile ilgili yapi lan bir cali Gmada L
karnitin ile DPPH radikal giderme aktivitesi arasi ndaki mekanizma aydi nlati Imi Gt rve

bu mekanizma gekil 5.9"da 6zetlenmiGtir (Gllgin 2006b).

| | . | |
THZ THZ THZ THz

HESH —— HESH —— HEeH —— HeeoH —
[ DPPH. » | + | . + | + DPHPH-H
H2 H2 H2 H2
T T T .

H3C™ N+TF3 HN+?C'| —CH3 HN+TC_| —CH3 HN+‘3‘C‘| —CH3

CH3 CH3 CH3 CH3

L-Karnitin A B C

gekil 5.9. L-Karnitin ile DPPH radikali arasi nda 6ne surulen radikal giderme mekanizmasi
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L-Karnitinde bulunan karbonil gurubu, a-karbonundaki konjugasyon ile oluGan radikali
stabil hale getirir. L-Karnitin molekulinde karboksilat gurubu bir adet karbonil birimine
sahiptir. L-Karnitindeki iki nolu karbon atomundan bir hidrojeni kolayca kopari labilir

ve bir L-karnitin ara Grin radikali oluGabilir. Kopari lan hidrojen tarafi ndan da DPPH
radikali sondurulebilir. Teorik olarak enerji hesaplamalari yapi Idi §1 nda da gercekten
gekil 5.9"da goéruldigu gibi L-karnitin ara trin radikallerinden A*ni n oluGumunun daha
muhtemel oldugu ve diger ara Urtinlerden daha stabil bir yapi ya sahip oldugu

belirlenmiGtir.

Benzer bir mekanizma Nishizawa ve arkadaGlari tarafi ndan konjuge guruplara sahip
askorbik asit ve hidrokinon icin de 6ne strdalmaGtur (2005). DPPH radikalleri giderme
aktivitesi antioksidan vitaminler ile polyhidroksi aromatik bileGiklerin

degerlendirmesinde uzun zamandan berisi kh kla kullani Idi g1 bilinmektedir (Yoshida et

(al. 1989; Nishizawa ve dig. 2005)

DPPH radikali DPPH2 DPPH radikali DPPH2 T
o “TIAH AH

Askorbik asit Askorbik asit radikali Dehidroaskorbik asit

DPPH radikali DPPH radikali DPPH2

DPPH2 o beeHzo
AH \—/‘ \-/

AH e

AH

hidrokinon i i ikali
hidrokinon radikali 1,4-Benzokinon

gekil 5.10. Konjuge gruplara sahip askorbik asit ve hidrokinon ile DPPH radikalleri arasi nda
meydana gelen reaksiyon

Askorbik asit DPPH radikalleri etkileGtiginde askorbik asidin t¢ nolu karbon atomuna

bagli olan hidroksil gurubundan bir adet hidrojen homolitik olarak ayri larak DPPH«"|
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indirgeyerek DPPH-H oluGmasi ni  saglar. Bu arada askorbik asit askorbil radikaline
donuGur. Askorbik asit ikinci bir DPPH. radikali ile etkileGtiginde ise bu radikali
sondurur ve kendisi de Dehidroksi askorbik aside donuGur. Benzer mekanizma
hidrokinonun antioksidan aktivitesinde de gortlmektedir. Hidrokinon benzer Gekilde
birinci DPPH- etkileGerek hidrokinon radikaline ve ikinci DPPH« ile etkileGtikten sonra

1,4-benzokinona donusur ve iki radikali sondurur.

GI da bileGenlerinin gucli DPPH. giderme kapasitesine sahip oldugu bildirilmiGtir. Son
zamanlarda yine Gulcin tarafi ndanyapi lan diger cali Gmada farkh molekullerin DPPH

serbest radikali ile etkileGme mekanizmalari na aci khi k getirilmiGtir.

Bu anlamda rezveratrol ile ilgili yap1 lan bir cali Gmada (gekil 5.11) bir rezveratrol
molekultnun birebir DPPH- radikalini sondurdigu ve rezveratrol fenoksi radikali ara
Urtndnun oluGtugu bildirilmiGtir. Daha sonra oluGan bu radikali k ara trinun radikal
formunun fenolik halka tarafi ndan sispanse edilerek dag ti Idi g1 bildirilmiGtir (Gulgin

2009b).

Rezveratrol Gzimun ana bileGenidir. Son yi llarda Gulcin yapti g1 ¢ali Gmalarda
rezveratrolin belirgin olarak radikal giderme aktivitesini sergiledi (2010). Bilindigi gibi
fenolik bileGiklerin antioksidan gibi hareket etme yetenegi onlari n sahip oldugu fenolik
hidroksil gruplari ni n redoks 6zelligine ve kimyasal yapi lari  boyunca elektron
delokalizasyonu potansiyeline bagli di r. Rezveratrolin yapi si DPPH. da etkileGime yol
acan kromoforik bir sistem saglar. Rezveratrolin DPPH radikal kapasitesi Gekilde

OzetlenmiGtir.
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02 I 02
O2N NO2 O2N NO2

* = _

| + B —— ’i‘ H + =
ool en s

ILE AH iLE O AH
DPPH * Resveratrol DPPH-H Resveratrol fenoksi radikalleri

gekil 5.11. Bir rezveratrol molekultnun birebir DPPH- radikalini sondirmesi ve rezveratrol
fenoksi radikali ara GrinUnun oluGumu

Ayri ca fenolik gruplar rezonans yapi lari ile birlikte fenolik karbon tzerinde
oluGturulmuG bir radikal stabilize eder. Rezveratroliin monofenol ve difenol olmak tzere
iki fenolik halkasi vardi r. Monofenolik bir hidroksil grubundan bir hidrojen atomu
almak kolayli kla meydana gelebilir. Farkli  bir mekanizma ise kurkumin molekulu

Uzerinde gorulmuaGtar. (Ak and Gulgin 2008).

AH AH H

O OCH3 OCH3 OCH3 OCH3

A\ A
DPPH . DPPH-H )

NNNNN \_/ THE. \ o -, CH
/ —_— . g /
e < = e ES——

Vi 4

O OCH3 OCH3 OCH3 OCH3
AH AH AH

kurkumin A B C

gekil 5.12. DPPH radikali ile kurkumin arasi nda 6nerilen reaksiyon mekanizmasi

gekil 5.12'de goéruldugu gibi, keto formundaki kurkuminde, iki metoksifenol halkasi
arasi ndaki heptadienon baglanti si  son derece aktive olmuG karbon atomu igerir. Ayni
Gekilde kurkumin bu karbon atomundan bir hidrojen atomunu kolayli kla koparabilir.

