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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

BAZI FLAVONOĠDLERĠN ANTĠOKSĠDAN KAPASĠTELERĠNĠN 

BELĠRLENMESĠ VE ĠNSAN ERĠTROSĠTLERĠNDEN SAFLAġTIRILAN 

GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZĠM AKTĠVĠTESĠ ÜZERĠNE ĠNHĠBĠSYON 

ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ  
 

Mine AKSOY 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Ö. Ġrfan KÜFREVĠOĞLU 

 

Bu tez kapsamında baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin antioksidan 

kapasiteleri incelendi. ÇalıĢmada kullanılan flavonoidlerin antioksidan kapasitesini 

ölçmek için demir indirgeme aktivitesi, kuprik iyonları (Cu
+2

) indirgeme aktivitesi, 

FRAP metoduna göre ferrik iyonları (Fe
+3

) indirgeme aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-

hidrazil serbest radikalini (DPPH·) giderme, 2,2´-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-

sülfonik asit) radikalini (ABTS
∙+

) giderme aktivitesi yöntemlerinden yararlanıldı. 

Sonuçların mukayese edilmesinde bütillenmiĢ hidroksianisol (BHA), bütillenmiĢ 

hidroksitoluen (BHT), α-tokoferol ve troloks standart antioksidanları kullanıldı. Ayrıca 

baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin bir detoksifikasyon enzimi olan ve 

metabolik öneme sahip glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesi üzerine in vitro 

inhibisyon etkileri araĢtırıldı. ÇalıĢmada kullanılan GST enzimi için kaynak olarak 

insan eritrositleri kullanıldı. Ġnsan eritrositlerin GST enzimi glutatyon-agaroz afinite 

kolonu yardımıyla 3,309 EÜ/mg protein spesifik aktiviteyle 1140 kat saflaĢtırıldı. 

Enzimin saflığı sodyumdodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

kontrol edildi. SaflaĢtırılan enzim üzerine baicalin, baicalein ve phloridzin 

flavonoidlerinin inhibisyon etkilerini incelemek amacıyla önce beĢ farklı inhibitör 

konsantrasyonunda enzim aktivitesi ölçüldü ve % Aktivite-[Ġnhibitör] grafiği çizildi. 

Enzim aktivitesini yarıya düĢüren inhibitör konsantrasyonu olan IC50 değerleri çizilen 

bu grafik yardımıyla sırasıyla 0,028; 0,056; 0,769 mM olarak hesaplandı. Enzim 

inhibitör ayrıĢma sabiti olan Ki değerleri ise sırasıyla 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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ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

 

DETERMINATION OF ANTĠOXĠDANT CAPACĠTY OF SOME FLAVONOĠD, 

PURIFICATION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE FROM HUMAN 

ERYTHROCYTE AND INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECT ON 

ENZYME ACTIVITY 

 

MĠNE AKSOY 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Department of Biochemistry 

 

Supervisor: Prof. Dr. Ö. Ġrfan KÜFREVĠOĞLU 

 

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
2+

) reduction activity, ferric ion according to the 

FRAP method (Fe
3+

) 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), α-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). IC50 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, Ki, were found as 0.0145, 

0.024, 0.762 mM, respectively. 

2016, 70 pages 

Keywords: Baicalin, Baicalein, Phloridzin, Glutathione S-transferase, Antioxidant 
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1. GĠRĠġ 

Reaktif oksijen türlerinin aĢırı miktarda üretilmesi durumunda organizmaların doğal 

antioksidan savunma sistemleri devreye girerek canlıyı bu durumdan kurtarmak üzere 

antioksidan bileĢikler üretir (Rice-Evans 1997). Sekonder metabolit olarak adlandırılan 

bu bileĢikler özellikle bitkiler tarafından bolca üretilir. Genel olarak fenolik bileĢikler 

sınıfında olan bu metabolitler insanlar tarafından beslenme yoluyla tüketildiğinde 

antioksidan aktivitelerini insan vücudunda da gösterebilirler (Chaudiere and Ferrari-

Iliou 1999). Bu nedenle son yıllarda insanlar tarafından besin kaynaklı doğal 

antioksidanların alınması özendirilmektedir. Öte yandan antioksidan bileĢikleri bolca 

içeren bitki ekstraktlarının (Karagozler, Erdag et al. 2008) besin endüstrisinde koruyucu 

madde olarak kullanılması da son yıllarda oldukça sık rastlanan bir uygulamadır. 

Bununla beraber, besin teknolojisinde besinlerin uzun süre dayanıklılığını sağlamak için 

katkı maddesi olarak sentetik antioksidanlar kullanılır. Bu sentetik antioksidanların 

koruyucu özellikleri çok yüksek olmakla birlikte doğal olmamaları nedeniyle insan 

sağlığı açısından zararlı olabilecekleri konusunda tartıĢmalar vardır (Pokorny 2007). 

Doğal antioksidanların antioksidan özelliklerinin moleküler yapılarıyla alakalı olduğu 

çeĢitli çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (Rice-Evans 1997; Pannala Chan et al. 2001; Apak et 

al. 2007). Antioksidanlar serbest radikalleri giderme/uzaklaĢtırma yetenekleri nedeniyle 

son yıllarda insan beslenmesinde incelenen önemli araĢtırma konularından birini 

oluĢturmaktadır. Ayrıca besin teknolojisinde besinlerin uzun süre bozulmadan 

saklanabilmesi için sentetik ve doğal antioksidanlarla muamele standart bir iĢlem olarak 

uygulanmaktadır. Besinlere ilave edilen antioksidan özellikli bileĢikler sentetik (BHT, 

BHA gibi) olabileceği gibi genellikle bitkilerden elde edilen doğal antioksidan bileĢikler 

(rutin, katekol gibi) de olabilir. Bu bileĢiklerin hem besin koruma özellikleri hem de 

metabolizmaya girdikten sonra antioksidan olarak davranıp hücreyi oksitleyici 

maddelere karĢı koruma özellikleri bilinmektedir. 

BileĢiklerin antioksidan özelliklerini belirlemede çeĢitli analitik yöntemler uygulanır. 

Bu yöntemlerde kimyasal prensipler geçerli olup bir antioksidan, seçilen bir ölçme 

yöntemi ile yüksek antioksidan aktivite gösterirken aynı antioksidan diğer bir yöntemle 
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daha düĢük bir aktivite gösterebilir. Bu nedenle sentetik veya doğal antioksidanların 

antioksidan kapasitelerinin tespitinde ve karĢılaĢtırmalarda en az iki yöntem kullanılarak 

çalıĢılmalıdır. 

