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OZET

Doktora Tezi

BAZI FLAVONOIDLERIN ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ
BELIRLENMESI VE INSAN ERITROSITLERINDEN SAFLASTIRILAN
GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIM AKTIiVITESI UZERINE iNHIBiSYON
ETKILERININ iNCELENMESI

Mine AKSOY

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU

Bu tez kapsaminda baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin antioksidan
kapasiteleri incelendi. Calismada kullanilan flavonoidlerin antioksidan kapasitesini
6lgmek icin demir indirgeme aktivitesi, kuprik iyonlar1 (Cu*?) indirgeme aktivitesi,
FRAP metoduna gére ferrik iyonlart (Fe™) indirgeme aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil serbest radikalini (DPPH") giderme, 2,2-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-
siilfonik asit) radikalini (ABTS™) giderme aktivitesi yontemlerinden yararlanildi.
Sonuglarin mukayese edilmesinde biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), a-tokoferol ve troloks standart antioksidanlar1 kullanildi. Ayrica
baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin bir detoksifikasyon enzimi olan ve
metabolik 6neme sahip glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesi {izerine in vitro
inhibisyon etkileri arastirildi. Calismada kullanilan GST enzimi igin kaynak olarak
insan eritrositleri kullanildi. Insan eritrositlerin GST enzimi glutatyon-agaroz afinite
kolonu yardimiyla 3,309 EU/mg protein spesifik aktiviteyle 1140 kat saflastirildi.
Enzimin safligi sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
kontrol edildi. Saflagtirilan enzim {izerine baicalin, baicalein ve phloridzin
flavonoidlerinin inhibisyon etkilerini incelemek amaciyla 6nce bes farkli inhibitor
konsantrasyonunda enzim aktivitesi dlgiildii ve % Aktivite-[Inhibitdr] grafigi cizildi.
Enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu olan ICsy degerleri ¢izilen
bu grafik yardimiyla sirasiyla 0,028; 0,056; 0,769 mM olarak hesaplandi. Enzim
inhibitor ayrigsma sabiti olan K; degerleri ise sirasiyla 0,0145; 0,024; 0,762 mM olarak
bulundu.

2016, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: Baicalin, Baicalein, Phloridzin, Glutatyon S-transferaz, Antioksidan
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DETERMINATION OF ANTIOXIiDANT CAPACITY OF SOME FLAVONOID,
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In this thesis, antioxidant capacity of baicalin, baicalein and phloridzin flavonoids were
examined. To measure the antioxidant capacity of flavonoids used in the study, iron
reduction activity, cupric ions (Cu®") reduction activity, ferric ion according to the
FRAP method (Fe**) reduction activity, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical
(DPPH -) removal activity, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyoazol-6-sulfonic acid) radical
(ABTS - +) removal activity methods were used. Butylated hydroxy anisole (BHA),
butylated hydroxy toluene (BHT), a-tocopherol and trolox standards antioxidants were
used for a comparison of the results. In addition in vitro inhibitory effect of baicalin,
baicalein and phloridzin flavonoids were investigated on the glutathione S-transferase
(GST) enzyme activity. Human erythrocytes as a source of GST enzymes in the study
was used. GST enzymes of erythrocyte with the help of glutathione-agarose affinity
column was purified with 3.309 EU/mg protein specific activity and 1140-fold. The
purity of the enzyme were checked with sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). ICs values baicalin, baicalein and phloridzin flavonoids,
respectively, as 0.028, 0.056, 0.769 mM was calculated with % Activity-[Inhibitory]
graphs. Values inhibitor dissociation constant of the enzyme, K, were found as 0.0145,
0.024, 0.762 mM, respectively.
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirlerinin asirt miktarda tretilmesi durumunda organizmalarin dogal
antioksidan savunma sistemleri devreye girerek canliyr bu durumdan kurtarmak iizere
antioksidan bilesikler iiretir (Rice-Evans 1997). Sekonder metabolit olarak adlandirilan
bu bilesikler 6zellikle bitkiler tarafindan bolca firetilir. Genel olarak fenolik bilesikler
simifinda olan bu metabolitler insanlar tarafindan beslenme yoluyla tiiketildiginde
antioksidan aktivitelerini insan viicudunda da gosterebilirler (Chaudiere and Ferrari-
lliou 1999). Bu nedenle son yillarda insanlar tarafindan besin kaynakli dogal
antioksidanlarin alinmasi 6zendirilmektedir. Ote yandan antioksidan bilesikleri bolca
igeren bitki ekstraktlarinin (Karagozler, Erdag et al. 2008) besin endiistrisinde koruyucu
madde olarak kullanilmasi da son yillarda oldukca sik rastlanan bir uygulamadir.
Bununla beraber, besin teknolojisinde besinlerin uzun siire dayanikliligin1 saglamak i¢in
katki maddesi olarak sentetik antioksidanlar kullanilir. Bu sentetik antioksidanlarin
koruyucu ozellikleri ¢ok yiiksek olmakla birlikte dogal olmamalart nedeniyle insan
saghigi acisindan zararli olabilecekleri konusunda tartismalar vardir (Pokorny 2007).
Dogal antioksidanlarin antioksidan 6zelliklerinin molekiiler yapilariyla alakali oldugu
cesitli calismalarda bildirilmistir (Rice-Evans 1997; Pannala Chan et al. 2001; Apak et
al. 2007). Antioksidanlar serbest radikalleri giderme/uzaklastirma yetenekleri nedeniyle
son yillarda insan beslenmesinde incelenen Onemli aragtirma konularindan birini
olusturmaktadir. Ayrica besin teknolojisinde besinlerin uzun silire bozulmadan
saklanabilmesi icin sentetik ve dogal antioksidanlarla muamele standart bir islem olarak
uygulanmaktadir. Besinlere ilave edilen antioksidan 6zellikli bilesikler sentetik (BHT,
BHA gibi) olabilecegi gibi genellikle bitkilerden elde edilen dogal antioksidan bilesikler
(rutin, katekol gibi) de olabilir. Bu bilesiklerin hem besin koruma &zellikleri hem de
metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak davranip hiicreyi oksitleyici

maddelere kars1 koruma 6zellikleri bilinmektedir.

Bilesiklerin antioksidan ozelliklerini belirlemede ¢esitli analitik yontemler uygulanir.
Bu yontemlerde kimyasal prensipler gecerli olup bir antioksidan, secilen bir 6lgme

yontemi ile yliksek antioksidan aktivite gosterirken ayni antioksidan diger bir yontemle



daha diisiik bir aktivite gosterebilir. Bu nedenle sentetik veya dogal antioksidanlarin
antioksidan kapasitelerinin tespitinde ve karsilastirmalarda en az iki yontem kullanilarak

calisiimalidir.

Onceki literatiir ¢calismalar1 bir antioksidan bilesigin bir yontemle 6lgiilen antioksidan
kapasitesinin diger bir yontemle Olgiilene kiyasla farkli olabilecegini gdstermektedir
(Huang et al. 2005). Bu nedenle, bir bilesige ‘antioksidan kapasitesi yiiksek’ 6zelligi
yakistirabilmek i¢in birden fazla yontemle tayininin yapilmasi ve diger bilesiklerle
karsilastirilmast gerekir. Karsilagtirma sentetik ve dogal antioksidanlar arasinda
yapildiginda, daha ucuz ve daha kolay elde edilebilir olmalart nedeniyle besin
endistrisinde ¢okca kullanilan sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecek dogal

antioksidanlarin tespit edilmesi miimkiin olabilir.

1.1. Serbest Radikaller

Oksidatif stres, oksijen agisindan zengin bir ortamda yasamin kaginilmaz sonucudur.
Aerobik organizmalar i¢in oksijen hem hayati hem de tehlikelidir. Bu paradoks
oksijenin atomik serbest radikal formu ve molekiiler bi-radikal formu bulunan kimyasal
yapilarindan kaynaklanmaktadir. Atomik oksijenin dis valans kabugunda bir
eslesmemis elektron bulunur. iki oksijen atomu molekiiler oksijen olusturmak iizere bir
araya geldiklerinde, dis degerlik kabugunda elektron-¢ifti olusturmaz, iki eslesmemis
elektron olarak kalirlar. Radikal bir atom ya da molekiiliin dis degerlik kabugunda bir ya
da daha fazla eslesmemis elektron icermesi olarak tamimlanmaktadir. Bu nedenle,
molekiiler oksijen gergek bir bi-radikalidir (Chance et al. 1979; Pryor 1986; Mccord and
Fridovich 1988).

Molekiiler oksijen radikal dogasi geregi bazi oksidasyon / rediiksiyon reaksiyonlarinin
gerceklesmesine neden olur (Chance et al. 1979; Pryor 1986; Mccord and Fridovich
1988). Oksijen Sekil 1.1’de gosterildigi gibi dort basamakta indirgenir. Mitokondriyal
elektron transport zincirinin sonunda sitokrom oksidaz tarafindan katalizlenen oksijenin

dort elektron alarak indirgenmesi reaksiyonu aksine, enzimatik olmayan yolla oksijenin



indirgenmesi bir¢ok reaktif ara maddenin iiretilmesiyle sonuglanir. Oksijenin ilk bir-
elektronla indirgenmesi ile siiperoksit anyon radikali olusur. Ikinci bir elektron ve iki
proton eklenmesi ile aktif tiirler arasinda yer alan hidrojen peroksit (H,O;) iiretilir.
Ucgiincii elektron ilavesi ile son derece reaktif hidroksil radikali (OH") iiretilir ve serbest
bir hidroksit iyonu (OH") agiga ¢ikar. Dordiincii elektron ilavesi zararsiz bir su

molekiili olusturur (Davies 1995).

0 ~0"\~Hozl> OH'i» H,O
2 - 2 » 2 2
Wl N /
2H OH H

Sekil 1.1. Oksijenin indirgenme basamaklari

Sekil 1.1.’de gosterilen O, bi-radikal ve O, ise mono-radikaldir oysa H,O, reaktif
oksijen tiirli olmasina ragmen dis degerlik kabugunda eslesmis elektron bulundugundan
dolay1 radikal degildir. Ayrica bir indirgeyici reaktant tarafindan hidrojen transferi ile
molekiiler oksijenden {iretilen gecici hidrodioksil tiirleri bir proton vererek siklikla
stiperoksit radikal anyonuna doniisiir. Sekil 1.2'de gosterildigi gibi hidrodioksil radikali
fizyolojik pH’da hizl1 bir sekilde O, ve H" olusturmak iizere ayrilabilir. Hidrodioksil
radikalinin pKy’st 4,8 oldugundan i¢ mitokondri membraninin dig ylizeyinin asidik
olusu dolayisiyla ve notrofiller, makrofajlar ve monositlerin fagolizozomlarinda sinirlt

konsantrasyonlarda olusur (Fridovich 1976).

O, + RH —— HO, + R
HO, #&=——= 0,” + H'

Sekil 1.2. Hidrodioksil radikali ve siiperoksit

Birgok oksijen tiirii biyolojik oksidanlar olarak hareket eder; ama O, ara reaktiftir. O,

‘ye bir protonun eklenmesiyle bu ara reaktant, aktif oksitleyici ajan olan HO;’ye



doniisiir (Koppenol and Liebman 1984). Singlet oksijen (*O;) redoks reaksiyonlari
tarafindan {retilmez ama elektromanyetik enerjinin absorbsiyonu ile oksijenin iki

eslesmemis elektronlarindan birinin spin yonii tersine gevrilir (Frimmer 1985).

1.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojik Kaynaklari

Insan hiicrelerine giren oksijenin %95’inden fazlasi, mitokondrial elektron transport
sisteminde kompleks IV enzimi olan sitokrom oksidaz tarafindan enerji tiretimi igin
kullanilir; iki su molekiiliiniin olusumu ile sonuglanan bu islemler sirasinda, her bir
oksijen molekiilii 4 ¢ ilavesiyle suya indirgenir. Hiicre i¢ine alinan oksijenin tahminen
%1-4’linlin kismen indirgenmis oksijen tiirlerine yani reaktif oksijen tiirlerine (ROS)

dontistiigii bilinmektedir (Floyd 1999).

Soludugumuz tiim oksijenin %95'inden fazlasi elektron tasima zincirinde Kompleks IV
enzimi sitokrom oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla suya indirgenir. Sitokrom
oksidaz elektron transport zincirindeki son elektron alicidir ve siirekli elektron
transportunun gerceklesmesi i¢in indirgenme reaksiyonu devam etmelidir. Eger elektron
akist durursa proton motif kuvveti olusmaz ve ATP iiretimi gerceklesmez (Davies

1995).