Kurkuminin fenolik hidrojen atomu komGu metoksi gruplari na molekdl ici H bagi ile
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bagh oldugundan dolay , fenolik halkadan hidrojen atomu koparmak zordur. Teorik
hesaplamalara gére B nin A, B, C ara maddeleri arasi nda en kararli oldugu
goOrulmektedir. DPPH radikali, "muikemmel antioksidan" 6zellikteli kurkuminden

sorumlu olan serbest hidroksil gruplari ndan H atomunu kolayca kopari r. sonug olarak
alkol ortami ndaki kurkumin DPPH radilallerini azaltmakta ve kurkuminin fenolik ki smi
elektron vericisi olarak reaksiyonda yer almaktadi r (Jovanovic et al. 1999). Kurkuminin
elektron verme yetenegdi, DPPH radikaline tek elektron transferinin dlgimuyle

degerlendirilebilir.

Diger bir cali Gmada ise benzer mekanizma da metabolizmada organizmayi acil harekete
hazi rlama, kani ni¢ organlar ve deriden kaslara sevk edilmesi, karacigerdeki glikojenin
glikoza doniGmesi ve boylelikle acil bir enerji kaynagr saglanmasi etkisine sahip olan
L-Adrenalin i¢in 6ngorilmuGtir (Gulgin 2009a). Bu ¢ali Gmada L-Adrenalin®in

rezveratrol ile benzer bir DPPH- radikali giderme mekanizmasi na sahip oldugu

gozlenmiGtir (gekil 5.13).

B N 02
~
~
NH NH
AH AH
O2N NO2
- . . NH
_——
N
AT oo
B AH e |
DPPH  * L-Adrenalin Radikalik ara trtinler DPPH-H

gekil 5.13. Bir L-Adrenalin molekdltnin birebir DPPH« radikalini sdndirmesi ve L
adrenalin®in radikalik ara Grunlerin oluGumu

Ote yandan Kawabata ve arkadaGlari DPPH radikali ile reaksiyonundan sonra, gallik ve
protokatekoik acitlerinin dimerlerinin oluGumunu bildirmiGtir (2002). ayri ca DPPH'I n
BHT, eugenol ve izoeugenol ile olasi mekanizmalari Uzerinde cali Gan Brand-Williams
ve arkadaGlari ni n 1995'te ve Bondet ve arkadaGlari ni n 1997'de yapmi G olduklari
¢all Gmalarda dimerik turler iceren ¢cok daha kompleks reaksiyon mekanizmalari ni n

mudahalesini 6nerdiler. Yan zincir Uzerinde yapi lan gbézlemleri onaylamak adi na, Ug
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monofenol grubu, yani izoeugenol, dihidroeugenol ve eugenolln bir cift bag ve/ veya

zincirdeki pozisyonlari ni nda farkli oldugu gérdlmuaGtur.

AH ) r :
g ] e o L,

3 OCH3 DPPH DPPH-H OCH3 2 OCH3 OCH3 OCH3

2 6 2

2 N /

1
X
7 A N N N .
- 9 -—
Ojenol -

Eugenil radikalik araurinleri

OCH3  H3cO -y AH
— I
iLE o

OCH3

Dehidrodieugenol

gekil 5.14. Eugenol'un DPPH radikal giderme mekanizmasi ve eGleme tepkimesiyle
dehidrodieugenol oluGumu

Hidroksil gruplari ndaki hidrojen varli g1 naragmen eugenol iki veya daha fazla DPPH
radikalini indirger ve farkli monofenolik bileGiklerin antiradikal etkilerini a¢i klamak

icin farkh hipotezler mevcuttur (Brand-Williams et al. 1995; Mastelic et al. 2008).

Eugenol bir aromatik halkaya sahiptir. Bu fenolik grup eugenol molekilu icindeki
konjugasyonla karbon atomu uzerinde oluGan bir radikal meydana getirir. Eugenol bu
aromatik halkadaki radikali giderir. Benzer Gekilde diger aromatik bileGik yapi lari

DPPH i¢inde etkileGime yol acan kromoforik sistemlere yol agmaktadi r.

Fenolik halkaya sahip olan bu molekullerin DPPH+ radikali giderme ile ilgili mekanistik

¢all Gmalar g6z 6ninde bulunduruldugunda fenolik asitlerin DPPH- radikalini giderme
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mekanizmalari tahmin edilebilir. p-Hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit
gibi mono fenoller icin muhtemel DPPH- radikalini giderme mekanizmasi aGagi daki

gibi verilebilir.

NO2 NO2

OZN@ NO2 OZN@ NO2
N N H
oV guv

DPHPH .
DPPH2

<:) \/@._,

mono fenol mono keton

R

gekil 5.15. Mono fenoller icin muhtemel DPPH- radikali giderme mekanizmasi

Tek fark hidrokinon bir DPPH?- ile etkileGerek hidrokinon radikaline ve ikinci bir
DPPH:- ile etkileGtikten sonra da 1,4-benzokinona donuGken iki radikali sondurar. Timol
gibi mono fenoller ise bir fenolik grup kapali oldugu icin ancak bir DPPH?- ile

etkileGebilirler.

Apomorfin iki, timol bir adet fenolik OH gurubuna sahipken, htimik asit ise polifenol
grubuna sahiptir. Bundan dolayr hidmik asidin apomorfin ve timole gére daha kuvvetli
DPPH- giderme aktivitesin sahip olmasi gerekir. Ancak gekil 4.6 ve Cizelge 4.4 veya
5.2"deki sonuclara baki Idi g1 nda himik asidin DPPH serbest radikali giderme
aktivitesinin apomorfine ait IC50 degerinden daha yulksek iken timolden daha diGuk
oldugu gozlenmektedir. Bunun nedeni timolun kendi icindeki rezonans

kararli I @ ndandi r. Apomorfin, timol ve hiimik asitin DPPH serbest radikali giderme
aktivitelerine ait IC50 degerlerisi rasi yla 67,28, 44,55 ve 58,23 p g/ml olarak
bulunmuGtur. Cali Gmada kullani lan diger bir radikal giderme metodu ABTS ile

yap! Imi Gt r.
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ABTS, bir oksidan tarafi ndan okside edilerek yogun renkli radikal katyonu olan ABTS.+'ye
cevrilir ve antioksidan kapasitesi, deney bileGiklerinin dogrudan ABTS radikali ile oluGan
renk reaksiyonunu azaltma yetenegi olarak 6lculir. ABTS.+ hem lipofilik hem de hidrofilik
bileGikler icin uygulanabilir. ABTS.+ radikalleri DPPH.

radikalinden daha aktiftir ve hidrojen atom transferi iceren DPPH radikal reaksiyonlari ni n
aksine, ABTS.+ radikal reaksiyonlari hem hidrojen atom transferi hem de tek elektron
transferi icermektedir. ABTS.+ radikal katyonunun Uretilmesi, saf

maddelerin, sulu kart Gi mlari n ve iceceklerin toplam antioksidan aktivitesini élgmek icin

uygulanan spektrofotometrik yéntemlerden birinin temelini oluGturur (Gulgin 2009a).