Önceki literatür çalıĢmaları bir antioksidan bileĢiğin bir yöntemle ölçülen antioksidan 

kapasitesinin diğer bir yöntemle ölçülene kıyasla farklı olabileceğini göstermektedir 

(Huang et al. 2005). Bu nedenle, bir bileĢiğe ‘antioksidan kapasitesi yüksek’ özelliği 

yakıĢtırabilmek için birden fazla yöntemle tayininin yapılması ve diğer bileĢiklerle 

karĢılaĢtırılması gerekir. KarĢılaĢtırma sentetik ve doğal antioksidanlar arasında 

yapıldığında, daha ucuz ve daha kolay elde edilebilir olmaları nedeniyle besin 

endüstrisinde çokça kullanılan sentetik antioksidanlar yerine kullanılabilecek doğal 

antioksidanların tespit edilmesi mümkün olabilir. 

1.1. Serbest Radikaller 

Oksidatif stres, oksijen açısından zengin bir ortamda yaĢamın kaçınılmaz sonucudur. 

Aerobik organizmalar için oksijen hem hayati hem de tehlikelidir. Bu paradoks 

oksijenin atomik serbest radikal formu ve moleküler bi-radikal formu bulunan kimyasal 

yapılarından kaynaklanmaktadır. Atomik oksijenin dıĢ valans kabuğunda bir 

eĢleĢmemiĢ elektron bulunur. Ġki oksijen atomu moleküler oksijen oluĢturmak üzere bir 

araya geldiklerinde, dıĢ değerlik kabuğunda elektron-çifti oluĢturmaz, iki eĢleĢmemiĢ 

elektron olarak kalırlar. Radikal bir atom ya da molekülün dıĢ değerlik kabuğunda bir ya 

da daha fazla eĢleĢmemiĢ elektron içermesi olarak tanımlanmaktadır. Bu nedenle, 

moleküler oksijen gerçek bir bi-radikalidir (Chance et al. 1979; Pryor 1986; Mccord and 

Fridovich 1988). 

Moleküler oksijen radikal doğası gereği bazı oksidasyon / redüksiyon reaksiyonlarının 

gerçekleĢmesine neden olur (Chance et al. 1979; Pryor 1986; Mccord and Fridovich 

1988). Oksijen ġekil 1.1’de gösterildiği gibi dört basamakta indirgenir. Mitokondriyal 

elektron transport zincirinin sonunda sitokrom oksidaz tarafından katalizlenen oksijenin 

dört elektron alarak indirgenmesi reaksiyonu aksine,  enzimatik olmayan yolla oksijenin 
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indirgenmesi birçok reaktif ara maddenin üretilmesiyle sonuçlanır. Oksijenin ilk bir-

elektronla indirgenmesi ile süperoksit anyon radikali oluĢur. Ġkinci bir elektron ve iki 

proton eklenmesi ile aktif türler arasında yer alan hidrojen peroksit (H2O2) üretilir. 

Üçüncü elektron ilavesi ile son derece reaktif hidroksil radikali (OH
·
) üretilir ve serbest 

bir hidroksit iyonu (OH
−
) açığa çıkar. Dördüncü elektron ilavesi zararsız bir su 

molekülü oluĢturur (Davies 1995). 

 

O2                 O2
·−                        

H2O2                OH
•
                 H2O 

 

 

ġekil 1.1. Oksijenin indirgenme basamakları 

ġekil 1.1.’de gösterilen O2 bi-radikal ve O2
·−

 ise mono-radikaldir oysa H2O2 reaktif 

oksijen türü olmasına rağmen dıĢ değerlik kabuğunda eĢleĢmiĢ elektron bulunduğundan 

dolayı radikal değildir. Ayrıca bir indirgeyici reaktant tarafından hidrojen transferi ile 

moleküler oksijenden üretilen geçici hidrodioksil türleri bir proton vererek sıklıkla 

süperoksit radikal anyonuna dönüĢür. ġekil 1.2'de gösterildiği gibi hidrodioksil radikali 

fizyolojik pH’da hızlı bir Ģekilde O2
·−

 ve H
+
 oluĢturmak üzere ayrılabilir. Hidrodioksil 

radikalinin pKa’sı 4,8 olduğundan iç mitokondri membranının dıĢ yüzeyinin asidik 

oluĢu dolayısıyla ve nötrofiller, makrofajlar ve monositlerin fagolizozomlarında sınırlı 

konsantrasyonlarda oluĢur (Fridovich 1976). 

O2   +   RH    HO2
· 
  +   R

· 

 

HO2
·
    O2

·−
    +   H

+
 

ġekil 1.2. Hidrodioksil radikali ve süperoksit 

Birçok oksijen türü biyolojik oksidanlar olarak hareket eder; ama O2
·−

 ara reaktiftir. O2
·−

 

‘ye bir protonun eklenmesiyle bu ara reaktant, aktif oksitleyici ajan olan HO2
·
’ye 

e
-                               

e
-
                      e

-
                     e

-
       

                      2H
+
                           OH

-
           H

+ 
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dönüĢür (Koppenol and Liebman 1984). Singlet oksijen (
1
O2) redoks reaksiyonları 

tarafından üretilmez ama elektromanyetik enerjinin absorbsiyonu ile oksijenin iki 

eĢleĢmemiĢ elektronlarından birinin spin yönü tersine çevrilir (Frimmer 1985). 

1.2. Reaktif Oksijen Türlerinin Biyolojik Kaynakları 

Ġnsan hücrelerine giren oksijenin %95’inden fazlası, mitokondrial elektron transport 

sisteminde kompleks IV enzimi olan sitokrom oksidaz tarafından enerji üretimi için 

kullanılır; iki su molekülünün oluĢumu ile sonuçlanan bu iĢlemler sırasında, her bir 

oksijen molekülü 4 e
-
 ilavesiyle suya indirgenir. Hücre içine alınan oksijenin tahminen 

%1-4’ünün kısmen indirgenmiĢ oksijen türlerine yani reaktif oksijen türlerine (ROS) 

dönüĢtüğü bilinmektedir (Floyd 1999). 

Soluduğumuz tüm oksijenin %95'inden fazlası elektron taĢıma zincirinde Kompleks IV 

enzimi sitokrom oksidaz tarafından katalizlenen reaksiyonla suya indirgenir. Sitokrom 

oksidaz elektron transport zincirindeki son elektron alıcıdır ve sürekli elektron 

transportunun gerçekleĢmesi için indirgenme reaksiyonu devam etmelidir. Eğer elektron 

akıĢı durursa proton motif kuvveti oluĢmaz ve ATP üretimi gerçekleĢmez (Davies 

1995). 