Oksijen radikali tiretiminde diger potansiyel kaynaklar lokositler (notrofiller),
monositler ve makrofajlar gibi fagositik hiicrelerdir. Bu tiir hiicreler, dogrudan bir
NADPH oksidaz enzim sistemi ile mikro-organizmalara savunma sirasinda O, iretir.
Normal sartlarda NADPH oksidaz tarafindan {retilen O,  ¢ogu fagositik
fagolizozomlarda mikroorganizmalara karst yonlendirilmelidir. Kronik enflamasyon
kosullar altinda doku etrafinda O,  ve onun metabolitleri yiiksek seviyede bulunur. Bu
tiir kronik iltihap durumlari, romatizmal artrit, lupus eritematozus ve psoriatik artrit gibi

bir¢ok hastaligin karasteristik 6zelligidir (Babior 1992).
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Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretim mekanizmasinin sematik gosterimi

ROS en az bir tane eslesmemis elektron iceren veya radikal olmayan bilesik iceren ve
biyomolekiilleri oksitleyebilen molekiillerdir. Bu nedenle bu ara iiriinler oksidan veya
pro-oksidan olarak da adlandirilir (Gutteridge and Halliwell 1989; Sies 1991). ROS
normal fizyolojik olaylar sirasinda siirekli olarak iiretilir ve membran lipitlerinin
peroksidasyonuna, lipit peroksitlerinin birikmesine yol acar (Elmastas et al. 2006;
Gulcin 2010). Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS normal hiicre fonksiyonlart i¢in
gerekli olabilir. Niikleik asitler, lipitler, proteinler, doymamis yag asitleri ve
karbohidratlar gibi 6nemli biyomolekiillere de zarar verirler. Mutasyona kadar varan
DNA hasarlarina da sebep olabilirler. Eger ROS hiicresel 6geler tarafindan etkili bir
sekilde giderilmezse, protein, lipit, niikleik asit gibi hiicresel biyomolekiillere zarar

veren serbest radikal zincir reaksiyonunu uyarabilir (Halliwell and Gutteridge 1990).

Biyolojik molekiillerin oto-oksidasyonu in vivo olarak oksijen radikali iiretiminin
olduk¢a 6nemli bir kaynag: olabilir. Lipitler, proteinler, karbonhidratlar, DNA ve RNA
gibi indirgenmis karbon bilesikleri oksidasyona hassastirlar. Membran lipitlerinin oto-
oksidasyonu konusuna biiyiik ilgi vardir ve bu ilgi gida kimyasinda antioksidan
bilesiklerin gelistirilmesi ve gidalarin bozulmadan uzun siire depolanabilmesi gibi

onemli avantaj saglar. Baslangigta oto-oksidasyon reaksiyonlar: gibi goriinen protein,



yag, karbonhidrat ve niikleik asit oksidasyonu detayli incelemelerden sonra metal
katalize oksidasyonlar oldugu anlasilmistir. Enzimatik olmayan biyolojik oksidasyonda

demir ve bakir gibi gegis metallerinin rolii yadsinamaz (Kappus and Diplock 1992).

1.3. Oksidatif Stresin Temeli

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri veya diger serbest radikaller ile antioksidan sistem
arasinda olugan dengesizliktir ve bu dengesizlik hiicreler, dokular veya organizmalar da
protein, lipid, karbohidrat, niikleik asit gibi 6nemli molekiillerin hasarina neden olabilir
(Gulcin 2012).

Proteinler, lipidler, karbohidratlar ve niikleik asitlerin oksidatif modifikasyona
hassasiyetini anlamak icin c¢esitli serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin bu
biyomolekiillere etkisi incelenmistir. Siiperoksit lipidler, karbohidratlar ya da niikleik
asitlere kars1 reaktif degildir, ama belirli proteinlere sinirh reaktiflik gosterir.
Siiperoksitin hem gruplar1 veya demir-stilfiir kiimeleri gibi prostetik grup olarak gecis
metal iyonu igeren proteinlere karsi reaktif oldugu kanitlanmistir. Bu tiir gecis metali
aracilt reaksiyonlar amino asitlerin hasari ile sonuclanir ve enzim ya da protein
fonksiyonunu kaybeder. Bu reaksiyonlara iyi bir 6rnek bakterinin siiperoksite maruz
kalmasina takiben akonitaz aktivitesini kaybetmesidir (Zhang et al. 1990; Gardner and
Fridovich 1991).

Stiperoksitin diger onemli reaksiyonu Sekil 1.4'de gosterildigi gibi, bir diger siiperoksit
molekiilii ile aralarindaki reaksiyondur. Sekil 1.4'de gosterilen reaksiyonlarin hepsi Oz
veya HO; 'nin bir molekiiliiniin birinin indigen digerinin yiikseltgen olarak davrandig
dismutasyon reaksiyonlaridir. HyO, ve O, siiperoksit dismutasyonunun iiriinleridir.
Stiperoksit dismutasyonu i¢in reaksiyon hiz sabitleri olduk¢a 6nemli dlgiide degisiklik
gosterir. Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyon hiz sabitide Sekil 1.4’te

belirtilmistir (Davies 1995).



Katalizorsiiz dismutasyon reaksiyonu Hiz sabiti

0,” + HO; + HY —— H,0, + 0, 8,5x10" Mdk™
HO, + HO, + H"Y —— H,0, + O, 7,6x10° M*dk™
0,” + 0,7 +2HY — H,0, + O, < 1x10* Mtdk?

Siiperoksit dismutaz katalize reaksiyon

O, + O, +2H" —> H,0, + O, 1,9x10° Midk?

Sekil 1.4. Siiperoksitin dismutasyonu

Hidrojen peroksit birden fazla oksidasyon ile olusturulan 6nemli bir ortak ara-maddedir.
Hidrojen peroksit, 6zellikle siilthidril gruplari, demir-siilfiir kiimeleri, indirgenmis hem
gruplar1 ve prostetik grup olarak bakir iceren bir¢ok biyolojik molekiil i¢in oksidandir.
Hidrojen peroksit ayrica geg¢is metalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusturabilir. Sekil 1.5’te gosterilen tiglincii reaksiyon indirgenmis demirin H,O; ile OH
olusturdugu oksidasyon reaksiyonudur ve 1894’de Fenton tarafindan tanimlanmistir
(Fenton 1894). Bununla birlikte, O, Fe*®ii Fe"ye doniistiirmek i¢in bir indirgeyici
olarak davranabilir. Bu 'demir katalizér Haber-Weiss reaksiyonu' ilk 1934 yilinda birkag
olas1 reaksiyon semalar1 biri olarak onerilmistir ve son yillarda olduk¢a yaygin destek
gormiistiir (Haber F 1934). Bir gecis metali olan bakir da belirtilen reaksiyonlarda
demirin yerini alabilir. Hidroksil radikali, tiim oksijen radikallerinin en reaktifidir ve
hali hazirda protein, lipid, karbohidrat ve niikleik asitleri oksitler (Mccord and Day
1978).

1) 0,7 + Oy +2H" — H,0, + O,

2) 0,7 + Fe* — O, + Fe*?
3) H0, + Fe™ ——> OH + OH™ + Fe”
Net: O, + H,0, — OH + OH + O,

Sekil 1.5. Hidroksil radikali tiretimi

Oksijen temelli diger bazi tiirler de oksidatif streste 6nemli rol oynar. En yaygin

olanlarindan biri fizyolojik pH'da 50/50 oraninda bulunan hipokloréz asit ya da



hipoklorittir. HOCI / OCI" nétrofiller gibi fagositik hiicrelerde miyeloperoksidaz enzimi
tarafindan ftretilir. NADPH oksidaz enzimi fagositlerde O,’den O, iiretir (Babior
1992). Olusan O, siiperoksit dismutaz enzimi ile H,O;’ye doniisiir.(Sekil 1.3) Daha
sonra H,O, miyeloperoksidaz enzimi ile hipokloréz asit / hipoklorite oksitlenir.
Fagositik hiicreler bakteri gibi iggalci organizmalar1 6ldiirmek i¢in HOCI / OCl ‘yi
kullanirlar. HOCI1 / OCI” dogrudan proteinleri oksitleyebilir ve birden fazla etkiye yol
acabilen kloramin gibi ikincil oksidanlar iiretebilir (Mckenna and Davies 1988; Davies
Horwitz et al. 1994).

Cesitli azot oksitler yaygin cevresel kirleticilerden iretilir ve bazilari hiicrelerde
olusturulur. Nitrik oksit (NO-) ve azot dioksit (NO,) fotokimyasal sis ortak
bilesenleridir (Kerr 1976). Ancak nitrik oksit, fizyolojik bir damar genisletici olarak
memeli dokularinda nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan olusturulur (Moncada et al.
1991). NO- ya direkt olarak ya da peroksinitrit (ONOQO") gibi tiirler treterek
hiicrelerimizde oksidatif strese sebep olabilir (Beckman et al. 1990; Radi 1990; Last
Sun et al. 1994).

Ozon oksidatif strese neden olan diger bir oksijen tiiriidiir (Last, Sun et al. 1994, Pryor
1994). Son yillarda atmosferdeki ozon tabakasindaki delinme ciddi kaygiya yol
acmistir. Stratosferik seviyede ozon UV radyasyonu emer ve bdylece hayvan ve bitki
yasamin1 korur. Aksi takdirde canli hayatini tehdit edici, maruz kalma seviyelerine
ulagilir. Bununla birlikte atmosferin alt tabakalarinda ozon giiclii oksitleyici
ozelliginden dolay1 kesinlikle istenmeyen bir durumdur(Koppenol and Liebman 1984,
Last, Sun et al. 1994, Pryor 1994). Ne yazik ki ozon, NO- ve NO, endiistriyel atiktir.
Canlilarin ¢evresel atik olan ozon, nitrik oksit ve azot dioksit maruz kalmasi insanlarin

sebep oldugu bir sorundur.

1.4. Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin

viicutta bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma



sistemleri’ ya da kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. insan da dahil olmak iizere
tiim aerobik organizmalar, oksidatif hasara karsi korunmak i¢in bir dizi antioksidan

savunma sistemine sahiptir (Quintanilha et al. 1982).

1.4.1. Antioksidan bilesikler

Hiicrelerimizde oksidanlarla reaksiyona giren ve onlar1 etkisiz hale getiren bir dizi
antioksidan bilesik vardir (Cizelge 1.1) (Quintanilha et al. 1982; Davies 1986; Kappus
and Diplock 1992; Rice-Evans 1997). E vitamini (a-tokoferol) membrana bagli major
antioksidan ve C vitamini (askorbik asit) major sulu faz antioksidanidir. Bu bilesikler,
aslinda insan sagligini korumada vitaminlerin hayati 6nemini vurgulamaktadir. C
vitaminin E vitaminini indirgeyerek yeniden kullanilmasi i¢in redoks c¢evrimi
olusturdugu in vitro sartlarda kanitlanmistir (Packer et al. 1979). Bu redoks ¢evriminin

in vivo sartlarda da ger¢eklesmesi antioksidan fonksiyon agisindan 6nemlidir.

Cizelge 1.1. Antioksidan bilesikler

E Vitamini
Seruloplazmin
C Vitamini
Ferritin
B-Karoten
Selenyum
Glutatyon
Manganaz
Ubikinon
Cinko

Diger yagda ¢6ziinlir maddeler de in vivo 6nemli antioksidan rol oynayabilir (Tablo
1.1). Bunlar B-karoten ve ubikinon’dur (Quintanilha et al. 1982; Davies 1986; Kappus
and Diplock 1992; Rice-Evans 1997). A vitamini (retinoik asit) tlirevi olan B-karoten,
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cesitli caligmalarda besin takviyesi bir antioksidan olarak biiyilk umut vermektedir

(Heinonen et al. 1994).

Diger suda ¢oziiniir antioksidan bilesikleri (Cizelge 1.1), tirik asit (Ames et al. 1981;
Hochstein et al. 1985; Davies et al. 1986), glutatyon ve seruloplazmin (Gutteridge et al.
1980) olusturur. Insanda piirin metabolizmasinin son iiriinii {irik asit, gecis metalleri i¢in
bir selator ve klasik bir oksidan giderici olmasi agisindan ilgi ¢ekicidir (Ames et al.
1981; Hochstein et al. 1985; Davies et al. 1986). Demir ve/veya bakirin iirik asitle
baglanmasi kendisi okside olmadan bu metallerin sebep oldugu oksidasyonu inhibe eder
(Davies et al. 1986). Gegis metalleri oksidasyona neden olurlar ancak bu metaller birgok
antioksidan enzimin aktif bolgelerinin bilesenleridir. Daha ayrintili bakilacak olursa,
siiperoksit dismutaz ailesinin gesitli liyeleri aktif bolgelerinde bakir, ¢inko, manganez,
ya da demir gibi metal iyonlar1 bulundururlar (McCord and Fridovich 1969; Fridovich
1976; Pryor 1986). Glutatyon peroksidazlar, aktif bolgesinde selenyum (Flohé 1982),
katalazlar ise demir kullanmaktadir (Halliwell and Gutteridge 1990). Yani antioksidan
enzimlerin ¢aligmasi i¢in bu metaller mutlak olarak gereklidir. Bu agidan bakildiginda
selenyum, manganez, ¢inko, bakir ve demir gereksinimleri olan antioksidan bilesikler
listesine dahil edilmelidir. Bu 6nemli metallerden eksik beslenme ciddi oksidatif
bozukluklara neden olur. Ornegin, Yeni Zelanda’da selenyum agisindan fakir
topraklarda yetistirilen otlar ve tahillarda tehlikeli boyutlarda oksidatif hasar
gozlenmistir (Mccord and Fridovich 1988; Rice-Evans 1997).