Uygulamalar si rasi nda ele ali nan en uygun format, kabul edilmiG antioksidan

reaksiyonlari ndan énce sabit bir formda dogrudan Uretilen radikalde renksizleGtirme
tekniklerinin uygulanmasi di r. ABTS.+ sulu ortamda (414, 734 ve 815 nm) ve alkol

ortami nda (414, 730 ve 873 nm) maksimum absorbansa sahiptir. Glk olarak ABTS .+

giderme ¢cali Gmalari Miller ve arkadaGlar1 tarafi ndan geliGtirilmiGtir (1993). Bu

yontem, ABTS.+ radikal katyonu oluGturmak Gzere ABTS ile reaksiyona girdikten sonra H202 ile
ferrilmiyoglobin radikali oluGturmak icin peroksidaz olarak hareket eden

metmiyoglobin aktivasyonunu esas ali rdi (Re et al. 1999).

BaGlangi c¢ta, ABTS'nin ABTS.+ formuna reaksiyonundan sonra ferrilmiyoglobini
oluGturmak icin H202 ve metmiyoglobin kullani r (Miller et al. 1993). Test koGullari na
gore, referans antioksidanlari n secimi, uygun dalga boyunun tesbiti, uygulanan
reaksiyon suresi ve ABTS uretimi icin farkli  stratejiler uygulamaya konulmuGtur.

ABTS, oksidan tarafi ndan okside edilerek radikal katyonu olan ABTS.+'ye cevrilir.

Bu amacla ABTS.+ radikal katyon MnO2'nin 6nemli reaksiyonlari olan redoks,
oksidasyon ve reduksiyonuyla iliGkili olan MnO2 kimyasal reaksiyonu (Miller et al.
1996), 2,2'-azobis(2-amidino-propan)dihidroklorit (AAPH) (Van den Berg ve ark. 1999)
veya K25208 (Miller et al. 1996), metmiyoglobin veya yaban turpu peroksidaz
kullanarak enzimatik bir reaksiyonla (Miller et al. 1993; Cano et al. 1998), veya

elektrokimyasal Gretimle (Alonso et al. 2002) Uretilebilir.
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Bununla birlikte ABTS.+ radikal katyonu genellikle K25208'in kimyasal reaksiyonu ile
Uretilir (GUlgin et al. 2006a,b, 2007a,b; Gilgin et al. 2010, 2011a,b). Dalga boyunun
belirlenmesiyle ilgili olarak diger absorbe edici bileGiklerin azalti Imasi ve bulani kh g1 n

onlenmesi amaci yla 734 nm de 6lcim tercih edilir (Arnao 2000).

Miktar olarak absorbans degeri, geriye kalan ABTS konsantrasyonuyla oranti Ii olarak
olculur (Magalhaes et al. 2008). Genellikle kimyasal reaksiyonlar uzun bir zaman
(K25208 icin en fazla 16 saat) veya yuksek si cakli klar gerektirirken, enzim Gretimi daha

hi zli ve reaksiyon Gartlari daha hafiftir.

Cano et al. 1998'de ABTS.+ oluGturmak icin yabanturbu peroksidazi kullandi ve

reaksiyonun geniG bir pH arali §1 ndacali Gi labilecedini gosterdi. Bununla birlikte, reaksiyon
mekanizmasi pH degiGimi ile degiGebilmektedir. Ornegin; elektron transferi

asidik pH 8.0'de daha kolay gercekleGmektedir. Bu varyasyon, s rasi yla tamponlanmi G
ortam ve organik ¢ézuculerle gercekleGtirilen, hekzan ve sulu ¢ozeltiler arasi ndaki
antioksidanlari ayr rarak (Wu et al. 2004), segici hidrofilik ve lipofilik antioksidanlari

Olgmek icin adapte edilmiGtir (Cano et al. 2002; Alcolea et al. 2002).

ABTS radikal katyonu farkli oksidan maddelerle hazi rlanabilir. Oksidan olarak K2S208 kullani larak
elde edilen sonuclar peroksodisulfat varli g1 nda ABTS.+ orani ni nartti g ni gostermiGtir.

ABTS.+, ABTS/ K25208 sistemiyle Uretildi.

-03S s S03 - -03s s SO3 -
>: N—N K25208 >= N—N
N N. _
3 \

C2H5 C2H5 C2H5 C2H5

ABTS ABTS Tt

gekil 5.16. K25208 ile ABTS'nin oksidasyonu mekanizmasi

SE ABTS SOSO4’ABTS™ + "
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Burada peroksidistlfati nyr ki mi elektron transferinden sonra meydana gelebilir. AGI i

ABTS varli g1 nda, sulfat radikali Gu reaksiyona gore tepkime verir.

SO JABTS SO 2ABTS ,* + +'

net reaksiyon ise Goyle cereyan eder:

sQ 3ABTS 250 3ABTS ,” + *

ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha reaktiftirler ve bir H atom transferini

gerektiren DPPH ile reaksiyonlari farkh di r. ABTS radikalleri bir elektron transferini
icerir (Kaviarasan et al. 2006). ABTS radikalleri giderme mekanizmasi , yukari da DPPH
radikalleri giderme mekanizmasi na benzer 6zellikler arz eder. gekil 4.9, Cizelge 4.5

veya Cizelge 5.2"deki sonuclara baki Idi g ndacali Gma kapsami nda kullani lan batan
fenolik dogal bileGiklerin oldukga kuvvetli bir Gekilde ABTS radikallerini giderdigi

go6zlenmektedir.

Cali Gmada ABTS radikallerini giderme tayininde fenolik dogal bileGiklerin IC50

degerleri 14-30 p g/ml arasi nda degiGmektedir. TimolUn ABTS radikali giderme

aktivitesi 14,06 p g/mlile kullani lan standartlarla karGi laGti ri |ldi § nda daha iyi oldugu
g6zlenmiGtir. Fenolik dogal bileGiklerin ABTS radikali giderme aktiviteleri sonuglari

DMPD radikali giderme aktiviteleri ile paralellik sergilemektedir.

Deneysel cali Gmalarda kullani lan Ggtinca bir radikal giderme metodu ise DMPD++ giderme
aktivitesidir. DMPD.+ (N,N-dimetil-p-fenilen diamin), ABTS.+ kullani mi1 na ¢ok

benzer baGka bir cali Gmadi r (Fogliano et al. 1999). N,N-dimetilfenilendiamin'den turetilen
kararli DMPD.+ radikal katyonu ile ABTS.+'yi yer degiGtirerek, ABTS testi icin

yeni bir versiyon énerdi. Bu yontemin geleneksel ABTS testi ile karGi laGti rn Idi §1 nda
daha basit, daha verimli ve daha ucuz oldugunu bildirilmiGtir (Fogliano et al. 1999;

Schlesier ve ark. 2002)
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Bir oksitleyici veya bir asidik pH varli g1 nda, DMPD kararli ve renkli DMPD radikal katyonuna
(DMPD.+) donuGturalur. DMPD.+ , UV-gorunur bolge spektrumu 505 nm'de
maksimum absorbansi gosterir. Bununla birlikte, radikal kararh I k ve standart bir

antioksidan ile stokiyometrisi hakki nda hi¢bir veri bulunmamaktadi r.