Oksijen radikali üretiminde diğer potansiyel kaynaklar lökositler (nötrofiller), 

monositler ve makrofajlar gibi fagositik hücrelerdir. Bu tür hücreler, doğrudan bir 

NADPH oksidaz enzim sistemi ile mikro-organizmalara savunma sırasında O2
·−

 üretir. 

Normal Ģartlarda NADPH oksidaz tarafından üretilen O2
·−

 çoğu fagositik 

fagolizozomlarda mikroorganizmalara karĢı yönlendirilmelidir. Kronik enflamasyon 

koĢullar altında doku etrafında O2
·−

 ve onun metabolitleri yüksek seviyede bulunur. Bu 

tür kronik iltihap durumları, romatizmal artrit, lupus eritematozus ve psoriatik artrit gibi 

birçok hastalığın karasteristik özelliğidir (Babior 1992). 
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ġekil 1.3. Reaktif oksijen türlerinin üretim mekanizmasının Ģematik gösterimi  

ROS en az bir tane eĢleĢmemiĢ elektron içeren veya radikal olmayan bileĢik içeren ve 

biyomolekülleri oksitleyebilen moleküllerdir. Bu nedenle bu ara ürünler oksidan veya 

pro-oksidan olarak da adlandırılır (Gutteridge and Halliwell 1989; Sies 1991). ROS 

normal fizyolojik olaylar sırasında sürekli olarak üretilir ve membran lipitlerinin 

peroksidasyonuna, lipit peroksitlerinin birikmesine yol açar (Elmastas et al. 2006; 

Gulcin 2010). Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS normal hücre fonksiyonları için 

gerekli olabilir. Nükleik asitler, lipitler, proteinler, doymamıĢ yağ asitleri ve 

karbohidratlar gibi önemli biyomoleküllere de zarar verirler. Mutasyona kadar varan 

DNA hasarlarına da sebep olabilirler. Eğer ROS hücresel öğeler tarafından etkili bir 

Ģekilde giderilmezse, protein, lipit, nükleik asit gibi hücresel biyomoleküllere zarar 

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

Biyolojik moleküllerin oto-oksidasyonu in vivo olarak oksijen radikali üretiminin 

oldukça önemli bir kaynağı olabilir. Lipitler, proteinler, karbonhidratlar, DNA ve RNA 

gibi indirgenmiĢ karbon bileĢikleri oksidasyona hassastırlar. Membran lipitlerinin oto-

oksidasyonu konusuna büyük ilgi vardır ve bu ilgi gıda kimyasında antioksidan 

bileĢiklerin geliĢtirilmesi ve gıdaların bozulmadan uzun süre depolanabilmesi gibi 

önemli avantaj sağlar. BaĢlangıçta oto-oksidasyon reaksiyonları gibi görünen protein, 

NADPH Oksidaz 

Peroksidaz  

Mitokondriyal 

elektron transport 

sistemi 

NO 

Sentaz 

O2
·

−
 

NO· 
ONOO

-
 

H2O2 

Peroksidaz 

OH
·
 

Fe 
SOD 

H2O 

HOCl 

GPx 

Katalaz  
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yağ, karbonhidrat ve nükleik asit oksidasyonu detaylı incelemelerden sonra metal 

katalize oksidasyonlar olduğu anlaĢılmıĢtır. Enzimatik olmayan biyolojik oksidasyonda 

demir ve bakır gibi geçiĢ metallerinin rolü yadsınamaz (Kappus and Diplock 1992). 

1.3. Oksidatif Stresin Temeli 

Oksidatif stres, reaktif oksijen türleri veya diğer serbest radikaller ile antioksidan sistem 

arasında oluĢan dengesizliktir ve bu dengesizlik hücreler, dokular veya organizmalar da 

protein, lipid, karbohidrat, nükleik asit gibi önemli moleküllerin hasarına neden olabilir 

(Gulcin 2012). 

Proteinler, lipidler, karbohidratlar ve nükleik asitlerin oksidatif modifikasyona 

hassasiyetini anlamak için çeĢitli serbest radikal ve reaktif oksijen türlerinin bu 

biyomoleküllere etkisi incelenmiĢtir. Süperoksit lipidler, karbohidratlar ya da nükleik 

asitlere karĢı reaktif değildir, ama belirli proteinlere sınırlı reaktiflik gösterir. 

Süperoksitin hem grupları veya demir-sülfür kümeleri gibi prostetik grup olarak geçiĢ 

metal iyonu içeren proteinlere karĢı reaktif olduğu kanıtlanmıĢtır.  Bu tür geçiĢ metali 

aracılı reaksiyonlar amino asitlerin  hasarı ile sonuçlanır ve enzim ya da protein 

fonksiyonunu kaybeder. Bu reaksiyonlara iyi bir örnek bakterinin süperoksite maruz 

kalmasına takiben akonitaz aktivitesini kaybetmesidir (Zhang et al. 1990; Gardner and 

Fridovich 1991). 

Süperoksitin diğer önemli reaksiyonu ġekil 1.4'de gösterildiği gibi, bir diğer süperoksit 

molekülü ile aralarındaki reaksiyondur. ġekil 1.4'de gösterilen reaksiyonların hepsi O2
·−

 

veya HO2
·
’nin bir molekülünün birinin indigen diğerinin yükseltgen olarak davrandığı 

dismutasyon reaksiyonlarıdır. H2O2 ve O2, süperoksit dismutasyonunun ürünleridir. 

Süperoksit dismutasyonu için reaksiyon hız sabitleri oldukça önemli ölçüde değiĢiklik 

gösterir. Süperoksit dismutaz enziminin katalizlediği reaksiyon hız sabitide ġekil 1.4’te 

belirtilmiĢtir (Davies 1995). 
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Katalizörsüz dismutasyon reaksiyonu                             Hız sabiti 

O2
·−

  +  HO2
·
  +  H

+
   H2O2  + O2             8,5x10

7
 M

-1
dk

-1 

HO2
·
  +  HO2

·
  +  H

+
   H2O2  + O2             7,6x10

5
 M

-1
dk

-1 

O2
·−

  +  O2
·−

  + 2H
+
   H2O2  +  O2            < 1x10

2
 M

-1
dk

-1 

Süperoksit dismutaz katalize reaksiyon 

O2
·−

  +  O2
·−

  + 2H
+
   H2O2  +  O2             1,9x10

9
 M

-1
dk

-1 

ġekil 1.4. Süperoksitin dismutasyonu 

Hidrojen peroksit birden fazla oksidasyon ile oluĢturulan önemli bir ortak ara-maddedir. 

Hidrojen peroksit, özellikle sülfhidril grupları, demir-sülfür kümeleri, indirgenmiĢ hem 

grupları ve prostetik grup olarak bakır içeren birçok biyolojik molekül için oksidandır.  