1.4.2. Antioksidan enzim ve proteinler

Aerobik organizmalar oksidatif hasar1 en aza indirmek i¢in ¢ok sayida antioksidan
enzim sentezlerler. Bu enzimler arasinda en iyi bilinen siiperoksit dismutazdir
(Fridovich 1976; Pryor 1986). SOD’ler Sekil 1.3 ve 1.4’de belirtildigi gibi
O, + 0, —H,0; + O, reaksiyonunu katalizlerler. Sekil 1.4’te de bildirildigi gibi bu
onemli dismutasyon reaksiyon hiz sabiti SOD de birka¢ misli artmistir. SOD ailesinin

tim tyeleri aktif bolgelerinde metal iyonu bulundururlar (Fridovich 1989). SOD’un
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genetik silinmesi alt organizmalarda 6liimciil mutasyona sebep oldugu gdsterilmistir

(Fridovich 1989). Bu sonug SOD enzim ailesinin temel 6nemini destekler.

Glutatyon Peroksidaz:
H,O, + GSH + GSH —— GS-SG + H,O + H;0

Glutatyon Rediiktaz:

GS-SG + NADPH + H* — > 2GSH + NADP*
Katalaz:

H,O;, + H,O, — H;O + H,O + O,

DT Diaforaz:

Q + 2e— + 2H' — QH;

Sekil 1.6. Antioksidan enzimlerin mekanizmasi

SOD iiriinii olan H,O, toksiktir ve hizla ortadan kaldirilmalidir. Memeli hiicrelerinde bu
islem glutatyon peroksidaz (Flohé 1982) ve katalaz (Halliwell and Gutteridge 1990)
enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Hem glutatyon peroksidazlar hem de katalazlar
H20,’yi su ve oksijene doniistiirerek detoksifiye ederler. Glutatyon peroksidazlar L-y-
glutamil-L-sisteinil-glisinden olusan bir tiripeptid olan glutatyonu (GSH) H,0,’yi
detoksifiye etmek i¢in indirgeyici gii¢ olarak kullanir. iki molekiil GSH disiilfid-bagl
bilesik GS-SG olusturmak {izere ylkseltgenirken H,0;’yi indirger. Olusan GSSG
glutatyon rediiktaz enzimi ile NADPH kullanilarak tekrar GSH’a indirgenir (Flohé
1982).

Katalaz reaksiyon mekanizmasi glutatyon peroksidazdan (Sekil 1.6) daha basit goriinir,
ancak Oyle degildir. Katalaz aktivitesi icin de reksiyon esitliginde olmamasina ragmen

NADH/NADPH gerekli oldugu literatiirlerde belirtilmistir (Kirkman and Gaetani 1984).

H202’nin  detoksifikasyonunda glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimlerinden
hangisinin daha 6nemli rol oynadig1 anlagilmasi gereken temel sorudur. Kirmizi kan

hiicrelerinde glutatyon peroksidaz, hiicresel metabolizma ve hemoglobinin oto-
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oksidasyonu yoluyla tiretilen H,0,’yi diisiik konsantrasyonlarda gidermekle sorumludur
(Cohen and Hochstein 1963; Cohen and Hochstein 1964), oysa katalaz fenilhidrazin
gibi oksitleyici ilaglar tarafindan iiretilen yiiksek konsantrasyonlarda H,O,’yi giderir
(Scott et al. 1993). Diger hiicrelerde katalazlar peroksizomlarda bulunur ve yag
asitlerinin B-oksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksiti gidermede birinci derece
sorumludur. Katalaz ¢ogu memeli hiicresinde sitoplazmada bulunmaz. Sitoplazmada
olusan H,0O, ya peroksizomlara difiize olarak katalaz tarafindan giderilir ya da

sitoplazmada glutatyon peroksidaz tarafindan giderilir (del Rio et al. 1992).

Bir diger Onemli antioksidan enzim kinon rediiktaz olarak da adlandirilan DT
diaforaz’dir (Lind et al. 1982). DT diaforaz dogrudan iki degerlikli (dehidro)kinonlarin
(Q) (dihidro)kinollere (QH,) indirgenmesini katalizler (Sekil 1.6). DT diaphorase bu
reaksiyonu reaktif semikinon radikal ara iiriinlerinin (Q ve QH’ gibi) {iretilmesine
firsat vermeden katalizler. DT diaphorase kinon tiirevi ilaglar1 ve gevresel ajanlari
kismi olarak giivenli kinol formuna doniistiirerek diger enzim sistemlerinin

konjugasyonuna ve eliminasyonuna uygun hale getirir.

Iki enzimatik olmayan protein, ferritin (Balla et al. 1992) ve seruloplazmin (Gutteridge
et al. 1980), gecis metali depolama ve in vivo antioksidan savunmada 6nemli rol
oynarlar. Demir ve bakir gibi gecis metalleri hem metal-katalize (oto) oksidasyona hem
de siiperoksit radikalinden hidroksil radikali tiretimine katilirlar. Memeli hiicrelerinde
demir baglayan ferritinin ve plazmada bakir baglayan seruloplazminin viicut sivilari i¢in
antioksidan savunmaya 6nemli katkida bulundugu distiniilmektedir (Gutteridge et al.
1980; Balla et al. 1992).

1.5. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Savunmaya Katkisi

Antioksidanlar metabolizmada indirgenmis glutatyon (GSH), antioksidan enzim ve
proteinler gibi in vivo olarak sentezlenebilir ya da diyetle alinirlar (Sies 1997; Halliwell
2007). Bitkiler eksojen yani diyetle alinan antioksidan kaynagidir. Diinyadaki bitki

tiirlerinin {igte ikisinin tibbi dneme sahip olduguna inanilir ve bunlarin hemen hemen
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timii milkemmel antioksidan potansiyele sahiptir (Krishnaiah et al. 2011). Eksojen
antioksidan takviyesi ya da endojen antioksidan savunmanin arttirilmasi oksidatif

stresin istenmeyen etkileri ile miicadelede etkili oldugu tespit edilmistir (Kasote et al.
2013).

Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan baglica
dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler,
karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli
kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu

saptanmustir (Giigli 2009).

Fenolik bilesikler, anti-alerjik, anti-artherogenic, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar,
antioksidan, antitrombotik, kalp ve damar genisletici etki gibi fizyolojik 6zellikler
gosterirler (Benavente et al. 1997; Samman 1998; Middleton et al. 2000; Puupponen et
al. 2001; Manach et al. 2005).

Fenolik bilesiklerin tiiketiminin sagliga yararl oldugu belirtilmistir (Hertog et al. 1993;
Parr and Bolwell 2000). Bu yararli etkinin fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (Heim et al. 2002). Fenolik bilesikler
gidalarin antioksidan potansiyellerinin 6nemli bir belirleyicisi olabilir (Parr and Bolwell
2000).

Yapisal olarak, fenolik bilesikler, aromatik halka ihtiva eden, bir ya da daha fazla
hidroksil grubu tasiyan polimerize bilesiklerdir (Bravo 1998). Yapisal farkliliklarina
ragmen, bu bilesikler genellikle ‘polifenoller’ olarak adlandirilir. En ¢ok dogal olarak
meydana gelen fenolik bilesikler, mono- ve polisakaritlerin bir ya da daha fazla fenolik
grup ile olusturdugu konjugatlardir (Shahidi and Naczk 1995; Harborne et al. 1999). Bu
yapisal farklilik, fenolik bilesiklerin dogada genis bir yelpazede bulunmasini saglar,
fenolik bilesikler Cizelge 1.2'de gosterildigi gibi kategorize edilebilir.
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Cizelge 1.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Polifenol Alt
Siiflan
Fenolik Asitler Stilbenler Curcuminoidler Flavonoidler
*Hidroksibenzoik * Polihidroksi » Curcumin ve * Flavonlar
asit stilbenler analoglar1 * Flavononlar
» Hidroksisinamik e Flavanollar
asit e Flavonollar
*Antosiyanidinler
» Kalkonlar
« [zoflavonlar

Flavonoidler ve fenolik asitler polifenollerin en biiyiik sinifidir (Dewick 2009). Bu
smiflardan fitokimyasallarin hem in vitro hem de in vivo arastirmalarda miikkemmel
antioksidan oldugu tespit edilmistir (Croft 1998). Bitki polifenollerinin antioksidan
potansiyeli elektron verme, indirgeme giicii, metal iyon selatlama kabiliyeti ile
baglantilidir (Rice-Evans 1997).

1.6. Cahismada Kullanilan Flavonoidler

1.6.1. Baicalin

Cin’de tibbi 6dneme sahip bir bitki olarak kullanilan Scutellaria baicalensis’den izole

edilen baicalin (baicalein 7-O-B-D-glukuronik asit) flavon yapisindadir. Scutellaria
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baicalensi bitkisinde elliden fazla flavonoid tanimlanmigtir. Bunun énemli bir yiizdesini
baicalin ve baicalinin aglikon yapisi olan baicalein olusturur. Baicalin Scutellaria
baicalensi bitkisinin koklerinde bol bulundugundan ve diisiik toksisiteli oldugundan son
yillarda c¢alismalarda kullanilan 6nemli bir bilesik olmustur. Baicalin ve baicaleinin
hematolojik tiimor tiirlerinde antikanser rol oynadiklari ¢esitli caligmalarda tartigilmistir

(Kumagai et al. 2007; Li-Weber 2009; Gasiorowski et al. 2011; Zhang Li et al. 2011).
1.6.2. Baicalein
HO
HO O
OH (o]

Baicalein  (5,6,7-trihidroksiflavon)  Scutellaria  baicalensis  bitkisinin  major
flavonoidlerindendir ve baicalinin glukoz birimi icermeyen yani aglikon yapisidir
(Kumagai et al. 2007; Chen et al. 2014).

1.6.3. Phloridzin

///, , OH
HO "

OH

I OH

o] OH

I
[e]
Qlnn

Phloridzin flavonoidlerin kalkon alt sinifina aittir ve en ¢ok elmada bulunur. Phloridzin

ve tiirevleri diyabet, obezite, hiperglisemi gibi hastaliklarin yani sira gida katki maddesi
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olarak kullanimi, antioksidan &zellikleri, kozmetik ve farmokolojik uygulamalar1 gibi
bir ¢ok alanda arastirma konusu olmustur (Sukhorukov et al. 2001; Valenta et al. 2001,
Rezk et al. 2002; Ehrenkranz et al. 2005)

1.7. Glutatyon S-transferaz

50 y1li agkin bir siiredir kemoterapi metastatik kanser tedavisinde degisen basar1 oranlari
ile kullanilmaktadir. Bir¢ok kemoterapotik ajanlarin kullaniminda biiyiikk problem;
onlarin normal hiicre ve organlara zararlari, dar bir terapotik indekse sahip olmalari,
neoplastik hiicreler i¢in nispeten zayif bir segicilik, uzun siireli tedaviden sonra ilaca
direng, artan glutatyon transferaz (GST; EC 2.5.1.18) ekspresyonu ve gelismis DNA
tamiridir (Lowenthal and Eaton 1996; Nielsen et al. 1996; Stavrovskaya 2000; Arpicco
et al. 2011). Bu problemleri asmak icin potansiyel strateji 6n ilaglarin kullanimidir. On
ila¢ dizayni i¢in daha akilci bir yaklasim hiicre transformasyonu i¢in sorumlu molekiiler
hedeflere dayanir. On ilaglar iki gruba ayrilabilir (1) anti-timoér ajanlarin
farmakokinetik ve biyolojik olarak yararlanimlarini arttirmak igin tasarlanan molekiiller
ve (2) lokal olarak etkili olacak sekilde tasarlanmis anti-tiimor ajanlari (Ruzza and
Calderan 2013).

1.7.1. Glutatyon ve glutatyon transferaz

Glutatyon (y-L-glutamil-L-sisteinilglisin, GSH) hayvansal dokularda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda yiiksek hiicresel diizeylerde (0.1-10 mm) yaygin olarak bulunur.
Bircok hiicrede GSH toplam protein yapisinda olmayan siilfiir gruplarmin %90
fazlasini olusturmaktadir. GSH (y-Glu baglanti ve SH grubu) hiicre i¢i stabilizasyonu
saglamak, protein ve niikleik asit sentezini igeren reaksiyonlara katilmak ve serbest

radikalleri ve peroksitleri detoksifiye etmek gibi dnemli fonksiyonlara sahiptir.

GST'ler elektrofillerle GSH tripeptitinin konjiigasyonunu katalize eden dimerik protein
ailesidir (Sekil 1.7) (Commandeur et al. 1995; van Bladeren 2000; Hayes et al. 2005).

Bu proteinler, hemen hemen tiim tiirlerde bulunur ve dizi benzerligi temel alinarak
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siniflara ayrilirlar. Memelilerde sitozolik GST’ler Alfa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Teta ve
Zeta olarak siniflandiriimaktadir (Mannervik et al. 2005). Teta ve Zeta sinifi GST'ler
bitkilerde ve diger organizmalarda da tanimlanmistir. Diger gruplar sadece boceklerde
tespit edilen Delta ve Epsilon (Ranson et al. 2001), bitkilerde Lambda (Dixon et al.
2002), Phi, Tau ve prokaryotlarda Betadir (Rossjohn et al. 1998). Mitokondriyal
GST’lerin Kappa siifi " eikozanoid ve glutatyon metabolizmasi1 dahil membran bagimli
protein "(MAPEG) olarak adlandirilan proteinlerdir. Mikrozomal ve mitokondriyal olan
bu smifin GSH ile konjugasyon aktivitesi diger siniflarla benzer olmasina ragmen

yapisal olarak farklidir (Mannervik et al. 2005).