BaGka bir sorun ise, DMPD'nin sadece suda ¢6zinur olmasi ve hidrofobik

antioksidanlarla kullani lamamasi di r (Fogliano et al. 1999).

DMPD.+'ye bir hidrojen atomu aktarabilen antioksidan bileGikler, ¢ézelti rengini

sondurir ve ¢ozeltide renksizleGme saglar. Bu reaksiyonlar hi zli di rve kararll sonlanma
noktasi antioksidan verimliligin bir 6lciist olarak ali nmaktadi r. Bu nedenle , bucali Gma
DMPD.+'den gelen tek bir elektronu sipurmek icin radikal hidrojen verici yetenegini

yansi tmaktadi r. Reaksiyon oldukca kararl di r(gekil 5.17, Fogliano et al. 1999; Ak and

Gulgin 2008).
ve” ve H+ ve~ ve H+
+ i
NH3 N3 — NH
ve” ve H+ ve” ve H+
DMPD DMPD+ DMPD+

gekil 5.17. Kararli  bir radikal olan DMPD++"nin oluGum ve giderilme mekanizmasi

On deneyler géstermiGtir ki oksidan ¢ézelti secimi ve DMPD.+ konsantrasyonu ile
oksidatif bileGigin konsantrasyonu arasi ndaki oran yontemin etkinligi icin oldukca
onemlidir. Asli nda radikal katyon oluGumu oldukga yavaGti r ve surekli bir absorbans

artt Gi ylasonuglani r.

En iyi sonuclar son konsantrasyonu 0,1 mM olan ve kararli renk ¢6zeltisi veren FeCl3

ile elde edilmektedir. Dahasi , bu metot dUGUk maliyet ve yiksek tekrarlanabilirlik saglar
(Gulgin 2008). DMPD deneyi, hidrofilik antioksidanlar icin 6zellikle uygundur ancak
hidrogobik biyoaktif bileGiklerde daha az hassasiyete sahiptir. Diger durumlarda ise

ABTS ve DPPH kullani mi1 daha uygundur.
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ABTS prosedurinun aksine, DMPD.+ ¢ok kararli  bir sonlanma noktasi garanti eder. Bu
durum ozellikle, buytk 6lcekli bir eleme gerekli oldugu zaman énemlidir. Ayri ca, BHT
veya a-tokoferol gibi hidrofobik antioksidanlar kullani Idi § zaman DMPD metodunun
hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi 6nemli dl¢lide azalmaktadi r. Bu da ydntemin ana
dezavantaji di r. Organik asitlerin de giriGime neden olabilecegi bildirilmiGtir (Sanchez
Mareno 2002). Bu nedenle bu iki standart antioksidan bileGikler antiradikal deneyde

genelde kullani Imamaktadi r.

Cali Gmada kullani lan fenolik bileGiklerden timol ve apomorfinin DMPD++ giderme
aktiviteleri, standart olarak kullani lan BHA bileGiginden daha etkin aktiviteye sahiptir.
Fenolik bileGiklerin DMPD++ giderme aktivitelerine ait IC50 degerleri 10-50 p g/ml

arasi nda degiGmektedir. Bununla beraber cali Gmada kullani lan fenolik bileGikler

arasi nda en duGuk IC50 degeri 50,58 p g/ml ile humik asitte g6zlenirken, en yuksek IC50
degeri 17,32 p g/mlile timolde g6zlenmiGtir. Cali Gmada kullani lan BHT ve a-tokoferol
gibi pozitif kontrollerin IC50 de@erleri kontrol degerine yaki n oldugundan dolayi

ki yaslamada kullani Imami Gt r (Cizelde 4.5 veya Cizelge 5.2). LiteratUrdeki diger

¢ali Gmalar ile mukayese edildiginde ise daha etkili olduklari g6zlenmiGtir. IC50 degerleri
L-Adrenalin i¢in 15,6 p g/ml (Gulgin 2009a) ve kurkumin igin ise 34,5 y g/ml (Ak and

Gulcin 2008) olarak bulunmuGtur.

Radikal giderme kapsami ndayap! lan ¢ali Gmalarda son olarak superoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi de araGti ri |di . Speroksit anyon radikalleri lipit

peroksidasyonunu direk baGlatan oksijen merkezli radikallerdir.

Superoksit anyon radikalleri (O2 .- ) biyolojik olarak oldukga zehirlidir ve istilaci
mikroorganizmalari 6ldurmekicin bagi Gi kli k sistemitarafi ndandag ti I r.Fagositlerde,
istilaci  patojenlerin oksijen-bagi mh 6ldirme mekanizmalari ni nkullani mi i¢in NADPH
oksidaz enzimi tarafi ndan buyutk miktarlarda Uretilir. SGperoksit anyon radikali segici

reaktivitesiyle bir oksijen merkezli radikaldir. Bu in vivo olarak oksijene bir elektronun

verilmesi sonucu elde edilir.
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Bu radikal ya ¢eGitli metabolik sureglerden veya uyari Imayla oluGan oksijen aktivasyonu
sonucu dogar (Halliwell 2006). Stiperoksit anyon enzimatik veya enzimatik olmayan
mekanizmalarla H202 igine génderilir (Fridovich 1989). H202, indirgenmiG demir veya

baki r gerektiren (Halliwell and Gutteridge 1990) Fenton reaksiyonu ile daha reaktif olan
HO. 'a donuGturultr (Gardner and Fridovich 1992). Ki smen zayi f bir oksidan olmasi na
ragmen, stiperoksitsi ni rli kimyasal reaktivite sergiler, fakat lipitlerin peroksidasyonuna.
yol acan 102 ve HO. iceren daha tehlikeli turleri Gretilmesine neden olabilir (Halliwell

ve Chirico 1993).

Superoksit anyonlari  biyolojik makro molekdllerle reaksiyon icin potansiyele sahip ve
aktif serbest radikallerin habercisidir ve boylece doku hasari na neden olur (Halliwell
and Gutteridge 1984). Superoksit dogru reaksiyon hi zi sabitlerinin 6lctilmesine imkan
tani yan oksijen varli g1 nda suyun radyolize edilmesiyle kolayli kla oluGturulur (Gulgin
and DaGtan 2007). HO. gibi daha reaktif tirlere déniGmesi nedeniyle bir¢ok
patofizyolojik streclerde ortaya konmuGtur. Ayni  zamanda sUperoksitin lipit

peroksidasyonunu dogrudan baGlatti g1 goézlenmiGtir (Wickens 2001).

Bununyani si ra Haber-Weiss reaksiyonu ile dogrudan hidrojen peroksitle etkileGip

hidroksil iyonu ve hidroksil radikali de oluGturabilir (Gulgin et al. 2007b).