Hidrojen peroksit ayrıca geçiĢ metalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikali 

oluĢturabilir. ġekil 1.5’te gösterilen üçüncü reaksiyon indirgenmiĢ demirin H2O2 ile 
·
OH 

oluĢturduğu oksidasyon reaksiyonudur ve 1894’de Fenton tarafından tanımlanmıĢtır 

(Fenton 1894). Bununla birlikte, O2
·−

  Fe
+3

’ü Fe
+2

’ye dönüĢtürmek için bir indirgeyici 

olarak davranabilir. Bu 'demir katalizör Haber-Weiss reaksiyonu' ilk 1934 yılında birkaç 

olası reaksiyon Ģemaları biri olarak önerilmiĢtir ve son yıllarda oldukça yaygın destek 

görmüĢtür (Haber F 1934). Bir geçiĢ metali olan bakır da belirtilen reaksiyonlarda 

demirin yerini alabilir. Hidroksil radikali, tüm oksijen radikallerinin en reaktifidir ve 

hali hazırda protein, lipid, karbohidrat ve nükleik asitleri oksitler (Mccord and Day 

1978). 

 

 

 

ġekil 1.5. Hidroksil radikali üretimi 

Oksijen temelli diğer bazı türler de oksidatif streste önemli rol oynar. En yaygın 

olanlarından biri fizyolojik pH'da 50/50 oranında bulunan hipokloröz asit ya da 

1) O2
·−

  +  O2
·−

  + 2H
+
                    H2O2  +  O2  

2) O2
·−

  +  Fe
+3

                               O2  +  Fe
+2

  

3) H2O2  +  Fe
+2

                             OH
·
  +  OH

−  
 +  Fe

+3
  

Net: O2
·−

  +   H2O2                                OH
·
  +  OH

−  
 +  O2 
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hipoklorittir.  HOCl / OCl
-
 nötrofiller gibi fagositik hücrelerde miyeloperoksidaz enzimi 

tarafından üretilir. NADPH oksidaz enzimi fagositlerde O2’den O2
·−

 üretir (Babior 

1992). OluĢan O2
·− 

süperoksit dismutaz enzimi ile H2O2’ye dönüĢür.(ġekil 1.3) Daha 

sonra H2O2 miyeloperoksidaz enzimi ile hipokloröz asit / hipoklorite oksitlenir. 

Fagositik hücreler bakteri gibi iĢgalci organizmaları öldürmek için HOCl / OCl
-
‘yi 

kullanırlar. HOCl / OCl
-
 doğrudan proteinleri oksitleyebilir ve birden fazla etkiye yol 

açabilen kloramin gibi ikincil oksidanlar üretebilir (Mckenna and Davies 1988; Davies 

Horwitz et al. 1994). 

ÇeĢitli azot oksitler yaygın çevresel kirleticilerden üretilir ve bazıları hücrelerde 

oluĢturulur. Nitrik oksit (NO·) ve azot dioksit (NO2) fotokimyasal sis ortak 

bileĢenleridir (Kerr 1976). Ancak nitrik oksit, fizyolojik bir damar geniĢletici olarak 

memeli dokularında nitrik oksit sentaz enzimi tarafından oluĢturulur (Moncada et al. 

1991). NO· ya direkt olarak ya da peroksinitrit (ONOO
-
) gibi türler üreterek 

hücrelerimizde oksidatif strese sebep olabilir (Beckman et al. 1990; Radi 1990; Last 

Sun et al. 1994). 

Ozon oksidatif strese neden olan diğer bir oksijen türüdür (Last, Sun et al. 1994, Pryor 

1994). Son yıllarda atmosferdeki ozon tabakasındaki delinme ciddi kaygıya yol 

açmıĢtır. Stratosferik seviyede ozon UV radyasyonu emer ve böylece hayvan ve bitki 

yaĢamını korur. Aksi takdirde canlı hayatını tehdit edici, maruz kalma seviyelerine 

ulaĢılır. Bununla birlikte atmosferin alt tabakalarında ozon güçlü oksitleyici 

özelliğinden dolayı kesinlikle istenmeyen bir durumdur(Koppenol and Liebman 1984, 

Last, Sun et al. 1994, Pryor 1994). Ne yazık ki ozon, NO· ve NO2 endüstriyel atıktır. 

Canlıların çevresel atık olan ozon, nitrik oksit ve azot dioksit maruz kalması insanların 

sebep olduğu bir sorundur. 

1.4. Antioksidan Savunma 

Reaktif oksijen türlerinin oluĢumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı önlemek için 

vücutta birçok savunma mekanizması geliĢtirilmiĢtir. Bunlar ‘antioksidan savunma 
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sistemleri’ ya da kısaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. Ġnsan da dâhil olmak üzere 

tüm aerobik organizmalar, oksidatif hasara karĢı korunmak için bir dizi antioksidan 

savunma sistemine sahiptir (Quintanilha et al. 1982). 

1.4.1. Antioksidan bileĢikler 

Hücrelerimizde oksidanlarla reaksiyona giren ve onları etkisiz hale getiren bir dizi 

antioksidan bileĢik vardır (Çizelge 1.1) (Quintanilha et al. 1982; Davies 1986; Kappus 

and Diplock 1992; Rice-Evans 1997). E vitamini (α-tokoferol)  membrana bağlı major 

antioksidan ve C vitamini (askorbik asit) major sulu faz antioksidanıdır. Bu bileĢikler, 

aslında insan sağlığını korumada vitaminlerin hayati önemini vurgulamaktadır. C 

vitaminin E vitaminini indirgeyerek yeniden kullanılması için redoks çevrimi 

oluĢturduğu in vitro Ģartlarda kanıtlanmıĢtır (Packer et al. 1979). Bu redoks çevriminin 

in vivo Ģartlarda da gerçekleĢmesi antioksidan fonksiyon açısından önemlidir. 

Çizelge 1.1. Antioksidan bileĢikler 

E Vitamini 

Seruloplazmin 

C Vitamini  

Ferritin 

β-Karoten 

Selenyum 

Glutatyon 

Manganaz 

Ubikinon 

Çinko 

Diğer yağda çözünür maddeler de in vivo önemli antioksidan rol oynayabilir (Tablo 

1.1). Bunlar β-karoten ve ubikinon’dur (Quintanilha et al. 1982; Davies 1986; Kappus 

and Diplock 1992; Rice-Evans 1997). A vitamini (retinoik asit) türevi olan β-karoten, 
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çeĢitli çalıĢmalarda besin takviyesi bir antioksidan olarak büyük umut vermektedir 

(Heinonen et al. 1994). 

Diğer suda çözünür antioksidan bileĢikleri (Çizelge 1.1), ürik asit (Ames et al. 1981; 

Hochstein et al. 1985; Davies et al. 1986), glutatyon ve seruloplazmin (Gutteridge et al. 