Memelilerde, GST’ler, hemen hemen tiim dokularda mevcuttur. Siganlarda, sitozolik
ve membrana bagli GST aktiviteleri karacigerde yiiksek seviyelerde bulunmustur
(Depierre and Morgenstern 1983). Insanlarda, en yiiksek sitozolik GST aktivitesi
seviyesi karacigerdedir. Bobrek (karacigerin %78’1), akciger (karacigerin %34°l) ve
barsakta (karacigerin %37’si) daha diisiik aktivite diizeyleri gozlenmistir (Pacifici et al.
1988).

GST’lerin ¢esitli smiflarinin ¢ boyutlu yapilart X-ray kristallografisi ile
aydmlatilmistir. Insan GSTP1-1 kuaterner yapisi, Sekil 1.7'de gosterilmistir. Sekilde
siyahla gosterilen tirozin kalintilariin glutatyon aktivasyonunda (GSH) rol aldigi
onerilmektedir. Her GST alt birimi bir N-terminal ve C-terminal kisimlarindan
olugmaktadir. Bir a-sarmal yapisi iceren kisimda GSH-baglanma bdlgesi (G-alani) ve
baglanma bolgesinin biiylik bir kismini olusturan hidrofobik elektrofillerin baglandigi
kisim (H-site) bulunur. N-terminal kismi farkli GST smiflarinin olusmasinda etkilidir. H
alanmin hidrofobik amino asit kalintilarinin gesitliligi substrat spesifikligini etkiler

(Armstrong 1997).
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Sekil 1.7. Insan GSTP1-1 kristalografik yapist

GST'lerin G alaninda bulunan tirozin ve serin kalintilar1 enzime baglt GSH’1n siilthidril
grubu ile hidrojen bag1 yapabilme mesafesinde lokalize olmustur. Tirozin GSH’1n tiyol
grubundan proton alabilen bir baz gibi davranarak aktiviteyi saglamaktadir. Tirozin, bir
fenilalanin ile yer degistirdiginde, katalitik aktivite azalmaktadir (Board et al. 1991;
Chelvanayagam et al. 1996).

Pi smifi GST’ler kolon, akciger, bobrek, yumurtalik, pankreas, yemek borusu, mide
kanserleri dahil olmak iizere, sigan ve insan tiimorlerinde asir1 eksprese olmaktadir
(Castro et al. 1987; Hayes and Pulford 1995; O'Brien and Tew 1996). Meme ve bobrek
kanserinde asir1 eksprese olan pi sinift GST’ler bu hastaliklarda prognostik (belirtec)
faktor olarak kullanilabilir. GST’lerin bazi hastaliklara karsi hiicreleri koruyan detoks
aktivitesi olmasina ragmen, kanser hiicrelerine karsi bazi kemoterapdtik ilaglarin
etkinligini azaltir. GST lerin substrat1 olan elektrofilik bilesik sinifina ait bazi alkilleme
ajanlar1 antineoplastik tedavide kullanilir (Batist et al. 1986; O'Brien and Tew 1996).
Tiimdrli hiicrelerde toplam GST aktivitesi ekspresyonunda bir artis olabilir ve bunun
sonucunda timdr hiicrelerinde multi-drug direnci olarakta isimlendirilen kemoterapdtik

direng ortaya ¢ikar (Kodera et al. 1994; Sargent et al. 1999).

Sonug olarak, GST inhibitorlerinin gelistirilmesi antitiimor ilaclarin etkinligini artirmak

ve multi-drug direncinin tistesinden gelmek igin Onemlidir. GST inhibitorlerinde
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ilerlemeleri 6zetleyen derleme yayinlar son zamanlarda ilgi ¢ekmektedir (Ruzza et al.
2009). Ote yandan, tiimérlii hiicrelerde bazi GST enzimlerinin artan ekspresyonu,
kanser tedavisinde pro-drug kullanimi ile ekspresyonunun azaltilmasi enzimi hedef

haline getirmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gliniimiize kadar farkli kaynaklarda antioksidan ve radikal giderme aktiviteleri
arastirtlmistir. Bu amagla propofol (Gulcin et al. 2005), dantrolen (Gulcln et al. 2001),
serotonin (Gulcin 2008), morfin (Gulcin et al. 2004), kafeik asit (Gulcin 2006), L-
karnitin (Gulcin 2006), L-Adrenalin (Gulcin 2009), L-Tirozin ve L-Dopa (Gulcin 2007),
dimerik yapida bazi fenol bilesikleri (Gulcin and Dastan 2007), kurkumin (Ak and
Gulcin 2008), rezveratrol (Gulcin 2010) gibi biyolojik agidan 6nemli molekiillerin
antioksidan kapasiteleri arastirllmis ve bu maddelerin bazilar1 i¢in muhtemel
mekanizmalar One stiriilmiistiir. Belirlenen aktiviteler standart antioksidanlardan BHA,

BHT, a-tokoferol ve troloks ile mukayese edilmistir.

Antioksidan aktivite tizerine kimyasal yapinin etkisini arastirildig bir ¢alismada in vitro
kosullarda insan LDL’sinin bakir katalizli oksidasyonunun katekin, kuersetin, siyanidin,
kafeik asit ve elajik asit tarafindan inhibisyonunu incelemislerdir. Bu bes bitkisel
fenolik madde benzer ortodihidroksi yapiya sahiptir. Antioksidan aktivitenin katekin >
siyanidin~ kafeik asit > kuersetin > elajik asit sirasin1 takip ettigi bildirilmigtir. Ayrica
bu fenolik bilesikler arasindaki sinerjik ya da antagonist etkilerin incelenebilmesi i¢in
bilesiklerden ikisi veya ti¢li karistirilarak 20 farkli kompozisyonda 6rnekler hazirlanmis
ve analizlenmistir. Tiim karisgimlar antioksidan aktivitede artis gosterirken sadece elajik
asit- katekin karigimi elajik asitteki karbonil gruplar1 arasindaki H-baglari ve
katekindeki orto-hidroksil gruplart nedeniyle antogonist etki yaratmistir (Meyer et al.
1998).

Flavonoid antioksidanlarin yapi-aktivite iligkileri incelendigi c¢alismada orto-
konumundaki hidroksil bulunduran flavonoidlerin serbest oksijen radikallerini siipiirme
etkilerinin meta- konumunda hidroksil bulunduran flavonoidlerden daha fazla oldugu
belirtilmistir. Orto-hidroksi yapilar1 molekiil i¢i hidrojen baglar1 ile kararli hale
gelebilmektedir. Ayrica C halkasinin B halkasini ¢ok az etkiledigi ve ¢ogu flavonoidde
B halkasindaki orto- konumunda bulunan hidroksil gruplarinin serbest oksijen

radikallerini siipiirme aktivitesinde daha etkili oldugu savunulmaktadir (Hongyu 1999).
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Kuersetin, mirisetin ve kaempferoliin molekiil yapilari ile TEAC yontemi uygulanarak
belirlenen antioksidan kapasite iligkilerini karsilastirildigi ¢alismada, bu bilesiklerin,
yapilarinda farkli sayida hidroksil grubu bulundurduklar1 goriilmiistiir. Kuersetin,
mirisetin, ve kaempferol i¢in elde edilen TEAC degerleri sirasiyla 4,7; 3,10 ve 1,34 tiir.
Mirisetinden daha az sayida hidroksil grubu iceren kuersetinin TEAC degerinin
mirisetinden daha yiiksek bulunmasi, hidroksil grubu arttik¢a antioksidan kapasitenin
artmasi gerektigi diislincesinin her zaman gegerli bir durum olmadigin1 géstermistir. Bu
farkliligin nedeninin biiytlik olasilikla hidroksil gruplarinin sayisi yaninda konumlarinin

farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Lien et al. 1999).

42 tane flavonoid antioksidan ve antiradikal aktivitelerini arastirildigi ¢alismada [-
karoten ve linoleik asitin 1s1 ile uyarilan oksidayonu ve DPPH radikal giderme
aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Flavonoidlerin yapisal olarak farkli yedi grubundan yalnizca
flavonollarin C-3 pozisyonundaki hidroksil grubu nedeniyle -karoten oksidasyonunu
yiiksek derecede inhibe ettikleri belirlenmistir. Antiradikal aktivitenin ise flavanol
yapisina veya C-4 pozisyonunda bulunan serbest hidroksil grubuna bagli oldugu

belirtilmistir (Burda and Oleszek 2001).

Askorbik asit ve gallik asidin antioksidan o6zelliklerini arastirildigi ¢alismada her iki
bilesigin indirgeme giiciliniin artan derisimle arttigi bulunmustur. Her iki bilesiginde
demir(IT) katyonunu selatlama 6zelligi gostermedigi belirtilmistir. 4,17 mM derisimde
askorbik asidin ve gallik asidin DPPH radikalini sirasiyla %42,1 ve %43,9 oraninda
giderdigi goriilmiistiir (Yen et al. 2002).

Cin’de bulunan 112 adet medikal bitkinin antioksidan aktivitesini ABTS radikal
giderme ve troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC) metodlarini kullanarak
incelemiglerdir. Bitkilerin methanol ekstraktinin TEAC degerleri 46.7°den 17,323
umol’e kadar degisen aralikta bulunmustur. Bilesiklerin fenolik bilesik icerigi de analiz
edilmis ve fenolik asitler, flavonoidler, tannin, kumarin, lignan, kinon, stilben ve

kurkumin yapisinda fenolik bilesikler tespit edilmistir (Cai et al. 2004).
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Bir derlemede antioksidan kapasite tayin yOntemlerinin Vve oto-oksidasyon
inhibisyonunun Kimyasal temelini incelemislerdir. Bu tayin yontemleri iki gruba
ayrilmistir: birincisi hidrojen atomu transferi (HAT) temeline dayanan reaksiyonlar,
ikincisi electron transferi (ET) temeline dayanan reaksiyonlar. HAT temelli yontemde
antioksidan ve oksidan bilesik azo bilesiklerinin dekompozisyonu sonucu olusan
peroksil radikalleri i¢in birbirleriyle yarismaktadir. Diisiik yogunluklu lipoprotein oto-
oksidasyon inhibisyonu, oksijen radikal absorblama kapasitesi (ORAC), toplam radikal
yakalama antioksidan metodu (TRAP) HAT temelli reaksiyonlara 6rnek verilmistir. ET
temelli yontemlerde ise oksidan madde, antioksidan bilesik tarafindan indirgenmekte ve
meydana gelen renk degisiminin Ol¢iilmesi ile antioksidan kapasite belirlenmektedir.
Antioksidan bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesinde en az iki yontemin uygulanmasi

gerektigi belirlenmistir (Huang et al. 2005).

Tarimsal Triinlere deger kazandirmanin, fonksiyonel oOzellik ya da antioksidan
bakimindan zengin gidalar gelistirmekle miimkiin oldugunu belirtmislerdir. Bu islem
antioksidanin bol bulundugu kaynaklardan ekstraksiyonu ve gidaya ilave edilmeden
once in vitro ve in vivo kosullarda test edilmesini gerektirmektedir. In vivo kosullarda
yapilan testler biiylik maliyet getirdigi igin genellikle in vitro kosullarda yapilan testler
tercih edilmektedir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi igin tek bir test uygulamak
antioksidan aktiviteyi dogru bir bigimde yansitmayacaktir. Bu nedenle antioksidan
bilesigin indirgeme yetenegini Olcen ET yontemleri ya da hidrojen atomu transfer
yetenegini 6lgen HAT yoOntemlerinin temel alindigi en az iki yontem kullanilarak

antioksidan aktivite belirlenmelidir (MacDonald-Wicks et al. 2006).

Polifenolik bilesiklerin DPPH radikalini siipirme etkinliklerini inceledigi calismada
yapilarindaki hidroksil grubu sayisina bagli olarak en yiiksek degerlere flavan-3-ollerde
rastlanmigtir. Gallik aside benzer bilesiklerin DPPH radikalini biiyiik 06l¢iide
stipiirdiikleri belirtilmistir. Gallik asit, kafeik asit, epikatekin, kaempferol, kuersetin,
mirisetin, rutin ve askorbik asit i¢in ICsq degerleri sirasiyla 5,1; 12,1;4,5; 18,8; 5,5; 3,6;
5,3 ve 11,8 bulunmustur (Villano et al. 2007).
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Fenolik bilesiklerin tek baslarina veya bir arada bulunmalarina gore antioksidan
aktivitede goriilen degisikleri farkli kombinasyonlarda karigimlart kullanarak TEAC ve
ABTS radikal giderme yontem ile incelemislerdir. Bu amagla sebze ve meyvelerde
bulunan katesin, klorojenik asit, siyanidin, siyanidin 3-glukozid, siyanidin 3-rutinosid,
epikatesin, peonidin, peonidin 3- glukozid, kuersetin, kuersetin 3- glukozid, kuersetin 3-
galaktosid ve quercetin 3-rutinosid bilesikleri kullanilmistir. Bu fenolik bilesiklerin tek
baslarina daha karakteristik aktivite gosterdikleri fakat farkli bilesimlerde bir araya

getirildiklerinde sinerjist bir etki olusturmadiklar1 gériilmiistiir (Heo et al. 2007).

Mirisetinin hiicreyi oksidatif strese karsi koruma giicii 6l¢iilmiis ve DPPH radikalini 5
pg/ml  derisimde %21; 10 pg/ml derisimde ise %54 oraninda siipiirdiigiini
belirlemislerdir. Ayrica mirisetinin H,O, muamelesi ile azalan siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan savunma
enzimlerinin aktivitesini ve protein ekspresyonunu onardigi tespit edilmistir (Wang et

al. 2010).