02 H202-©2 ®H O+ .

Ayri ca superoksit anyon radikalleri katalaz ve peroksidaz enzimlerini de inaktive

edebilir, oksihemoglobini methemoglobine yikseltgeyebilir ve eritrosit membrani ni da
parcalayabilir (Fridovich 1983; Mavi 2005). Butln bunlari nyani si ra lipit, protein ve
DNA gibi biyomolekdullerde oksidatif hasara sebep olan hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve singlet oksijen gibi diger reaktif oksijen turlerinin oluGumunda da 6nemli rol
oynarlar (Pietta 2000). Flavonoitlerin antioksidan 6zelliklerinin esasen stperoksit anyon

radikalini sipUirmede etkili oldugu bildirilmiGtir.
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02 .- supUrme aktivitesi tayini icin kullani lan biyoanalitik ydntemler, superoksit anyon
radikalini oluGturmak icin pH:7.4'te ksantin-ksantin oksidaz sisteminden yararlani r.
Superoksit anyon radikalleri 560 nm'de spektrofotometrik olarak izlenen, NBT

(Nitroblue Tetrazolium) 'yi formazana indirgeyebilir (Aruoma et al. 1993) (gekil 5.18).

0% QD

NN

hipoksantin ksantin

ksantin oksidaz

02 022
NN
On_
NN NN

H3CO OCH3

,I>\102 02
NN
NN
O O N
H3CO OCH3

Formazan NBT 2+

gekil 5.18. Ksantin/ksantin oksidaz sisteminde Uretilen stiperoksit anyon radikallerinin
NBT2+"yi formazana indirger

Normal dokularda ksantin oksidaz nikotinamid adenin dinukleotid (NAD)'e elektron
transfer eden bir dehidrogenaz enzimidir. Stress dénemlerinde, bu enzim bir oksidaz
enzimine dénuGur ve O2 .- ve H202 Uretir. Boylece, ksantin oksidaz arti  hipoksantin
(veya ksantin), test tlpu icinde pH:7,4 'te O2 .- Gretmek i¢in kullani labilir. Bu reaksiyon

02 .- 'nin NBT'yi formazan'a indirgeme yetenegi ile dl¢ulebilirken (Bull et al. 1983) ve
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formazan oluGumu spektrofotometrik olarak 560 nm'de oél¢ulebilir (Sanchez-Mareno
2002). Verimliligi arti rmak ve analizi kolaylaGti rmak igim, son zamanlarda NBT yerine
sitokrom c kullani lan mikro-plaka formati uyarlanmi G ve 550 nm'de okunmuGtur (Quick

et al. 2000; MacDonald-Wicks et al. 2006; Gulgin 2011).

Ayri ca, ksantin-ksantin oksidaz elde etme sistemini kullanan, O2 .- 'ye karG1 sUputrme
kapasitesi, gaz kromatografisi ile 6lculen, etilen treten a-ketometiolbutirik asit
reaksiyonyla hesaplanmi Gti r (Vonkruedener et al. 1995; Lavelli et al. 1999). Radikal
stplUrme kapasitesi de ESR spektrometrisi ile dl¢ulebilir (Rimbach and Pallauf 1998;

Calliste ve ark. 2001).

Ksantin- ksantin oksidaz sistemine benzer olarak, O2 .- ayni zamanda nikotinamit adenin

dintkleotid varli g1 nda fenilazin metosulfati n (PMS) enzimatik olmayan reaksiyonuyla

da uretilebilir.
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NAD+ NAD+H+
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H
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A

]
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H3CO OCH3 H3CO OCH3

Zz—ZZ

Formazan NBT 2

gekil 5.19. NADH/PMS sisteminde Uretilen stiperoksit anyon radikallerinin NBT2+"yi formazana
indirger

Her iki sistemde de O2 .- NBT' yi formazana indirger ve bu reaksiyon spektrofotometrik
olarak 560 nm'de &lculur (Aruoma et al. 1993). BaGka bir O2 .- oluGturma sistemi de
riboflavin-metiyonin-1 Gi klandi rma sistemidir. C6zinmuUG oksijenden tireyen superoksit
anyonlari riboflavin-metiyonin-1 Gi klandi rma sistemi ile NBT'yi indirgeyecektir. Bu
yontemde sUperoksit anyonlari sari rengi (NBT2 B indirgeyerek 560 nm'de olculebilen

mavi formazani Uretir. Antioksidanlar mavi renkli NBT oluGumunu engeller (Parejo et
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al. 2002). Antioksidanlarla 560 nm'de goérilen absorbans azali Gi , reaksiyon kari Gi mi nda

ki siperoksit anyonlari ni nazaldi §i ni gosterir (Bursal and Gulgin 2011; Gdilgin 2011).

Bu yontemlerde yer alan iki temel reaksiyon (Liochev and Fridovich 1995):

2Not. — 5 NBT+ NBTH2 Formazan (a)

NBTH + 02 «— NBT+02 "~ O hakli ydi (b)

Riboflavin fotokimyasal olarak aktif hale geldiginde, a reaksiyonuna gére formazan
oluGumuna yol acan NBTH. elde etmek icin NBT ile birleGir (Beauchamp and Fridovich
1971). Oksijen varli g1 nda radikaller yari -denge tarafi ndan kontrol edilmektedir (b).
Boylece reaksiyonlar oksijenli koGullar alti nda gergekleGtirildigi zaman sUperoksit

anyon radikalleri dolayli olarak gérinur. NBT' ye bir elektron verebilen bir antioksidan
molekul varli @ nda, formazan bozunmasi ndan ortaya ¢ kan tipik mor renk 560 nm'de
spektrofotometrik olarak takip edilebilir. Antioksidanlar NBT oluGumunu inhibe

etmekte ve sUperoksit anyon radikallerini sipUrmektedir. Ayri ca O2 .- icin NBT ile

yart Garak, reaksiyon hi zi ni duGurmektedir.

02 .-icinyaygl n olarak kullani lan diger bir prob sitokrom c'dir. Ferrisitokrom c 'nin
ferrositokrom c 'ye indirgenmesi kinetik analizleri 550 nm'de g6zlenmiGtir (Aruoma et

al. 1993; Quick et al. 2000). NBT indirgenmesinin azalti Imasi ni n, sitokrom c ye gére
genellikle cok daha fazla oldugu gézlenmiGtir (Aruoma et al. 1993). Bunun nedeni,

02 .- 'nin NBT ile olan reaksiyonundansa, sitokrom cile daha hi zli reaksiyona girmesidir
ve boylece eklenen O2 .- stpuUrlcusinin verilen konsantrasyonu sitokrom c sisteminde

daha az etkili bir rekabet gosterir ve daha az bir inhibisyon uygular.

Mevcut ¢cali Gmada ise superoksit anyon radikalleri benzer Gekilde
metiyonin/riboflavin/i Gi k sisteminde Uretilmekte ve Uretilen superoksit anyon radikalleri yukari da

verilen mekanizmalar ile ayni  Gekilde NBT2+"yi formazana yukseltger. OluGan

formazan ise 560 nm"de maksimum absorbans verir.
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Fenolik bileGiklerin stiperoksit giderme aktivitelerine ait IC50 degerleri 25-40 p g/ml

arasi nda degiGmektedir. Bununla beraber en diiGuk IC50 degeri 26,70 p g/ml ile timolde
gozlenirken, en ytksek IC50 degeri 37,55 p g/mlile himik asitte gézlenmiGtir. Ayri ca,
humik asit IC50 degeri BHA 'dan duGuk olmasi na ragmen, diger standart
antioksidanlarla ki yaslandi g1 nda kuvvetli bir siperoksit giderme aktivitesine sahip

oldugu gorulmektedir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 5.2).