1980) oluĢturur. Ġnsanda pürin metabolizmasının son ürünü ürik asit, geçiĢ metalleri için 

bir Ģelatör ve klasik bir oksidan giderici olması açısından ilgi çekicidir (Ames et al. 

1981; Hochstein et al. 1985; Davies et al. 1986). Demir ve/veya bakırın ürik asitle 

bağlanması kendisi okside olmadan bu metallerin sebep olduğu oksidasyonu inhibe eder 

(Davies et al. 1986). GeçiĢ metalleri oksidasyona neden olurlar ancak bu metaller birçok 

antioksidan enzimin aktif bölgelerinin bileĢenleridir. Daha ayrıntılı bakılacak olursa, 

süperoksit dismutaz ailesinin çeĢitli üyeleri aktif bölgelerinde bakır, çinko, manganez, 

ya da demir gibi metal iyonları bulundururlar (McCord and Fridovich 1969; Fridovich 

1976; Pryor 1986). Glutatyon peroksidazlar, aktif bölgesinde selenyum (Flohé 1982), 

katalazlar ise demir kullanmaktadır (Halliwell and Gutteridge 1990). Yani antioksidan 

enzimlerin çalıĢması için bu metaller mutlak olarak gereklidir. Bu açıdan bakıldığında 

selenyum, manganez, çinko, bakır ve demir gereksinimleri olan antioksidan bileĢikler 

listesine dâhil edilmelidir. Bu önemli metallerden eksik beslenme ciddi oksidatif 

bozukluklara neden olur. Örneğin, Yeni Zelanda’da selenyum açısından fakir 

topraklarda yetiĢtirilen otlar ve tahıllarda tehlikeli boyutlarda oksidatif hasar 

gözlenmiĢtir (Mccord and Fridovich 1988; Rice-Evans 1997). 

1.4.2. Antioksidan enzim ve proteinler 

Aerobik organizmalar oksidatif hasarı en aza indirmek için çok sayıda antioksidan 

enzim sentezlerler. Bu enzimler arasında en iyi bilinen süperoksit dismutazdır 

(Fridovich 1976; Pryor 1986). SOD’ler ġekil 1.3 ve 1.4’de belirtildiği gibi                            

O2
·−

 + O2
·−

      H2O2 + O2 reaksiyonunu katalizlerler.  ġekil 1.4’te de bildirildiği gibi bu 

önemli dismutasyon reaksiyon hız sabiti SOD de birkaç misli artmıĢtır. SOD ailesinin 

tüm üyeleri aktif bölgelerinde metal iyonu bulundururlar (Fridovich 1989). SOD’un 
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genetik silinmesi alt organizmalarda ölümcül mutasyona sebep olduğu gösterilmiĢtir 

(Fridovich 1989). Bu sonuç SOD enzim ailesinin temel önemini destekler. 

 

 

ġekil 1.6. Antioksidan enzimlerin mekanizması 

SOD ürünü olan H2O2 toksiktir ve hızla ortadan kaldırılmalıdır. Memeli hücrelerinde bu 

iĢlem glutatyon peroksidaz (Flohé 1982) ve katalaz (Halliwell and Gutteridge 1990) 

enzimleri tarafından gerçekleĢtirilir. Hem glutatyon peroksidazlar hem de katalazlar 

H2O2’yi su ve oksijene dönüĢtürerek detoksifiye ederler. Glutatyon peroksidazlar L-γ-

glutamil-L-sisteinil-glisinden oluĢan bir tiripeptid olan glutatyonu (GSH) H2O2’yi 

detoksifiye etmek için indirgeyici güç olarak kullanır. Ġki molekül GSH disülfid-bağlı 

bileĢik GS-SG oluĢturmak üzere yükseltgenirken H2O2’yi indirger. OluĢan GSSG 

glutatyon redüktaz enzimi ile NADPH kullanılarak tekrar GSH’a indirgenir (Flohé 

1982). 

Katalaz reaksiyon mekanizması glutatyon peroksidazdan (ġekil 1.6) daha basit görünür, 

ancak öyle değildir. Katalaz aktivitesi için de reksiyon eĢitliğinde olmamasına rağmen 

NADH/NADPH gerekli olduğu literatürlerde belirtilmiĢtir (Kirkman and Gaetani 1984). 

H2O2’nin detoksifikasyonunda glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimlerinden 

hangisinin daha önemli rol oynadığı anlaĢılması gereken temel sorudur. Kırmızı kan 

hücrelerinde glutatyon peroksidaz, hücresel metabolizma ve hemoglobinin oto-

Glutatyon Peroksidaz: 

H2O2  +  GSH  +  GSH   GS-SG  +  H2O  +  H2O 

Glutatyon Redüktaz:  

GS-SG  +  NADPH  +  H
+
   2GSH  +  NADP

+
 

Katalaz: 

H2O2  +  H2O2   H2O  +  H2O  +  O2 

DT Diaforaz: 

Q  +  2e−  +  2H
+
    QH2 
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oksidasyonu yoluyla üretilen H2O2’yi düĢük konsantrasyonlarda gidermekle sorumludur 

(Cohen and Hochstein 1963; Cohen and Hochstein 1964), oysa katalaz fenilhidrazin 

gibi oksitleyici ilaçlar tarafından üretilen yüksek konsantrasyonlarda H2O2’yi giderir 

(Scott et al. 1993). Diğer hücrelerde katalazlar peroksizomlarda bulunur ve yağ 

asitlerinin β-oksidasyonu sonucu oluĢan hidrojen peroksiti gidermede birinci derece 

sorumludur. Katalaz çoğu memeli hücresinde sitoplazmada bulunmaz. Sitoplazmada 

oluĢan H2O2 ya peroksizomlara difüze olarak katalaz tarafından giderilir ya da 

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

Bir diğer önemli antioksidan enzim kinon redüktaz olarak da adlandırılan DT 

diaforaz’dır (Lind et al. 1982). DT diaforaz doğrudan iki değerlikli (dehidro)kinonların 

(Q) (dihidro)kinollere (QH2) indirgenmesini katalizler (ġekil 1.6). DT diaphorase bu 

reaksiyonu reaktif semikinon radikal ara ürünlerinin (Q
·−

 ve QH
·
 gibi) üretilmesine 

fırsat vermeden katalizler.  DT diaphorase kinon türevi ilaçları ve çevresel ajanları 

kısmi olarak güvenli kinol formuna dönüĢtürerek diğer enzim sistemlerinin 

konjugasyonuna ve eliminasyonuna uygun hale getirir. 