Toz haline getirilmis Larix gmelini (Rupr.)’den taksifolini enzim inkiibasyon-su
ektraksiyon (EI-WE) metotu ile ekstrakte ederek antioksidan aktivitesini DPPH metodu
ile incelemiglerdir. Calisma sonucunda 1 g taksifolinin 3,84 g askorbik asite karsilik
geldigini ve askorbik asitten yaklasik dort kat daha fazla radikal siipiiriicii aktivitesi

oldugunu gérmiislerdir (Wang et al. 2011).

Insan eritrositlerinden yapilan bir calismada GST enzimi glutatyon agaroz afinite
kromatografisi yontemi kullanilarak 16,00 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, %80
verimle ve 1143 kat saflagtirilmistir. Daha sonra enzim aktivitesi {lizerine bazi
kimyasallarin  etkilerine bakilmistir. Paclitaxel i¢in ICso degeri 0,23 mM,
cyclophosphamide i¢in 5,75 mM, gemciabine i¢in 6,35 mM olarak hesaplanmistir.
Ayrica bu ilaglarin GST enziminin dogal substratt olan GSH ile yapilan inhibisyon
caligmalarindan  K; sabitleri sirasiyla  paclitaxel i¢in  0,182+0,028 mM,
cyclophosphamide i¢in 6,97+£0,49 mM, gemciabine i¢in 6,71 mM olarak bulunmustur
(Erat and Sakiroglu 2013).
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Celik vd (2003) plasental glutatyon S-transferaz (GST-m) enzimi zamaninda dogum
yapmis hastanin plasentasindan alinarak glutatyon-agaroz affinite kolonu kullanilarak
2.628 EU/mg spesifik aktivite ve %0,5 verimle 16 kat saflastiriimistir. Enzimin substrat:
olan GSH icin Ky sabiti 2 mM, Ve degeri 11,1 EU/mg; CDNB i¢in Ky sabiti 0,55
MM, Vmax degeri 35 EU/mg olarak bulunmustur. Saflastirilan enzimin aktivitesi {izerine
ilaclarin etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda antibakteriyel bir ila¢ olan
ampisilinin, enzim aktivitesini in vitro olarak 9%50-55 oraninda inhibe ettigi

gbzlenmistir.

Marler et al. (2010) sentezlemis olduklari 14-klorometil-12H-5,11 adiazadibenzo[b,h]
floren-11-on ve 2,4-dibromo-1-hidroksifenazin bilesiklerini karaciger hiicre kiiltiiriine
uygulayarak kinon oksidorediiktaz 1, glutatyon S-transferaz ve GSH seviyelerinin
degisimini incelemislerdir. Ancak enzim aktivitelerinde ve GSH seviyesinde dnemli bir

artis gozlemleyememislerdir (Marler et al. 2010).

HepG2 karaciger hiicrelerine kurutulmus, dondurulmus ve taze zencefilin metanol
ekstrakti ile 12 ve 24 saat boyunca muamele etmisler. Muamele sonucu antioksidatif
enzimler glutatyon S-transferaz, glutatyon rediiktaz, glutayon peroksidaz, siiperoksit
dismutaz, katalaz enzim aktiviteleri ve glutatyon seviyeleri incelenmistir. Enzim
aktiviteleri ve GSH seviyesi 24 saat muamele sonucunda 12 saate kiyasla daha yiiksek

etki gosterdikleri bulunmustur (Offei-Okyne 2015) .

Baska bir ¢alismada, sifali bir bitki olan Thonningia sanguinea’dan izole edilen ve
antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA), in vitro olarak karaciger sitozolik
GST ile etkilestirildiginde kuvvetli inhibitor etkisi yaptig tespit edilmistir (Gyamfi et
al. 2004).

3-arilkumarin tlirevlerini sentezledikleri ¢alismada bu tiirevlerin insan plesantasindan
elde edilen GST enzimi iizerine inhibitdr etkisini incelemislerdir. incelenen bilesikler
arasinda 6,7-dihidroksi siibstitiie kumarinlerin en yiiksek inhibisyon etkisi gosterdikleri

(IC50=13,5-23,83) bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore 6,7-dihidroksi-3-
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arilkumarinlerin potansiyel GST inhibitorii olarak kullanilabilecegi belirtiltilmigtir

(Alparslan and Danis 2015).

Insan eritrositlerinden elde edilen GST enzimi iizerine hiperisin etkisini incelemislerdir.
Enzim eritrositlerden %71 verimle 2250 kat saflastirilmistir. Enzimin spesifik aktivitesi
51 EU/mg protein olarak bulunmustur. Hiperisinin inhibisyon etkisi enzimin substratlar
olan GSH ve CDNB i¢in incelenmis ve inhibisyon tiirii yarismasiz olarak tespit
edilmistir. K; degerleri ise GSH igin 0,19 uM, CDNB i¢in 0,26 uM bulunmustur (Turk
et al. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

2,2’-Azino-bis (3-etilbenztiyoazolin—6-sulfonikasit) (ABTS), N,N-dimetil-p
fenilendiamin (DMPD), metiyonin, neokuprin, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH)
radikali, 3-(2-piridil)- 5,6-bis (4-fenil-siilfonik asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin), a-tokoferol,
aseton ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, (Sternheim Germany)’dan
satin alindi. Calismada kullanilan indirgenmis glutatyon (GSH), Glutatyon Agaroz
Sigma Chemical Company’den; sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetil
aminometan (Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol,
brom timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol,
izoproponal, sodyum barbital, akrilamit, N,N’-metilen bisakrilamit, Coomassie Brillant

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

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali satrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman coultur

pH metre : Thermo Orion Star A211
Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa . Ismatec
Karigtirici(Shaker) : GFL 3025
Karistirici(Vorteks) : Fisons whirlimixer

Hassas terazi . Gec avery

Afinite kolonu : Kapal1 sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
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Otomatik pipet : Eppendorf

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi - ISOLAB

Kar makinesi : Scotsman AF-20

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC
135

Buzdolaplari : Siemens

Derindondurucu(-20°C’ye kadar) : Sanyo Madical Freezer

Derindondurucu(-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Aragtirma siiresince kullanilan ¢o6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanmis sekilleri

asagida belirtilmistir.

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

1. 0,2 M pH:6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na,HPO, yaklasik 180 ml
destile suda ¢6ziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Son hacim 200
ml’ye tamamlandi.

2. % 1’lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda ¢oziildii
ve toplam miktar 150 g olacak sekilde destile su eklendi.

3. %10’luk TCA c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢6ziindii ve toplam
miktar 150 g olacak sekilde destile su eklendi.

4. %0,1’lik FeCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl3.6H,0 destile suda ¢oziildi

ve son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

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

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

suda ¢ozildi.
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2. 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin cozeltisinin hazirlanmasi: 78 mg Neokuprin
alind1 ve 50 ml etanolde ¢oziildii.

3. 1 M’hik CH3COONH, tamponunun hazirlanmasi (pH:6,5): 7,7 g CH;COONH,
alind1 ve 80 ml saf suda co6ziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’¢ ayarlandi1 ve toplam hacim

destile su ile 100 mI’ye tamamlandi.

3.1.3.c. DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 10° M’k DPPH' ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 39 mg 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil

tamamen ¢oziliniinceye kadar bir gece boyunca 100 ml etanolda karigtirildi.

3.1.3.d. ABTS™ giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢6zeltiler

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

2. 2 mM’lik ABTS™ ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 11 mg ABTS, 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4
olan 100 ml fosfat tamponunda tamamen c¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca
karigtirildi.

3. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢cozeltisinin hazirlanmasi: 66,25 mg K;S,0g 0,1
M’lik ve pH’s1t 7,4 olan 100 ml fosfat tamponunda tamamen ¢6ziiniinceye kadar

karisgtirildi.

3.1.3.d. FRAP indirgeme metodu ile ilgili ¢ozeltiler

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

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

alind1 ve toplam hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlandi.
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3. 10 mM’hik TPTZ Céozeltisinin Hazirlanmasi: 0,312 g TPTZ alind1 ve 100 ml 40
mM’lik HCl igerisinde ¢oziildii.

4. 20 mM’hik FeCl; Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0,54 g FeCl3;.6H,O alind1 ve 100 ml
destile suda ¢oziildii.

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

3.1.3.e. Enzimin saflastirilmasi ve aktivite ol¢iimlerinde kullanilan c¢ozeltiler

Aktivite ol¢iimiinde kullanilan cozeltiler

1. 0,1 M KH,PO, (pH:6,5): 0,68 g KH,PO4 ve 0,014 g EDTA tartilarak 30 ml saf su
igerisinde ¢oziildii ve pH 6,5’a ayarlandi. Son hacim destile 50 ml olacak sekilde saf su
tamamlandi.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,03 g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf suda
¢oziildii ve hacim destile su ile 5 ml’ye tamamlandi.

3. 25 mM CDNB Cozeltisi: 0,025 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar

%95’lik etanol ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildli ve hacmi etanol ile 5 ml’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler

1. 10 mM KH;PQO,4 ve 150 mM NacCl, (pH:7,4) (Kolonun paketlenmesi, dengelenmesi
ve yikanmasi igin kullanilan ¢6zelti): 0,68 g KH,PO4 ve 4,38 g NaCl alinarak 400 ml
suda ¢oziiliip pH 7,4’e getirildikten sonra destile su ile 500 ml’ye tamamlanda.

2. 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi igeren 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH:9,5)
(Afinite jeline tutunan GST enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 50 mM Tris-
HCI ¢ozeltisi (pH:9,5) igerisinde kat1 olarak GSH c¢oziilerek 10 mM’lik GSH c¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra 5 tiipten olusan gradient olusturuldu ve diisiik konsantrasyondan
baslanarak sirayla afinite kolonuna uygulanda.

3. 01 M H3BO3 ve 0,5 M NaCl, pH:8,5 (Borat Tamponu) (Afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon 1): 1,545 g H3BO3 ve 7,31 g NaCl alinarak 200 ml
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saf su da ¢oziiliip, pH 8,5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.
4. 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 (Asetat Tamponu) (Afinite kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon 2): 2.05 g NaCH3COO ve 7.31 g NaCl alinarak
200 ml saf su da ¢oziiliip pH:4,5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye

tamamlandi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

1.1 M Tris-HC1 (pH:8,8): 12,11 g Tris alinarak 80 ml suda ¢oziilip pH 8,8’e
ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2.1 M Tris-HCI (pH:6,8): 12,11 g Tris alinarak 80 ml suda ¢oziildii pH 6,8’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid,
34,6 ml destile su igerisinde ¢oziilerek toplam hacim destile su ile 50 ml’ye tamamlanda.
4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 1 g sodyum dodesil siilfat 9 ml destile su igerisinde ¢oziilerek
10 ml hazirlandi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat alinarak, 9 ml destile
suda ¢oziilerek 10 ml hazirlandi.

6. Yiritme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml suda ¢ozildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edilerek pH 8,3’e ayarlanip son hacim destile su ile 500
ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI1 (pH 6,8)’den 0,65 ml, %10’luk SDS’den 1 ml
%100’liik gliserinden 1 ml ve %0,1°lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf su ile
hacim 10 ml’ye tamamlanacaktir. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numuneye
karsilik 50 pl B-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme cozeltisi: Jel de yiiriitiilen proteinleri sabitlestirmek amaciyla %50
1zopropanol, %40 su ve %10 TCA igeren bir karisim hazirlandi.

9. Jel boyama ¢6zeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit igerisinde 0,1 g
Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi ¢oziilerek hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit karigtirilarak

hazirlandi.
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11. %0,1°lik bromtimol mavisi ¢ozeltisi: 0.1 gram indikatér 0.01 M 16 ml NaOH

icerisinde ¢oziilerek toplam miktar 100 g olacak sekilde destile su eklendi.

3.2. Antioksidan Calismalari

3.2.1. Fe*-Fe*?indirgeme kapasitesi

Toplam indirgeme tayini Oyaizu yontemine gore yapildi (1986). Bunun i¢in 6ncelikle 1
mg/ml konsantrasyonunda stok ¢oOzelti hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden farkl
konsantrasyonlarda olacak sekilde deney tiiplerine aktarildi, hacim destile suyla 1 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml ve 0,2 M’lik fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5
ml %]1°lik potasyumferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] ilave edilerek karigim 50°C’de 20 dk
inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karisimina 2,5 ml %10’luk (TCA) ilave
edildi. Cozeltinin st fazindan 2,5 ml alind1 ve bunun tizerine 2,5 ml destile su ve 0,5 ml
%0,1’lik FeCls ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi okundu. Kor

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

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

Baicalin, baicalein ve phloridzin bilesiklerinin Cu*? indirgeme aktivitesi Apak
metodunun (Apak et al. 2006) kiigiik modifikasyonuyla yapildi (Ak and Gulcin 2008).
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan baicalin, baicalein, phloridzin, standart
antioksidanlar ve sirasiyla 0,25 ml CuCl; ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 ml etanolik neokuprin
cozeltisi (7,5x10°M) ve 0,25 ml CHsCOONH, tampon ¢ézeltisi (1 M) deney tiiplerine
eklendi. Yarim saat sonra 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri ol¢iildii. Kor olarak

destile su kullanild.
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3.2.3. FRAP indirgeme kapasitesi

FRAP metodunda antioksidan maddelerin asidik ortamda ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin
kompleksini  ([Fe™-(TPTZ),]*) ferroz kompleksine ([Fe™>-(TPTZ),]") indirgeme
kapasitesi ol¢iiliir (Benzie and Strain 1999). Oncelikle deney tiiplerine 10, 20 ve 30
pg/ml konsantrasyonlarina denk gelecek sekilde fenolik bilesikler ve standart ¢ozeltiler
aktarildi. Hacimleri 0,3 M asetat tamponu ile (pH=3,6) 0,5 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra deney tiiplerine sirasiyla 2250 pl 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi ve 2250 ul FRAP
reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 ml’ye tamamlandi. Deney tiipleri vortex’de
karistirilarak ve 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar kaydedildi. Kor olarak asetat

tamponu kullanildi.