Mevcut cali Gmada kullani lan diger bir ydntem tiyosiyanat metoduna gore fenolik
bileGiklerin total antioksidan kapasitesitelerinin belirlenmesidir. Total antioksidan

kapasitesi g1 dave ti bbi biyoaktif bileGenler icin yaygli n bir parametre olarak kullani I r.
Lipit peroksidasyonu gibi oksidatif yi ki mi engellemek amaci yla kullani lan bileGigin

Ozelligi olarak tani mlanmaktadi r (Roginsky and Lissi 2005).

Lipit peroksidayonu ise herhangi bir sayr da karbon-karbon ¢ift bagi iceren lipitlerin
oksidatif bozulmasi olarak tani mlanmi Gti r. Genel olarak, biyoaktif bir bileGigin olasi
etkisinin belirlenmesi icin, linoleik asit emulsiyonunun peroksidasyonunu ki si tlamak
amaci yla afinitesi test edilmiGtir. Linoleik asit oksidasyonu, ikincil oksidasyon

arunlerini parcalayan linoleik asit hidroperoksitlerini Uretir. Tiyosiyanat metodu lipit
oksidasyonu baGlangl ¢aGamasi nda peroksit seviyesini 6l¢mek icin kullant I rdr .
Peroksitler, Fe3+ oluGturmak icin Fe2+ ile reaksiyona giren linoleik asit oksidasyonu

si rasi nda oluGur. Sonra, iyonlar tiyosiyanat (SCN- ) ile bir kompleks oluGturur ve bu
kompleks 500 nm'de maksimum absorbansa sahiptir. Antioksidan varli g1 nda, linoleik
asit oksidasyonu oldukg¢a yavaGti r. Bu nedenle tiyosiyanati n oluGumu esnasi ndaki renk

geliGimi de yavaG olacakti r (Gulgin 2002).

Biyolojik sistemlerdeki lipit peroksidasyonu ¢eGitli patolojik sonuclara yol acabilecek

bir toksikolojik olgu olarak dUGUNUIMUGtUr (Hochstein and Atallah 1988). Elde edilen

lipit hidroperoksitleri, membran aki Gkanli g1 ni ve membran proteinlerinin iGlevini
etkileyebilir. Ayri ca, lipit peroksitleri, serbest radikal aract I lipit peroksidasyonu zincir
reaksiyonunu harekete geciren epoksiallilik proksil radikallerini oluGturmak icin

oksijenasyona ve demir araci i tek elektron indirgenmesine ugrayabilir. Lipit
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peroksidasyonunun son urunleri, pek cogu htcreler icin son derece toksik olan, 4-

hidroksil nonenal ve malonaldehit gibi reaktif aldehitlerdir (Yu and Yang 1996).

Ayri ca lipit peroksidasyonuyla Uretilen reaktif aldehitler, proteinler ve DNA gibi diger
hicresel hedeflere saldi rabilirler; boylece, hiicre membranlari nda diger makro
molekullere ilk hasari yararlar, ¢cinki membranlarda oluGan lipit peroksitleri in vivo
ROS uretiminin 6nemli bileGenleridir. Onlari n detoksifikasyonu, oksidatif stress

alti ndaki organizmani n hayatta kalabilmesi icin kritik gérinmektedir (Dargel 1992). Bu
nedenle, antioksidanlar lipit peroksidasyon inhibisyonunda veya serbest radikallerin
hlcresel hasari na karGr  korumada hayati bir rol oynamaktadi r. Gi da ve biyolojik

ornekler icin cok ¢eGitli antioksidan 6l¢im yontemleri geliGtirilmiGtir.

Linoleik asit gibi doymami G yag asitleri ile oluGturulan hidroperoksitler,
dihidroperoksitleri ve hidroperoksi epidioksitlerle bisikloendoperoksitleri iceren oksijen
bagh halkaya sahip mollekulleri oluGturan oksidasyon reaksiyonlari na maruz
kalabilirler. Linoleik asitlerden hidroperoksi epidioksitlerin oluGumu igin mekanizma

gekil 5.20'de gosterilmiGtir (Neff et al. 1981).
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gekil 5.20. 9-Hidroperoksi endoperoksit oluGturan a-linoleik asitten 12-hidroperoksit
reaksiyonu

Lipit oksidasyonu bir seri serbest radikal bagi mli  zincir reaksiyonu iGlemleri icerir ve
bu, ceGitli tiplerde bir cok biyolojik hasarla iliGkilidir. Tiyosiyanat metodu lipit
oksidasyonunun ilk tGriini olan, oksidasyonun baGlangi ¢aGamasi nda Uretilen peroksit
miktart ni 6lcer. Bu ¢all Gmada, 6l¢me iGlemi deney sureci boyunca oto-oksidasyonla
linoleik asit emulsiyonundan Uretilen hidroperoksit miktari igin gergekleGtirildi. Sonra
demir kloridr ve tiyosiyanat hidroperoksitler yoluyla demir tiyosiyanat tGretmek icin

birbiri ile reaksiyona girdi (Inatani et al. 1983).
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Cizelge 5.3. Dogal fenolik bileGiklerin ve standart antioksidanlari n 30 p g/ml ve 60. saate karGi I k
gelen linoleik asit emulsiyonunun peroksidasyonu inhibe etme ytzdeleri

% giderme
Antioksidanlar (30 p g/ml-60 h)
a-Tokoferol 52,51
Trolloc 93,07
apomorfin 86,51
timol 84,90
HUmik asit 74,78

Cali Gmami zda kullandi g mi z fenolik dogal bileGiklerin total antioksidan kapasiteleri
standart antioksidanlarla birlikte her 12 saatte bir 6lciim ali narak, toplam 72 saatlik

¢ali Gma sonunda kaydedildi. Maksimum absorbans degerlerine 60. saatte ulaGi Idi .
Apomorfin, timol ve humik asitin total antioksidan degerleri standart antioksidanlarla

karGi laGti ri Idi g nda Cizelge 5.3'te goruldugu gibi, kullandi g mi z fenolik bileGiklerden
apomorfinin en yiksek IC50 degerine sahip oldugu g6zlenmiGtir. Ayni zamanda

apomorfin, timol ve humik asitin a-tokoferol'den ¢ok daha yuksek IC50 degerine sahip

oldugu belirlenmiGtir. Timol ve hiimik asitte antioksidan kapasiteleri konsantrasyon

artarken (gekil 4.14, 4.15, 4.16), apomorfinde bir korelasyon gézlenmemiGtir.