Ġki enzimatik olmayan protein, ferritin (Balla et al. 1992) ve seruloplazmin (Gutteridge 

et al. 1980), geçiĢ metali depolama ve in vivo antioksidan savunmada önemli rol 

oynarlar.  Demir ve bakır gibi geçiĢ metalleri hem metal-katalize (oto) oksidasyona hem 

de süperoksit radikalinden hidroksil radikali üretimine katılırlar. Memeli hücrelerinde 

demir bağlayan ferritinin ve plazmada bakır bağlayan seruloplazminin vücut sıvıları için 

antioksidan savunmaya önemli katkıda bulunduğu düĢünülmektedir (Gutteridge et al. 

1980; Balla et al. 1992). 

1.5. Fenolik BileĢiklerin Antioksidan Savunmaya Katkısı 

Antioksidanlar metabolizmada indirgenmiĢ glutatyon (GSH), antioksidan enzim ve 

proteinler gibi in vivo olarak sentezlenebilir ya da diyetle alınırlar (Sies 1997; Halliwell 

2007). Bitkiler eksojen yani diyetle alınan antioksidan kaynağıdır. Dünyadaki bitki 

türlerinin üçte ikisinin tıbbi öneme sahip olduğuna inanılır ve bunların hemen hemen 
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tümü mükemmel antioksidan potansiyele sahiptir (Krishnaiah et al. 2011). Eksojen 

antioksidan takviyesi ya da endojen antioksidan savunmanın arttırılması oksidatif 

stresin istenmeyen etkileri ile mücadelede etkili olduğu tespit edilmiĢtir (Kasote et al. 

2013). 

Gıdalarda mevcut olan ve insan vücudunu zararlı serbest radikallerden koruyan baĢlıca 

doğal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, 

karotenoidler ve polifenollerdir. Çoğu araĢtırmada meyve ve sebze tüketimi ile belirli 

kanser ve kalp hastalıklarının oluĢumu arasında ters orantılı bir iliĢki olduğu 

saptanmıĢtır (Güçlü 2009). 

Fenolik bileĢikler, anti-alerjik, anti-artherogenic, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuar, 

antioksidan, antitrombotik, kalp ve damar geniĢletici etki gibi fizyolojik özellikler 

gösterirler (Benavente et al. 1997; Samman 1998; Middleton et al. 2000; Puupponen et 

al. 2001; Manach et al. 2005). 

Fenolik bileĢiklerin tüketiminin sağlığa yararlı olduğu belirtilmiĢtir (Hertog et al. 1993; 

Parr and Bolwell 2000). Bu yararlı etkinin fenolik bileĢiklerin antioksidan 

aktivitelerinden dolayı olduğu düĢünülmektedir (Heim et al. 2002). Fenolik bileĢikler 

gıdaların antioksidan potansiyellerinin önemli bir belirleyicisi olabilir (Parr and Bolwell 

2000). 

Yapısal olarak, fenolik bileĢikler, aromatik halka ihtiva eden, bir ya da daha fazla 

hidroksil grubu taĢıyan polimerize bileĢiklerdir (Bravo 1998). Yapısal farklılıklarına 

rağmen, bu bileĢikler genellikle ‘polifenoller’ olarak adlandırılır. En çok doğal olarak 

meydana gelen fenolik bileĢikler, mono- ve polisakaritlerin bir ya da daha fazla fenolik 

grup ile oluĢturduğu konjugatlardır (Shahidi and Naczk 1995; Harborne et al. 1999). Bu 

yapısal farklılık, fenolik bileĢiklerin doğada geniĢ bir yelpazede bulunmasını sağlar, 

fenolik bileĢikler Çizelge 1.2'de gösterildiği gibi kategorize edilebilir. 
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Çizelge 1.2. Fenolik bileĢiklerin sınıflandırılması 

 

 

 

 

 

 

  

 

Flavonoidler ve fenolik asitler polifenollerin en büyük sınıfıdır (Dewick 2009). Bu 

sınıflardan fitokimyasalların hem in vitro hem de in vivo araĢtırmalarda mükemmel 

antioksidan olduğu tespit edilmiĢtir (Croft 1998). Bitki polifenollerinin antioksidan 

potansiyeli elektron verme, indirgeme gücü, metal iyon Ģelatlama kabiliyeti ile 

bağlantılıdır (Rice-Evans 1997). 

1.6. ÇalıĢmada Kullanılan Flavonoidler 

1.6.1. Baicalin 

 

Çin’de tıbbi öneme sahip bir bitki olarak kullanılan Scutellaria baicalensis’den izole 

edilen baicalin (baicalein 7-O-β-D-glukuronik asit) flavon yapısındadır. Scutellaria 

Polifenol Alt 

Sınıfları 

Fenolik Asitler 

•Hidroksibenzoik 

asit          

• Hidroksisinamik 

asit 

 

 

 

Stilbenler 

• Polihidroksi 

stilbenler 

Curcuminoidler 

• Curcumin ve 

analogları 

Flavonoidler 

• Flavonlar 

• Flavononlar 

• Flavanollar 

• Flavonollar 

•Antosiyanidinler 

• Kalkonlar 

• Ġzoflavonlar 
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baicalensi bitkisinde elliden fazla flavonoid tanımlanmıĢtır. Bunun önemli bir yüzdesini 

baicalin ve baicalinin aglikon yapısı olan baicalein oluĢturur. Baicalin Scutellaria 

baicalensi bitkisinin köklerinde bol bulunduğundan ve düĢük toksisiteli olduğundan son 

yıllarda çalıĢmalarda kullanılan önemli bir bileĢik olmuĢtur. Baicalin ve baicaleinin 

hematolojik tümör türlerinde antikanser rol oynadıkları çeĢitli çalıĢmalarda tartıĢılmıĢtır 

(Kumagai et al. 2007; Li-Weber 2009; Gasiorowski et al. 2011; Zhang Li et al. 2011). 

1.6.2. Baicalein 

 

Baicalein (5,6,7-trihidroksiflavon) Scutellaria baicalensis bitkisinin major 

flavonoidlerindendir ve baicalinin glukoz birimi içermeyen yani aglikon yapısıdır 

(Kumagai et al. 2007; Chen et al. 2014). 