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

DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodununa gore yapildi (M.S. 1958).
Serbest radikal olarak DPPH”in 1 mM’lik ¢6zeltisisi kullanildi. Numune olarak daha
once hazirlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok c¢ozeltiler kullanildi. Deney
tiiplerine sirasiyla 10, 20 ve 30 pg/ul konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltiler aktarildi ve
toplam hacimleri etanol ile 3 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir numune tiipiine stok
DPPH’ ¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarim saat oda sicakligi ve karanlikta inkiibe
edildikten sonra etanoldan olusan kore karst 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol
olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH’ ¢6zeltisi kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan

DPPH’ ¢ozeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi.

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

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarmin yaptigi metoda gore belirlendi
(Re Pellegrini et al. 1999). Oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye
2,45 nM’lik persiilfat ¢zeltisi ilave edilerek ABTS™ radikalleri iiretildi. ABTS™ radikal

cozeltisi kullanilmadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi1 0,1 M ve pH’s1
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7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700+0,025 ayarlandi. ABTS™ radikal giderme aktivitesine
bakilacak olan bilesklerin farkli konsantrasyonlarina (10-30 ug/ml) birer ml ABTS™

radikal ¢ozeltisi ilave edildi ve yarim saat inkiibe edildi. Etanoldan olusan kore karsi

734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

3.3. Insan Eritrosit GST Enziminin Saflastirilmasi

3.3.1. Kan temini ve hemolizat hazirlanmasi

Insan kam Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezi’nden taze olarak
temin edildi. Alinan taze kan santrifiij tiiplerine doldurularak, santrifiije yerlestirildi ve
15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin iist kisminda kalan
plazma ve lokosit tabakasi damlalikla dikkatli bir sekilde alindi. Tiiplerin altinda kalan
eritrosit peleti %1°lik (izotonik) NaCl c¢ozeltisi ile ii¢ defa yikandi. Her defasinda
2500xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin 5 kat1 kadar
buzlu su ile hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarini
uzaklastirmak i¢in +4°C’de 20.000 g’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki
hemolizat sonraki calismalarda kullanilmak tizere damlalikla dikkatli bir sekilde

alindiktan sonra ¢okelek kismi atildi. Boylece hemolizat elde edilmis oldu.

3.3.2. Afinite jelinin hazirlanmasi ve GST enziminin saflagtirilmasi

Enzimi saflastirmada kullanmak {izere Glutatyon- Agaroz jeli 1 gram tartilarak 200 ml
saf su da 2°C ile 4°C arasinda bir gece sisirildi daha sonra safsizliklar1 uzaklastirmak
icin jelin 10 kati kadar saf suyla ya da dengeleme tamponuyla birka¢ defa yikandi.
Yikama esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompuyla vakum
uygulanarak alindi. Hazirlanan jel, 1x10 cm’lik kolona paketlendi. Jel paketlendikten
sonra peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile dengelendi. Kolonun
dengelenmis oldugu eliiat ile tamponun 280 nm de absorbanslarinin veya pH’larinin

esitlenmesinden anlagsildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu (Guvercin et al.
2008).
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Onceden hazirlanan hemolizat dengelenen Glutatyon Agaroz afinite kolonuna
uygulandi. Numune kolondan gegirildikten sonra, 280 nm’de eliisyonlardaki absorbans
farki 0,05 oluncaya kadar kolon dengeleme tamponuyla yikandi. Daha sonra 10 mM
GSH igeren 50 mM Tris/HCI (pH=7,5) tamponuyla gradientli eliisyon yapildi ve
eliiatlar 1,5 ml halinde tiiplere alind1 ve 280 nm’de absorbans, 340 nm’de aktivitelerine

bakildi. Aktif eliisyonlar sonraki ¢aligmalar icin birlestirildi.

3.3.3. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-15 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun icin elektroforez plakalar1 6nce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist liste getirilerek kiskaclarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland1 ve enjektorle plakalarin arasina
iist kesimde 5 ¢cm kalincaya kadar dolduruldu. iki saat jelin donmas1 beklendi, ayirma
jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi i¢in tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi beklenirken 1slatilmis slizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi 6nlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Jeller Cizelge 3.1’de gosterildigi gibi
pipetlendi. Enzim Ornekleri yaklasik 10 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 50 ul olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Enzim 6rnekleri ve standart proteinler kuyulara dikkatli bir
sekilde yiiklendi. Jel plakalari elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt
ve iist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Once 80 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve
ornek ayirma jeline kadar gelip y181ldi. Sonra gerilim 120 volt’a ¢ikartilarak numuneler
jelin alt simirma kadar yiiriitiildi. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna

katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim
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kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu.
Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel, cikarillarak boyama c¢ozeltisine
konuldu ve calkalayici iizerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak
yikama c¢ozeltisine koyuldu. Rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar

calkalayicida yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi.

Cizelge 3.1. Elektroforez jellerinin hazirlanmasi

Yigma jeli Ayirma jeli

5ml 1M Tris-HCI pH:8,8 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH:6,8

6,53 ml %30’luk akrilamid- %0,8 0,8 ml %30’luk  Akrilamid- %0,8
bisakrilamid bisakrilamid

0,2 ml %0,1°1lik SDS 0,03 ml %0,1’lik SDS

0,13 ml %5’lik TEMED 0,03 ml %10’lik TEMED

1 ml saf su 2,45 ml saf su

0,2 ml %10’luk PER 0,07 ml %5°lik PER

3.3.4. Glutatyon S-transferaz enziminin aktivite tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekiilii ile bir aromatik elektrofilin
konjugasyonunu katalizler. En ¢ok kullanilan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB)’dir. Bu substratin kullanilmasiyla olusan dinitrobenzen 5-
glutatyon (DNB-SG) iiriinii 340 nm’de maksimum absorbans gosterir (Sekil 3.1).

Boylece bu dalga boyundaki absorbans artisindan yararlanilarak aktivite Ol¢limii

yapilabilir.
SG
cl GSy  LCl
NO, NO, NO,
GST
GSH cr
NO, NO, NO,

Sekil 3.1. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan iiriiniin olusum mekanizmasi (Habdous et al. 2002)
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GSH’1n yoklugunda, CDNB hizl1 bir sekilde glutatyon S-transferazi inaktive eder. Bu
sebepten dolay1 reaksiyonun GSH ile baglatilmasi gerekir. Aktivite dl¢limii i¢in toplam
hacim Iml olacak sekilde Cizelge 3.2°de verilen ¢ozelti ortami hazirlandi. Kiivetler
spektrofotometreye yerlestirilip okuma baslatildi. Kronometre kullanilarak baslangigta
ve dakikada bir olmak tizere ii¢ dakika siiresince absorbans degerleri 6l¢iiliip kaydedildi
(Habig and Jakoby 1981).

Cizelge 3.2. GST enzimini aktivite 6l¢iimiinde kullanilan prosediir

Kiivet Icerigi Kor Numune
0,5 M aktivite tamponu 200 pl 200 pl
25 mM CDNB 20 pl 20 pl

20 mM GSH 50 pl 50 pl
Saf su 730 pl 720 pl
Enzim numunesi - 10 pl

Enzim {initesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

EU: 1 ml’deki enzim {initesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

9,6: 340 nm’de 1 mM DNB-SG’nin ekstinksiyon katsayisi

V7: Olgiimiin yapildig: kiivetin toplam hacmi

Ve: Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilir)



37

3.3.5. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi iizerine tez kapsamindaki fenolik

bilesiklerin etkisinin belirlenmesi

Insan eritrosit GST enzim aktivitesi {izerine baicalin, baicalein ve phloridzin fenolik
bilesiklerinin etkilerini belirlemek amaciyla kiivet ortamma en az bes farkli
konsantrasyonda fenolik bilesik katilarak aktivite degerleri okundu. Okunan aktivite

degerleri ile %Aktivite- [Inhibitér] grafigi cizilerek ICso degerleri belirlendi.

Inhibisyon gdsteren fenolik bilesiklerin ICsq degerleri belirlendikten sonra K; degerlerini
belirlemek amaciyla insan eritrositlerinden saflastirilan GST enzim aktivitesini yariya
diisiiren fenolik bilesik konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve istiinde iki sabit
fenolik bilesik konsantrasyonlarinda, uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitoér i¢in Lineweaver-Burk
grafikleri cizildi. Grafik denkleminde yarigmali inhibisyon ic¢in egime esit olan
Km/Vmax(1+[1]/Kj) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon igin ise VmaX:V'maX(1+[I]/Ki)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antioksidan Calismalar ile Tlgili Arastirma Bulgular1

4.1.1. Fe**-Fe* indirgeme kuvveti bulgular

Biyoaktif molekiillerin indirgeme giiciiniin olgiildigii bu metotta Fe[(CN)g]s’tin
Fe[(CN)g]o’ye indirgenmesi olgiilmektedir. Indirgenme iiriiniiniin serbest Fe™ ile
reaksiyonu sonucu olusan mavi renkli FesJFe(CN )¢]s kompleksi 700 nm’de giiglii
absorbans verir (Gulcin 2006). Absorbansdaki artis indirgeme kapasitesindeki artisin

gostergesidir.

indirgen
Fe(CN)s > —— Fe(CN)s™*

Fe(CN)s* + Fe® —— Fey[Fe(CN)]s

Calismada kullanilan baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin indirgeme kapasitesi
artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmaktadir. Baicalin, baicalein, phloridzin
maddelerinin indirgeme potansiyeli farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml)

cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari dl¢iilerek belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
pg/ml) indirgeme kuvvetlerinin standart antioksidanlardan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks
ile karsilastirmasi

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ferrik iyonlarim (Fe**) ferréz iyonlarina
(Fe+2) indirgeme kapasitesi grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.1) her bir standart
antioksidan ve baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri igin 20 ug/ml’ye karsilik gelen

absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve standart
antioksidanlarin ferrik iyonlarini (Fe*®) indirgeme kuvvetleri BHA > baicalein > BHT

>troloks > baicalin > a-tokoferol > phloridzin seklindedir.

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

Bu yontemde kullanilan kromojenik indirgeyici ajan bis(neokuproin), bakir(IT) selatidir.
Bu reaktif pH 7,0’de kullanighdir. Polifenollerin oksidasyonu ile Cu(II)- neokuproin

selat1 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu(I)-neokuproin selatina indirgenir.

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin kuprik iyonlarmi (Cu*?) indirgeme

kapasitesi, artan konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigi bulundu. Baicalin,
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baicalein, phloridzin maddelerinin kuprik iyonlarini (Cu*?) indirgeme kapasitesi farkli
konsantrasyondaki (10-30 ug/ml) ¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar1 Olgiilerek
belirlendi (Sekil 4.2). Daha sonra her bir standart antioksidan ve baicalin, baicalein,
phloridzin maddeleri i¢in 20 pg/ml’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de

verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

24 9y pua
—&— BHT
— 2 —&— o-Tokoferol
e —@— Troloks
< 1’6 B —&— phloridzin
8 —#— baicalin
I 1’2 | —— baicalein
(%)
=
2 08
o
38
< 04 - /
:
0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.2. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml
kuprik iyonlarmi (Cu*®), kuprdz iyonlarma (Cu®) indirgeme kuvvetinin standart
antioksidanlardan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmni (Cu*?) indirgeme aktiviteleri BHA> baicalein > BHT > baicalin > troloks > a-

tokoferol > phloridzin seklinde siralanmaktadir.
4.1.3. FRAP indirgeme kuvveti bulgular:
FRAP metodunda ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksinin ([Fe**-(TPTZ),]") asidik

ortamda koyu mavi renkli ferr6z kompleksine ([Fe**-(TPTZ),]" indirgenmesi

Olciilmektedir.
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Sekil 4.3. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
ug/ml) ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini [Fe**-(TPTZ),]" ferr6z kompleksine [Fe**-
(TPTZ),]™ indirgeme kapasitesi standart antioksidanlardan BHA, BHT, o-tokoferol ve troloks
ile karsilastirmasi

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini
[Fe"*-(TPTZ),]*® ferrdz kompleksine [Fe*?-(TPTZ),]*? indirgeme kapasitesi farkh
konsantrasyondaki (10-30 ug/ml) g¢ozeltilerinin 593 nm’deki absorbanslart 6lgiilerek
belirlendi (Sekil 4.3). Daha sonra her bir standart antioksidan ve baicalin, baicalein,
phloridzin maddeleri i¢in 20 pg/ml’ye karsilik gelen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de

verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin ve standart antioksidanlarin ferrik
2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini indirgeme aktiviteleri baicalein > BHA > BHT >

baicalin > troloks > a-tokoferol > phloridzin seklinde siralanmaktadir.
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Cizelge 4.1. 20 pg/ml konsantrasyonunda baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin Fe**-Fe®*
indirgeme kuvveti, Cu**-Cu* indirgeme kuvveti ve FRAP indirgeme kuvveti metotlariyla birer
standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

FRAP

Fe*3/Fe*? cu*’/cu’ Metot

L . . etotu

Antioksidanlar Indirgeme Indirgeme .
. ] Indirgeme

Kuvveti Kuvveti ]
Kuvveti

BHA 1,674 2,156 2,745
BHT 1,030 1,600 2,117
a-Tokoferol 0,659 0,880 1,795
Troloks 0,910 1,030 1,828
Baicalin 0,870 1,316 1,876
Baicalein 1,190 2,042 2,949
Phloridzin 0,134 0,195 0,655

4.1.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

DPPH radikal giderme aktivitesi antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilan en
eski yontemlerdendir. DPPH" (2,2-difenil-Ipikrilhidrazil) hidrojen atomu verebilen
bilesiklerle tepkimeye girebilen kararli bir radikaldir ve 517 nm'de maksimum
absorbans olusturmaktadir. Antioksidanlarla muamele, DPPH"’ten kaynaklanan mor
rengin siddetinin azalmasina ve absorbansin diigmesine sebep olacaktir. Farkli 6rnek
derisimleri ile muamele edilen DPPH"’in absorbansindaki degisim dlgiilerek derisime
karsilik gelen absorbanslarla grafik ¢izilerek y=ax denkleminde DPPH" derisimini
yartya diisiiren 6rnek miktari pg/ml cinsinden belirlenmekte ve 1Csy degeri olarak ifade

edilmektedir.