Sonug olarak butiin metotlar genel olarak degerlendirildiginde apomorfin, timol ve
hamik asit fenolik dogal bileGikleri benzer diger bileGiklerle ile karGi laGti r1 Idi klari nda
daha yuksek aktiviteye sahip olduklari go6zlendi. Bu bilgiler literatirde verilen bilgiler

ile de 6rtuGmektedir (Chimi et al. 1991; Arouma and Cuppett 1997).

Karbonik anhidraz (CA, Karbonat hidroliyaz E.C 4.2.1.1) enzimi ise eritrosit iceren

¢ogu dokuda iyi karakterize edilmiG pH dizenleyici bir enzimdir. Karbon dioksitin

bikarbonat ve protona doniGUmunu katalizler. Bu oldukca hi zli  bir reaksiyondur (Gulgin et al.
2004c). CA bu reaksiyonun hi zi ni ileri derecede artti rarak saniyede 104 -106 s

reaksiyon hi zi naulaGti ri r(Coban et al. 2007).
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Mevcut cali Gmada insan eritrosit karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA-I ve hCA-II)
afinite kromatografisi ile ayri ayri saflaGti rn larak dogal antioksidan kaynaklarda da bol

miktarda bulunan bazi fenolik yapi I bileGiklerin her iki izoenzim Gzerindeki inhibisyon

etkileri incelendi.

Karbonik anhidraz enzimi, afinite jeli hazi rlanarak, eritrositlerden saflaGti i Idi .
Gali Gmada Sepharose-4B Uzerinde hazi rlanan afinite jeli kullani Idi . Afinite
kromatografisinde kullani lan jel, tic ayri  reaksiyon sonucu sentezlenmektedir. Once

matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile aktifleGtirildi.

CNBr ile aktifleGtirilen jele L-tirozin uzanti  kolu taki | r. Sonra, sulfanilamit
diazolanarak tirozine kenetlendirildi. Stlfanilamit enzimin spesifik bir inhibitora

oldugundan afinite jelinde ligant olarak kullani Idi .

Tirozin ise enzimin ligantla daha iyi etkileGmesini saglamak icin uzanti  kolu olarak

secildi. Zira karbonik anhidrazi n aktif bélgesi enzimin globuler yapt si ni n12-15 Ao
derinliginde oldugu X1 Gi nlari kristallografisi ile belirlenmiGtir (Cuatracases 1970). Bu
durumda hazi rlanan afinite jeline belirtilen derinlige eriGebilmek icin istenilen uzunlukta bir

uzanti kolu baglanmasi gerekmektedir. GGte tirozin bu amacla kullani It .

Jele adsorbe olan hCA-I ve hCA-II izoenzimlerinin eltsyonlari igin, si rasi yla 25 mM
Na2HPO4/1 M NaCl (pH:6,3) ve 0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4 (pH:5,6) tampon
cozeltileri kullani Idi . SaflaGti r1 lan izoenzimlerin safli klari ni n kontrolu igin SDS
poliakrilamid jel elektroforezi uygulandi . hCA-I ve hCA-II icin tek bant gézlendi (gekil
4.17). hCA-I"in spesifik aktivitesi 1188,9 EU/mg olup %59,4 verimle saflaGti ri Idi . hCA
IT izoenzimi ise spesifik aktivitesi 5085,7 EU/mg olup, %65,9 verimle saflaGti 1 Idi
(Cizelge 4.8).

Enzim ile ilgiliyapi lan kinetik cali Gma olan Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi igin
yap! lan cali Gmada Lineweaver-Burk grafikleri kullani Idi . Grafiklerden yararlani larak

hesaplanan KM ve Vmax degerleri ise hCA-L izoenzimii¢in si rasi yla 6,82 mM, 7,22
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EU/ml.dak ve hCA-Il icin ise si rasi yla 5,79 mM, 7,21 EU/ml.dak olarak hesaplandi

(gekil 4.19 ve 4.20).

Afinite kromatografisi ile karbonik anhidraz enzimlerinin saflaGti ri Imasi si rasi nda
eluatlari n protein muhtevalari 280 nm de absorbanslari  Slculerek belirlendi. Bu Gekilde
yap! lan kalitatif protein tayini, proteinin yap! si nda bulunan tirozin ve triptofan amino
asitlerinin s6z konusu dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esasi na dayani r

(Segel 1968).

Kantitatif protein tayinleri Coomassie-Blue yontemi ile belirlendi. Bu yéntemin diger
protein tayinlerinden Ustln tarafi , ¢cok ki sa stirede uygulanabilirligi, bozucu faktorlerin
pek olmamasi , protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun sire kalmasi di r. Bu
yontemin hassasiyeti 1-100 p g arasi ndadi r (Bradford 1976). Enzim aktivitesi tayini igin

iki yontem kullani Idi .

Birincisi; Maren ve arkadaGlari ni n modifiye ettikleri Wilbur-Anderson yéntemi olarak

bilinen CO2 hidrataz aktivitesidir (1960). Bu yéntemle CO2"nin H20 ile reaksiyona girmesi sonucu
meydana gelen H2CO3 - “in H+ ve HCO3 - iyonlari na ayri Garak ortami n

pH"si ni  degiGtirme siresinin 6lcilmesine dayanmaktadi r. Bu yontem saflaGti rma
iGlemlerinde eltatlardaki aktivitenin belirlenmesinde yaygi n olarak kullani Imaktadi r.

Ayni zamanda bu aktivite, CA izoenzimlerinin fizyolojik fonksiyonu oldugundan,

fenolik asitlerin CA izoenzimleri Uzerindeki etkisini araGti rmak amaci yla da

kullant Imi Gt r.

Cali Gmada kullani lan ikinci aktivite ydntemi ise esteraz aktivitesidir. Amstrong ve
arkadaGlar tarafi ndan modifiye edilen bu ydntemin esasi , karbonik anhidrazi n ester
baglari ni n parcalanmasi na dayanmaktadi r (1966). Karbonik anhidraz enzimi p-nitrofenil
asetati p-nitrofenole hidroliz etmekte ve oluGan bu Urin ise 348 nm"de absorbsiyon
vermektedir. Bunun tercih edilme nedeni Wilbur-Anderson metoduna goére daha hassas
olmasi di r. Ancak hidrataz aktivitesinin 6lcimu fizyolojik olarak daha fazla deger taGi r.

p-Nitrofenil asetat, suda ¢6zinmedigi i¢in 6nce az miktarda asetonda ¢6zuldu, daha
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sonra su ile seyreltilerek sulu ¢ozeltileri hazi rlandi . C6zlicu olarak asetonu secilmesinin
sebebi ise asetonun hidroliz reaksiyonunu en az inhibe eden ¢6zlcu olarak

kullani Imasi di r (Armstrong et al. 1966; Verportee et al. 1967).

Aktivite 6lciim pH"si  hCA-I ve hCA-IT izoenzimleri i¢in 7,4 olarak ali ndi . Bunun sebebi
ise hCA-T ile hCA-II izoenzimlerinin bulundugu ortam olan eritrositlerin pH"si ni n7,4

olmasi ndan dolayr di r.