1.6.3. Phloridzin 

 

Phloridzin flavonoidlerin kalkon alt sınıfına aittir ve en çok elmada bulunur. Phloridzin 

ve türevleri diyabet, obezite, hiperglisemi gibi hastalıkların yanı sıra gıda katkı maddesi 
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olarak kullanımı, antioksidan özellikleri, kozmetik ve farmokolojik uygulamaları gibi 

bir çok alanda araĢtırma konusu olmuĢtur (Sukhorukov et al. 2001; Valenta et al. 2001; 

Rezk et al. 2002; Ehrenkranz et al. 2005) 

1.7. Glutatyon S-transferaz 

50 yılı aĢkın bir süredir kemoterapi metastatik kanser tedavisinde değiĢen baĢarı oranları 

ile kullanılmaktadır. Birçok kemoterapötik ajanların kullanımında büyük problem; 

onların normal hücre ve organlara zararları, dar bir terapötik indekse sahip olmaları, 

neoplastik hücreler için nispeten zayıf bir seçicilik, uzun süreli tedaviden sonra ilaca 

direnç, artan glutatyon transferaz (GST; EC 2.5.1.18) ekspresyonu ve geliĢmiĢ DNA 

tamiridir (Lowenthal and Eaton 1996; Nielsen et al. 1996; Stavrovskaya 2000; Arpicco 

et al. 2011). Bu problemleri aĢmak için potansiyel strateji ön ilaçların kullanımıdır. Ön 

ilaç dizaynı için daha akılcı bir yaklaĢım hücre transformasyonu için sorumlu moleküler 

hedeflere dayanır. Ön ilaçlar iki gruba ayrılabilir (1) anti-tümör ajanların 

farmakokinetik  ve biyolojik olarak yararlanımlarını arttırmak için tasarlanan moleküller  

ve (2) lokal olarak etkili olacak Ģekilde tasarlanmıĢ  anti-tümör ajanları (Ruzza and 

Calderan 2013). 

1.7.1. Glutatyon ve glutatyon transferaz 

Glutatyon (γ-L-glutamil-L-sisteinilglisin, GSH) hayvansal dokularda, bitkilerde ve 

mikroorganizmalarda yüksek hücresel düzeylerde (0.1-10 mm) yaygın olarak bulunur. 

Birçok hücrede GSH toplam protein yapısında olmayan sülfür gruplarının  %90 

fazlasını oluĢturmaktadır. GSH (γ-Glu bağlantı ve SH grubu) hücre içi stabilizasyonu 

sağlamak,  protein ve nükleik asit sentezini içeren reaksiyonlara katılmak ve serbest 

radikalleri ve peroksitleri detoksifiye etmek gibi önemli fonksiyonlara sahiptir. 

GST'ler elektrofillerle GSH tripeptitinin konjügasyonunu katalize eden dimerik protein 

ailesidir (ġekil 1.7) (Commandeur et al. 1995; van Bladeren 2000; Hayes et al. 2005). 

Bu proteinler, hemen hemen tüm türlerde bulunur ve dizi benzerliği temel alınarak 
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sınıflara ayrılırlar. Memelilerde sitozolik GST’ler Alfa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Teta ve 

Zeta olarak sınıflandırılmaktadır (Mannervik et al. 2005). Teta ve Zeta sınıfı GST'ler 

bitkilerde ve diğer organizmalarda da tanımlanmıĢtır. Diğer gruplar sadece böceklerde 

tespit edilen Delta ve Epsilon (Ranson et al. 2001), bitkilerde Lambda (Dixon et al. 

2002), Phi, Tau ve prokaryotlarda Betadır (Rossjohn et al. 1998). Mitokondriyal 

GST’lerin Kappa sınıfı " eikozanoid ve glutatyon metabolizması dâhil membran bağımlı 

protein "(MAPEG) olarak adlandırılan proteinlerdir. Mikrozomal ve mitokondriyal olan 

bu sınıfın GSH ile konjugasyon aktivitesi diğer sınıflarla benzer olmasına rağmen 

yapısal olarak farklıdır (Mannervik et al. 2005). 

Memelilerde, GST’ler, hemen hemen tüm dokularda mevcuttur. Sıçanlarda,  sitozolik 

ve membrana bağlı GST aktiviteleri karaciğerde yüksek seviyelerde bulunmuĢtur 

(Depierre and Morgenstern 1983). Ġnsanlarda, en yüksek sitozolik GST aktivitesi 

seviyesi karaciğerdedir.  Böbrek (karaciğerin %78’i), akciğer (karaciğerin %34’ü) ve 

barsakta (karaciğerin %37’si) daha düĢük aktivite düzeyleri gözlenmiĢtir (Pacifici et al. 

1988). 

GST’lerin çeĢitli sınıflarının üç boyutlu yapıları X-ray kristallografisi ile 

aydınlatılmıĢtır. Ġnsan GSTP1-1 kuaterner yapısı, ġekil 1.7'de gösterilmiĢtir. ġekilde 

siyahla gösterilen tirozin kalıntılarının glutatyon aktivasyonunda (GSH) rol aldığı 

önerilmektedir. Her GST alt birimi bir N-terminal ve C-terminal kısımlarından 

oluĢmaktadır. Bir α-sarmal yapısı içeren kısımda GSH-bağlanma bölgesi (G-alanı) ve 

bağlanma bölgesinin büyük bir kısmını oluĢturan hidrofobik elektrofillerin bağlandığı 

kısım (H-site) bulunur. N-terminal kısmı farklı GST sınıflarının oluĢmasında etkilidir. H 

alanının hidrofobik amino asit kalıntılarının çeĢitliliği substrat spesifikliğini etkiler 

(Armstrong 1997). 
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ġekil 1.7.  Ġnsan GSTP1-1 kristalografik yapısı  

GST'lerin G alanında bulunan tirozin ve serin kalıntıları enzime bağlı GSH’ın sülfhidril 

grubu ile hidrojen bağı yapabilme mesafesinde lokalize olmuĢtur. Tirozin GSH’ın tiyol 

grubundan proton alabilen bir baz gibi davranarak aktiviteyi sağlamaktadır. Tirozin, bir 

fenilalanin ile yer değiĢtirdiğinde, katalitik aktivite azalmaktadır (Board et al. 1991; 

Chelvanayagam et al. 1996). 

Pi sınıfı GST’ler kolon, akciğer, böbrek, yumurtalık, pankreas, yemek borusu, mide 

kanserleri dâhil olmak üzere, sıçan ve insan tümörlerinde aĢırı eksprese olmaktadır 

(Castro et al. 1987; Hayes and Pulford 1995; O'Brien and Tew 1996). Meme ve böbrek 

kanserinde aĢırı eksprese olan pi sınıfı GST’ler bu hastalıklarda prognostik (belirteç) 

faktör olarak kullanılabilir. GST’lerin bazı hastalıklara karĢı hücreleri koruyan detoks 

aktivitesi olmasına rağmen,  kanser hücrelerine karĢı bazı kemoterapötik ilaçların 

etkinliğini azaltır. GST’lerin substratı olan elektrofilik bileĢik sınıfına ait bazı alkilleme 

ajanları antineoplastik tedavide kullanılır (Batist et al. 1986; O'Brien and Tew 1996). 