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve ¢alismada kullanilan BHA, BHT, a-
tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin DPPH™ serbest radikali

giderme aktivite tayini i¢in oncelikle standart grafik olusturuldu (rZ: 0,9974) (Sekil 4.4).
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DPPH’ serbest radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH" serbest

radikal miktar1 standart grafikten hesaplandi

DPPH’ serbest radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.

DPPH.- giderme aktivitesi (%) = (1-M}<1oo

17-K

Burada As;7.y DPPH’ serbest radikal ¢Ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan
absorbans degeri, As17.k, ise sadece DPPH" serbest radikal ¢ozeltisi igeren kontrol
degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol

ve troloks kullanildi.

¥ =
1 /

0,8 -~

2]

0 / ‘

0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg/mL)

Absorbans (517 nm)

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

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve kullanilan standart antioksidanlarin
DPPH serbest radikali giderme aktivitesi Sekil 4.5’de goriildiigii gibi konsantrasyon ile

dogru orantili olarak artmaktadir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin (10-30
ug/ml) DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin DPPH" serbest radikali giderme aktivitesi

cizildikten sonra her biri i¢in ayr1 ayr1 ICsg degerleri hesaplandi (Cizelge 4.2).

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve kullanilan standart antioksidan
molekiilleri i¢in baicalein > a-tokoferol > BHA> troloks > baicalin > BHT > phloridzin
seklinde, 30 pg/ml konsantrasyonda DPPH" radikali giderme aktivitesi (%) ise 94,6;
91,4;87,4;85,8; 77,7, 61,1; 32,3 seklinde siralanmaktadir.

4.1.5. ABTS" radikal giderme aktivitesi bulgular

ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gerceklesen reaksiyon sonucu mavi/yesil ABTS
kromoforu olusur. Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden once radikal katyonu
olusturulmaktadir. Olusan renkli radikalik katyonun antioksidan tarafindan renk
giderimi Olgiiliir. Asagida molekiil yapisi verilen ABTS radikal katyonu oda

sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir.
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Sekil 4.6. ABTS nin a¢ik kimyasal yapis1

H,NO;S

Metot hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilir ve bir dekolorizasyon

(renk giderimi) yontemidir.

Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri ile ¢alismada kullanilan BHA, BHT, ao-
tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin ABTS™ giderme aktiviteleri
tayini i¢in 6ncelikle standart grafik olusturuldu (r%:0,993) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. ABTS™ giderme aktivitesi tayininde kullanilan ABTS™ icin hazirlanan
standart grafik

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

grafikten hesaplandi.

ABTS™ giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.
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ABTS™ Giderme (%) = (1 - Mj x100

34-K

Burada A7ssn ABTS™ ¢Ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri,
A7k ise sadece ABTS™ ¢ozeltisi iceren kontrol degerinin absorbansmi ifade eder.
Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks kullanildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin (10-30
ug/ml) ABTS™ giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol
ve troloks ile karsilastirmasi

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ABTS™ radikali giderme aktivitesi
cizildikten sonra (Sekil 4.8) her bir standart ve Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri

i¢in ayr1 ayr1 ICsq degerleri hesaplandi (Cizelge 4.2).

Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri ve kullanilan standart antioksidan molekiillerin
ABTS™ giderme aktiviteleri sirastyla BHA =~ BHT = baicalein > troloks > a-tokoferol >
baicalin > phloridzin seklindedir. 30 pg/ml konsantrasyonda ABTS radikali giderme
aktivitesi (%) ise 98,9; 98,7; 98,3; 90,5; 74,7; 70,9; 66,1 diir.
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Cizelge 4.2. Baicalin, baicalein, phloridzin ¢dzeltilerinin DPPH-, ABTS™ radikali giderme
aktivitelerinin 1Cs degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilagtirmasi

Antioksidanlar DPPH- Giderme ABTS™ Giderme

BHA 9,86 3,07
BHT 28,56 3,1
a-Tokoferol 8,85 14,91
Troloks 10,29 7,56
Baicalin 12,0 15,51
Baicalein 7,45 3,12
Phloridzin 42,0 17,8

4.2. Glutatyon S-transferaz Enzimi ile lgili Yapilan Calisma Bulgular

4.2.1. GST enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclari

Bolim 3.3.1°de anlatildigi gibi hazirlanan hemolizat dengelenen Glutatyon Agaroz
afinite kolonuna yiiklendi. Kolon béliim 3.2.3.b’de aciklandig:1 gibi uygun tamponla
yikand1 ve gradientli eliisyon ile enzim eliie edildi. Eliatlarda aktivite 6l¢iimii (Habig et
al. 1974) ve kantitatif protein tayini yapildi (Bradford). Elde edilen veriler Cizelge
4.3’de gosterildi.
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Cizelge 4.3. Insan eritrositlerinden Glutatyon Agaroz afinite kolonu ile saflastirilan
GST enziminin saflastirma sonuglari

Toplam o . Toplam Spesifik .
Numune ] Aktivite  Protein . Toplam o Verim  Saflastirma
hacim . protein o aktivite
Tiirii (EU/ml)  (mg/ml) aktivite .. (90) katsayisi
(ml) (mg) (EU/mg)
Hemolizat 21 0,069 27,36 574,54 1,458 0,002 100 1
Glutatyon-
Agaroz afinite 15 0,188 0,056 0,085 0,281 3,309 19,27 1654

kromatografisi

4.2.2. Insan eritrositlerinden saflastirllan GST enziminin SDS-PAGE ile saflik

kontrolii

Kromatografik islemler sonucu insan kanindan elde edilen hemolizattan saflagtirilan
GST enziminin safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamit jel elektroforezi
Boliim 3.4.2°de anlatildig1 gibi yapildi. Standart olarak molekiil agirlig: bilinen standart
protein markirlar kullanildi. SDS-poliakrilamit jel elektroferezine insandan saflastirilan

enzim tatbik edildi. Boyama iglemi ile belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Glutatyon-agaroz afinite kromatografisi ile saflastirilan insan eritrosit GST

enziminin SDS-poliakrilamit jel elektroforezi fotografi
* a) Standart proteinler (1: 180 kDa, 2: 130 kDa, 3: 95 kDa, 4: 72 kDa, 5: 55 kDa, 6: 43 kDa, 7: 26 kDa,
8: 10 kDa) B) Insan eritrosit GST enzimi

4.2.3. GST enzim aktivitesi iizerine tez kapsamindaki fenolik bilesiklerin etkisinin

belirlenmesi ilgili yapilan calisma sonug¢lar:

4.2.3.a. Baicalin flavonoidinin GST enzim aktivitesi iizerine inhibisyon -etKkisi

sonuc¢lari

Insan eritrositinden saflastirilan GST enzim aktivitesi {izerine baicalin flavonoidinin
inhibisyon etkisini belirlemek amaciyla dnce %AXktivite- [Inhibitdr] grafigi cizilerek
%50 inhibisyona sebep olan baicalin konsantrasyonu olan 1Csy degeri hesaplandi (Sekil
4.10). GST enziminin inhibitorsiiz ve inhibitérlii ortamda bes farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite 6l¢limii yapildi. Daha sonra, baicalin flavonoidi igin li¢
farkli sabit inhibitor konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde
edilen aktivite degerleri kullanilarak 1/V-1/S degerleri bulundu. Lineweaver-Burk

grafikleri gizilerek, K; degeri hesaplandi ve inhibisyon tiirii belirlendi.
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Sekil 4.10. insan eritrosit GST enzim aktivitesi {izerine baicalin flavonoidinin etkisini
gosteren %Aktivite-[Baicalin] grafigi
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Sekil 4.11. 5 farkli GSH konsantrasyonu ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonunda c¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi ile GST enzim aktivitesi iizerine baicalin flavonoidinin etkisinin

belirlenmesi

4.2.3.b. Baicalein flavonoidinin GST enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etKisi

sonuclari

Insan eritrositinden saflastirilan GST enzim aktivitesi iizerine baicalein flavonoidinin
inhibisyon etkisini belirlemek amaciyla énce %Aktivite- [Inhibitor] grafigi cizilerek

%50 inhibisyona sebep olan baicalein konsantrasyonu olan 1Csy degeri hesaplandi.
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(Sekil 4.12). GST enziminin inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite ol¢iimii yapildi. Daha sonra, baicalein flavonoidi igin ii¢
farkli sabit inhibitér konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde
edilen aktivite degerleri kullanilarak 1/V-1/S degerleri bulundu. Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilerek, K; degeri hesaplandi ve inhibisyon tiirii belirlendi.
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[Baicalein] (mM)

Sekil 4.12. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi {izerine baicalein flavonoidinin etkisini
gosteren %AKtivite-[Baicalein] grafigi
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Sekil 4.13. 5 farkli GSH konsantrasyonu ve 3 farkli inhibitdr konsantrasyonunda cizilen
Lineweaver-Burk grafigi ile GST enzim aktivitesi iizerine baicalin flavonoidinin etkisinin

belirlenmesi
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4.2.3.c. Phloridzin flavonoidinin GST enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etKkisi

sonuclari

Insan eritrositinden saflastirlan GST enzim aktivitesi iizerine phloridzin flavonoidinin
inhibisyon etkisini belirlemek amaciyla dnce %Aktivite- [Inhibitdr] grafigi ¢izilerek
%50 inhibisyona sebep olan phloridzin konsantrasyonu olan 1Csy degeri hesaplandi.
(Sekil 4.14). GST enziminin inhibitorsiiz ve inhibitorlii ortamda bes farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite 6lglimii yapildi. Daha sonra, phloridzin flavonoidi igin ti¢
farkli sabit inhibitor konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda elde
edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V-1/S degerleri bulundu. Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilerek, K; degeri hesaplandi ve inhibisyon tiirii belirlendi.
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Sekil 4.14. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi iizerine phloridzin flavonoidinin etkisini
gosteren %Aktivite-[Phloridzin] grafigi
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Sekil 4.15. 5 farkli GSH konsantrasyonu ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonunda ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi ile GST enzim aktivitesi ilizerine phloridzin flavonoidinin etkisinin
belirlenmesi

Cizelge 4.4. GST enzim aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi gosteren baicalin, baicalein
ve phloridzin flavonoidleri i¢in hesaplanan ICs, K; degerleri ve inhibisyon tiirii

Inhibitor ICso(MM) K, (mM) inhibisyon tiirii
Baicalin 0,028 0,0145+0,0007 Yarismali
Baicalein 0,056 0,024+0,002 Yarigmasiz

Phloridzin 0,762+0,185 Yarigsmasiz

0,769
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5. TARTISMA ve SONUC

Son zamanlarda dogal antioksidanlar yarali etkilerinden dolay1 aktif arastirma konusu
olmustur. Dogal antioksidanlarin saglik agisindan daha yararli oldugu diisiincesi
tiikketicilerin tercihini bu yone ¢ekmektedir. Yeryiiziinde genis dagilim gosteren ve dogal
antioksidanlar bakimindan zengin olan bitkilerden bu bilesiklerin gerek besin olarak
alinmasi1 gerekse ekstrakte edilerek gida katki maddesi ya da koruyucu olarak

kullanilmas: gittikge 6nem kazanan bir konu haline gelmistir.