Bir inhibitdrin inhibisyon etkisini belirlemesinde 150 deg@erleri kullani Imaktadi r.Si g1 r

CA enziminin hidrataz aktiviteleri Gzerinde inhibisyon etkilerini belirlemek igin fenolik

dogal bileGiklerin konsantrasyonlari 1 mg/ml olacak Gekilde ¢ozeltileri hazi rlandi ve

enzim uzerindeki etkileri araGti i Idi . Bununigininsan kani ndan saflaGti r lan CA

izoenzimleri icin Gi¢ farkll  uygun inhibitér konsantrasyonunda hidrataz aktivite 6lcimi yapi Idi . Gnhibisyon
etkisi olan himik asitin Aktivite (%)-[I] grafikleri ¢izildi ve 150

degerleri bunlara bagli olarak hesaplandi . Bu cali Gmalar sonucunda ¢izilen Aktivite (%)-

[1] grafiklerinden bulunan I50 degerleri Cizelge 4.9"da gosterildi.

Sonuglara baki Idi g1 zaman CA icin hidrataz metodunun esteraza gére daha diGuk I50

degerleri verdigini (Cizelge 4.9, 4.10 ve 4.11) ve bu yuzden hidrataz metodunu yani

kendi substrati olan CO2"yi tercih ettigi gorulmektedir (genturk et al. 2009). Son olarak

ise edilen CA izoenzimleri icin (g farkli  uygun inhibitér konsantrasyonunda esteraz aktivite l¢timi yapi Idi .
Gnhibisyon etkisi olan bileGiklerin Aktivite (%)-[1] grafikleri

cizilerek Ki degerleri hesaplandi (Cizelge 4.10 ve 4.11).

Bilindigi gibi glukoma hastali §i ndan dolayr hCA-II Gzerine yodun bir Gekilde
inhibisyon cali Gmalari devam etmektedir. Fenolik bileGiklerin de CA izoenzimlerinin
dogal inhibitéri oldugu bilinmektedir. Dogal kaynakli  fenolik bileGiklerin 6zellikle
glukoma hastali @i icin yeniilaglari n sentez ve dizayni nda 6nemli rol oynayacagi

GuUphesizdir.
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Fenollerin ve fenolik dogdal bileGiklerin, CA inhibitérleri olarak araGti rmani n temel

nedeni, basit fenollerin (PhOH) CA"ni n asi | izoformu yani hCA-II si baGta olmak Uzere

substrat olarak CO2 ye karGi tek yari Gmali inhibitér oldugunun ispatlanmasi ndan

dolayr di r.Son zamanlardayap! lan cali Gmalarda hCA-IIile fenollerin etkileGimini

gOsteren X-ray kristal yap1 si aydi nlati Idi (Christie et al. 1997).

Bu cali Gmada enzimin aktif bélgesinde bulunan Zn2+ ile fenollerin fonksiyonel -OH

grubunun baglandi g1 ni gdstermiGlerdir. Katalitik bélge icin olduk¢a 6nemli bir

aminoasit olan Thr 199"un NH amidinin bir hidrojen bagi ni nyani si ra ikinci bir

hidrojen bagi

vasl tasi yla-OH"“ ni enzim aktif bélgesinin ¢cinko bagh su/hidroksit

iyonuna baglayarak bu fenol bileGiklerinin CA ya baglandi g1 ni ispatladi lar (gentirk et

al. 2009).

Leyi 198
trp 209

deger 143

Thr 199 T

H e S val 121

N

onun 96

onun 94 onun 119

gekil 5.21. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin aktif bolgesinde bulunan Zn2+ iyonuna inhibitérlerin
baglanma modeli (Bayram et al. 2008)

Son zamanlarda grubumuz tarafi ndan fenol ve fenolin yerini alan tirevlerden

bazi lari ni ntam memeliizozimlerle etkileGimlerini araGti rdi lar. Asl nda, ¢eGitli

izoenzimlerin bu ajan st ni fi yla olan inhibisyon profili, bir¢ok basit fenol icin

milimolardan submikromolar arasi nda degiGen inhibisyon sabitlerine sahip, oldukga
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degiGken bir profildir. Bu nedenle, bu araGti rmada g1 da katki maddeleri olarak klinik ve
antioksidan uygulamalari olan ve antioksidan etkiye sahip olduklari mekanizmalari ile
tez kapsami nda degerlendirilen fenolik abileGiklerin CA ile ilgili araGti rmaya dahil

edilmesi cali Gmayi orijinal hale getirdi.

Sonug olarak;

1. Fenolik dogal bileGiklerin ¢cali Gi lan konsantrasyonlarda (10-30 p g/ml), artan
konsantrasyon ile dogru oranti Ii olarak total antioksidan aktivitede, indirgeme
kapasitelerinde, metal Gelatlamalari nda, DPPH ve ABTS gidermelerinde arti G

g6zlenmiGtir.

2. Ferréziyonlari ni Gelatlama aktivitesi, DMPD ve superoksit anyon radikallerini

giderme aktivitelerinde konsantrasyona bagli pozitif bir korelasyon gézlenmedi.

3. Antioksidan ¢cali Gmalari nda standart olarak, BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks
kullani Idi . Mukayeseler sonucunda kullani lan apomorfin, timol ve hiimik asitin
kullani lan standartlari n ayni konsantrasyonlari ndaki aktivitelerine eG deger veya daha

yuksek oldugu belirlendi.

4. Karbonik anhidraz enzimi Sepharose-4B L-tyrosin affinite jeli zapatan

eritrositlerden saflaGtri Idi .

5. hCA-T'in spesifik aktivitesi 1188,9 EU/mg olup %59,4 verimle saflaGti r1 I rken, hCA

115085,7 EU/mg spesifik aktiviteye sahip olup %65,9 verimle saflaGti n Idi .

6. SaflaGti ' lanizoenzimlerin safli klari ni n kontroll i¢in SDS-Page elektroforezi

uygulandi ve her iki izoenzim igin (hCA-I ve hCA-II) tek bant gézlendi.
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7. Lineweaver-Burk grafigi sonucunda elde edilen kinetik verilere gére KM ve Vmax
degerleri hCA-Licin si rasi yla 6,82 mM, 7,22 EU/ml.dak ve hCA-Ilicin s1 rasi yla 5,79

mM, 7,21 EU/ml.dak olarak hesaplandi .

8. Enzim aktivitesi tayini icin iki metot kullani Idi . Hidrataz aktivitesi sonuclari na goére
Aktivite (%)-[I] grafikleri icin ve I50 degerleri bunalara bagh olarak hesaplandi . Bunlara
gOre humik asit inhibisyon gosterirken, apomorfin ve timolde inhibisyon etkisi

g6zlenmedi.

9. Son olarak elde edilen CA izoenzimleri icin uygun inhibitér konsantrasyonunda esteraz
aktivite dlcumu yapi Idi . Gnhibisyon etkisi olan bileGiklerin Aktivite (%)-[1]

grafikleri cizilerek Ki degerleri hesaplandi .
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