Antioksidanlar organizma veya dokular1 oksidatif strese karst korurlar. Ayni1 zamanda
gidalarda da oksidasyona karsi korumayi yine antioksidanlar yaparlar. Bu durum
antioksidanlar1 fizyoloji, farmakoloji, beslanme ve gida endiistrisinde Onemli bir
caligma alani haline getirmistir (Magalhaes, Santos et al. 2009). Gida endiistrisinde
antioksidanlarin oksidasyondan dolayr besinde meydana gelen bozunmalar1 6nleyici
etkileri vardir. Antioksidanlar oksidasyonu iki sekilde durudurabilir yada geciktirebilir.
Birincisi serbest radikalleri gidererek ki bu tiir bilesikler primer antioksidanlar olarak
tanimlanir. Primer antioksidanlar a-tokoferoller gibi fenolik bilesiklerdir. Sekonder
antioksidanlar ise metal iyonlarin1 baglama, reaktif oksijen tiirlerini giderme,
hidroperoksitleri radikal olmayan tiirlere doniistirme, UV 1sinlarim1 absorblama ve

singlet oksijeni deaktive etme gibi reaksiyonlar1 gerceklestirirler (Gulcin et al. 2008).

Antioksidan bilesikler antioksidan aktivitelerini metal iyonlarim1 baglama, peroksitleri
parcalama, radikal giderme, singlet oksijeni kuenglestirme gibi bir¢ok farkli

mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Gulcin 2002).

In vitro antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan analitik
metodlar vardir. Bu metodlar; Fe™-Fe*? transformasyonu metoduna gore indirgeme
kapasitesi, Kuprik iyonlarin (Cu*?) kupréz iyonlarina (Cu®) indirgeme kapasitesi,
FRAP metoduna gore Fe"-TPTZ indirgeme kapasitesi, Bipiridil kullanarak ferréz
iyonlarmi (Fe*?) selatlama aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS™
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radikal giderme aktivitesi, DMPD™" radikal giderme aktivitesi, riboflavin-metiyonin-isik

sisteminde olusturulan O,~ giderme aktivitesi seklinde siralanabilir.

Bu calismada baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin in vitro antioksidan
kapasitelerini belirlemek amaciyla Fe*3-Fe? transformasyonu metoduna gore indirgeme
kapasitesi, Kuprak metoduna gore kuprik iyonlarmi (Cu*?) kuprdz iyonlarma (Cu®)
indirgeme kapasitesi ve FRAP metoduna gore Fe™>-TPTZ indirgeme kapasitesi, DPPH
radikal giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme aktivitesi metotlar1 kullanilmis ve

BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol standart antioksidanlar ile karsilastirilmistir.

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme giici elektron verme kapasitesinin gostergesidir ve
antioksidan aktivitesiyle orantihidir. Biyoaktif bilesikler antioksidan etkisiyle

oksidanlar1 indirgeyebilirler.

Biyoaktif Dbilesiklerin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)g]s’ti  Fe[(CN)g]2’ye direkt
inidrgemesiyle Ol¢iilebilir. Bu direkt indirgeme yontemi ile baicalin, baicalein ve
phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol standart antioksidanlarin
indirgeme giicii ol¢lilmiis BHA > baicalein > BHT >troloks > baicalin > a-tokoferol >
phloridzin seklinde bir siralama elde edilmistir. Sonuglar 1s18inda ¢alisma kapsamindaki
dogal bilesiklerden phloridzinin ¢ok fazla indirgeme giicii géstermedigi fakat baicalin
ve baicaleinin standartlara yakin bir indirgeme giicii gosterdigi sdylenebilir. Yine
baicalin ve baicalein dogal bilesiklerinin artan konsantrasyonla indirgeme giiciiniinde
arttig1, phloridzinde ise artan konsantrasyonla indirgeme giicliniin pek degismedigi

bulunmustur.

Indirgeme giiciiniin dl¢iildiigii bir baska metot Apak ve ekibi tarafindan gelistirilen
KUPRAK metotudur. Kuprak metodu, antioksidanlar tarafindan kuprik iyonlarmin
(Cu*") kuprdz iyonlarma (Cu®) indirgenmesi esasma dayamr. Bu yontem, diisik
maliyetli, hizli, kararli ve segicidir. Indirgeyici maddenin tiirii ve hidrofilikligi
gozetilmeksizin farkli antioksidanlar i¢in uygulanabilir bir yontemdir. Bir kromojenik

redoks reaksiyonu olan kuprak metodu, fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da (pH:7,0)
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gerceklestirilir (Gulcin  2012). Bu yontemle  baicalin, baicalein ve phloridzin
flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol standart antioksidanlarin indirgeme
gicii Olgliliip ve 20 pg/ml konsantrasyonunda antioksidan bilesiklerin verdikleri
absorbans degerleri kiyaslandiginda BHA> baicalein > BHT > baicalin > troloks > a-
tokoferol > phloridzin seklinde sirlama elde edilmistir. Siralamaya bakildiginda baicalin
ve baicalein flavonoidlerinin standart antioksidanlara yakin hatta dogal bir antioksidan

olan a-tokoferol’den daha iyi indirgeme giicii gosterdikleri sdylenebilir.

Bagka bir indirgenme giicliniin 6l¢iildiigii yontem olan FRAP metotunda ferrik 2,4,6-
tripiridil-s-triazin kompleksinin ([Fe**-(TPTZ),]") asidik ortamda koyu mavi renkli
ferroz kompleksine ([Fe**-(TPTZ),]™) indirgenmesi olgiilmektedir. Bu yéntemle
yapilan Ol¢iimlerin sonucunda baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidleri ile BHA,
BHT, troloks ve a-tokoferol standart antioksidanlar1 arasinda baicalein > BHA > BHT >
baicalin > troloks > a-tokoferol > phloridzin seklinde bir siralama elde edilmistir.
Sonuglara gore baicalein standart antioksidanlardan daha iyi bir indirgeme giicii,
baicalin ise standartlara yakin bir indirgeme giicli sergilemistir. Yine baicalin ve
baicalein flavonoidlerinin indirgeme giicii artan konsantrasyonla artmis, phloridzinde

ise fazla bir degisiklik gbzlenmemistir.

Antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri biyolojik sistemlerdeki etkilerinin
yaninda gida ve farmasotik sanayilerinde serbest radikallerin saglia olan zararh
etkilerini gidermek i¢in antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri ve onlarin

tespiti oldukca dnemlidir.

DPPH radikal giderme metotu antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitelerini
degerlendirmek i¢in sik kullanilan bir yontemdir. Bu metodun esasi, hidrojen veren
gruplara sahip antioksidan maddelerin varliginda, alkolde ¢oziinen DPPH radikallerinin
rediiksiyonuna dayanmaktadir. Bu rediiksiyonun ardindan radikal olmayan bir DPPH-H
molekiilii olusur ve bu molekiil 517 nm’de herhangi bir absorbans vermemektedir.
Sonug¢ olarak DPPH radikali miktarindaki azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak

olgiilerek aktivite tayini yapilabilmektedir (Gulcin 2002). DPPH radikali antioksidan
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gibi bir proton verici substrat ile karsilagtiginda, radikaller temizlenir ve absorbansta
azalma gozlenir (MS 1958; Gulcin et al. 2009). Calismada kullanilan baicalin, baicalein
ve phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol standart
antioksidanlarin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi kiyaslandiginda baicalein > a-
tokoferol > BHA> troloks > baicalin > BHT > phloridzin siralamasi elde edilmistir.
Ayn1 zamanda bu bilesikler icin DPPH radikalini giderme etkinliginin bir dl¢iisii olan
ICso degerleride Cizelge 4.2°de belirtildigi gibidir. 1Csp degerlerine bakilarak
baicaleinin,, BHA ve BHT sentetik antioksidanlarindan, o-tokoferol dogal

antioksidanindan daha iyi radikal giderici olduklar1 soylenebilir.

ABTS" giderme metodu ilk olarak Miller ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.
ABTS bir oksidan tarafinda okside edilerek koyu renkli ABTS™ radikal katyonu
olusturulur ve test bilesiklerin ABTS™" ile dogrudan reaksiyona sokulur, renkteki azalma
ile antioksidan kapasitesi 6lciiliir. ABTS™ radikal katyonu ABTS ve K,S,0g arasindaki
reaksiyon sonucu olusur ve bu radikal katyonun spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesi ile
tayin islemi gergeklestirilir (Giilgin 2012). ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha
reaktiftirler ve bir H atom transferini gerektiren DPPH ile reaksiyonlar1 farklidir. ABTS
radikalleri bir elektron transferini igerir (Kaviarasan et al. 2007). Calismada kullanilan
baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol
standart antioksidanlarin ABTS™ serbest radikali giderme aktivitesi kiyaslandiginda
sirastyla BHA = BHT = baicalein > troloks > a-tokoferol > baicalin > phloridzin
siralamasi elde edilmistir. Ayn1 zamanda bu bilesikler i¢in ABTS™ radikalini giderme
etkinliginin bir 6l¢iisii olan ICsy degerleride Cizelge 4.2°de belirtildigi gibidir. 1Csg
degerlerine bakilarak baicaleinin, BHA ve BHT sentetik antioksidanlari ile ayni
digerlerinden daha iyi bir radikal giderme etkisine sahip oldugu, baicalin ve
phloridzinin ise o-tokoferol dogal antioksidanina yakin radikal giderici olduklari

sOylenebilir.

Calismanin ikinci kismi baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin metabolik
Oneme sahip glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon -etkisinin

incelenmesi ile ilgilidir.
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GST’ler ksenobiyotik metabolizmasinin ezimlerinden biridir ve genis spektrumda
substrat spesifitesine sahiptir. Bu 6zelligiyle GST endojen ve eksojen kimyasallara
maruz kalan organizmada savunma gorevi Ustlenir. GST bir¢ok elektrofilik materyalin
aktivasyon ve inaktivasyonu igin gereklidir. Bu enzim toksik bilesiklerin elektrofilik
bolgelerini indirgenmis glutatyonun —SH grubuyla etkisizlestirir. Uriin olarak suda
¢Oziinen merkaptiirik asit olusur ve viicutdan idrarla atilir. GST’ler ince bagirsak, kalin
bagirsak, bobrek, akciger, kas, plesanta ve 6zelliklede karaciger gibi organlarin sitozol

ve membranlarinda bulunur (Hayes et al. 2005).

GST’lerin saflagtirllma isleminde Glutatyon-agaroz afinite kolon ligand1 olan
glutatyona GST’nin afinitesinin yiiksek olmasi nedeniyle etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Saflagtirma isleminde sadece bir kromatografi tekniginin kullanilmis
olmasi, saflastirma siiresinin az olmasi ve saflastirma esnasinda aktivite kaybinin diisiik
olmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Tez kapsaminda GST enzimi insan
eritrositlerinden Glutatyon-agaroz afinite kolonu ile 3,309 EU/mg protein spesifik
aktiviteyle, 1654 Kat saflastirilmistir. insan eritrositlerinde GST enzimi daha &nce Erat
ve Sakiroglu (Erat and Sakiroglu 2013) tarafindan Glutatyon-agaroz afinite kolunu ile

16 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, 1143 kat saflastiriimustir.

Marcus et.al insan eritrosit GST enzimini homodimer karaciger GST enziminin farkli
bir formu olarak tanimlamistir (Marcus, Habig et al. 1978). Calismamizda enzim afinite
kolonu ile saflastirildiktan sonra safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmistir (Sekil 4.9).
Sonugta literatiirle uyumlu olarak homodimer yapidaki tek bant elde edilmistir. Molekiil

agirhigr yaklasik olarak 20 kDa civarinda bulunmustur.

GST’lerin bazi hastaliklara kars1 hiicreleri koruyan detoks aktivitesi olmasina ragmen,
kanser hiicrelerine karsi bazi kemoterapotik ilaglarin etkinligini azaltir.  GST'ler
katalitik aktivitesi ile bazi tiimor tiirlerinde ilaglara karsi direng gosterirler, bu yiizden
GST inhibitorleri elektrofilik kanser ilaglarin etkinligini gésterebilmesi igin potansiyel
bir tedavi aracidir. Farkli GST izoenzimleri arasinda, GSTPI1 kanserda asir1

ekspresyonu ve tiimoral ilag¢ direnci iligkilendirildiginden dolayr dikkat ¢ekmektedir
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(Hayes, Flanagan et al. 2005). Kirmizi1 kan hiicrelerinde bulunan GST izoenzimlerinin
%95'inden fazlasint GST-P1 izoenzimi olusturur (Singhal et al. 1990).

GST enziminin inhibitorleri kanser tedavisi agisindan son derece dnemlidir. Bu amagla
calismamizda kullanilan dogal flavonoidlerin GST enzim aktivitesi tizerine inhibisyon
etkileri incelenmistir. Oncelikle baicalin, baicalein, phloridzin flavonoidleri i¢in enzim
aktivitesini yartya diisliren inhibitor konsantrasyonu olan ICsg degerleri sirastyla 0,028
mM; 0,056 mM; 0,769 mM olarak hesaplanmistir. Daha sonra enzim inhibitor
kompleksi ayrigma sabiti olan K; degerleri ve inhibisyon tiirii Lineweaver-Burk grafigi
yardimiyla bulunmustur. K; degerleri baicalin i¢in 0,0145 mM, baicalein i¢in 0,024 mM
ve phloridzin i¢in 0,762 mM’dir.inhibisyon tiirleri ise baicalin igin yarismali, baicalein

ve phloridzin i¢in yarismasiz bulunmustur.
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