Tümörlü hücrelerde toplam GST aktivitesi ekspresyonunda bir artıĢ olabilir ve bunun 

sonucunda tümör hücrelerinde multi-drug direnci olarakta isimlendirilen kemoterapötik 

direnç ortaya çıkar (Kodera et al. 1994; Sargent et al. 1999). 

Sonuç olarak, GST inhibitörlerinin geliĢtirilmesi antitümör ilaçların etkinliğini artırmak 

ve multi-drug direncinin üstesinden gelmek için önemlidir. GST inhibitörlerinde 
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ilerlemeleri özetleyen derleme yayınlar son zamanlarda ilgi çekmektedir (Ruzza et al. 

2009). Öte yandan, tümörlü hücrelerde bazı GST enzimlerinin artan ekspresyonu, 

kanser tedavisinde pro-drug kullanımı ile ekspresyonunun azaltılması enzimi hedef 

haline getirmiĢtir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Günümüze kadar farklı kaynaklarda antioksidan ve radikal giderme aktiviteleri 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla propofol (Gulcin et al. 2005), dantrolen (GulcIn 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 yapıda bazı fenol bileĢikleri (Gulcin and Dastan 2007), kurkumin (Ak and 

Gulcin 2008), rezveratrol (Gulcin 2010) gibi biyolojik açıdan önemli moleküllerin 

antioksidan kapasiteleri araĢtırılmıĢ ve bu maddelerin bazıları için muhtemel 

mekanizmalar öne sürülmüĢtür. Belirlenen aktiviteler standart antioksidanlardan BHA, 

BHT, α-tokoferol ve troloks ile mukayese edilmiĢtir. 

Antioksidan aktivite üzerine kimyasal yapının etkisini araĢtırıldığı bir çalıĢmada in vitro 

koĢullarda insan LDL’sinin bakır katalizli oksidasyonunun katekin, kuersetin, siyanidin, 

kafeik asit ve elajik asit tarafından inhibisyonunu incelemiĢlerdir. Bu beĢ bitkisel 

fenolik madde benzer ortodihidroksi yapıya sahiptir. Antioksidan aktivitenin katekin > 

siyanidin~ kafeik asit > kuersetin > elajik asit sırasını takip ettiği bildirilmiĢtir. Ayrıca 

bu fenolik bileĢikler arasındaki sinerjik ya da antagonist etkilerin incelenebilmesi için 

bileĢiklerden ikisi veya üçü karıĢtırılarak 20 farklı kompozisyonda örnekler hazırlanmıĢ 

ve analizlenmiĢtir. Tüm karıĢımlar antioksidan aktivitede artıĢ gösterirken sadece elajik 

asit- katekin karıĢımı elajik asitteki karbonil grupları arasındaki H-bağları ve 

katekindeki orto-hidroksil grupları nedeniyle antogonist etki yaratmıĢtır (Meyer et al. 

1998). 

Flavonoid antioksidanların yapı-aktivite iliĢkileri incelendiği çalıĢmada orto- 

konumundaki hidroksil bulunduran flavonoidlerin serbest oksijen radikallerini süpürme 

etkilerinin meta- konumunda hidroksil bulunduran flavonoidlerden daha fazla olduğu 

belirtilmiĢtir. Orto-hidroksi yapıları molekül içi hidrojen bağları ile kararlı hale 

gelebilmektedir. Ayrıca C halkasının B halkasını çok az etkilediği ve çoğu flavonoidde 

B halkasındaki orto- konumunda bulunan hidroksil gruplarının serbest oksijen 

radikallerini süpürme aktivitesinde daha etkili olduğu savunulmaktadır (Hongyu 1999). 
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Kuersetin, mirisetin ve kaempferolün molekül yapıları ile TEAC yöntemi uygulanarak 

belirlenen antioksidan kapasite iliĢkilerini karĢılaĢtırıldığı çalıĢmada, bu bileĢiklerin, 

yapılarında farklı sayıda hidroksil grubu bulundurdukları görülmüĢtür. Kuersetin, 

mirisetin, ve kaempferol için elde edilen TEAC değerleri sırasıyla 4,7; 3,10 ve 1,34’tür. 

Mirisetinden daha az sayıda hidroksil grubu içeren kuersetinin TEAC değerinin 

mirisetinden daha yüksek bulunması, hidroksil grubu arttıkça antioksidan kapasitenin 

artması gerektiği düĢüncesinin her zaman geçerli bir durum olmadığını göstermiĢtir. Bu 

farklılığın nedeninin büyük olasılıkla hidroksil gruplarının sayısı yanında konumlarının 

farklı olmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir (Lien et al. 1999). 

42 tane flavonoid antioksidan ve antiradikal aktivitelerini araĢtırıldığı çalıĢmada β-

karoten ve linoleik asitin ısı ile uyarılan oksidayonu ve DPPH radikal giderme 

aktiviteleri ölçülmüĢtür. Flavonoidlerin yapısal olarak farklı yedi grubundan yalnızca 

flavonolların C-3 pozisyonundaki hidroksil grubu nedeniyle β-karoten oksidasyonunu 

yüksek derecede inhibe ettikleri belirlenmiĢtir. Antiradikal aktivitenin ise flavanol 

yapısına veya C-4 pozisyonunda bulunan serbest hidroksil grubuna bağlı olduğu 

belirtilmiĢtir (Burda and Oleszek 2001). 

Askorbik asit ve gallik asidin antioksidan özelliklerini araĢtırıldığı çalıĢmada her iki 

bileĢiğin indirgeme gücünün artan deriĢimle arttığı bulunmuĢtur. Her iki bileĢiğinde 

demir(II) katyonunu Ģelatlama özelliği göstermediği belirtilmiĢtir. 4,17 mM deriĢimde 

askorbik asidin ve gallik asidin DPPH radikalini sırasıyla %42,1 ve %43,9 oranında 

giderdiği görülmüĢtür (Yen et al. 2002). 

Çin’de bulunan 112 adet medikal bitkinin antioksidan aktivitesini ABTS radikal 

giderme ve troloks eĢdeğer antioksidan kapasite (TEAC) metodlarını kullanarak 

incelemiĢlerdir. Bitkilerin methanol ekstraktının TEAC değerleri 46.7’den 17,323 

μmol’e kadar değiĢen aralıkta bulunmuĢtur. BileĢiklerin fenolik bileĢik içeriği de analiz 

edilmiĢ ve fenolik asitler, flavonoidler, tannin, kumarin, lignan, kinon, stilben ve 

kurkumin yapısında fenolik bileĢikler tespit edilmiĢtir (Cai et al. 2004). 
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Bir derlemede antioksidan kapasite tayin yöntemlerinin ve oto-oksidasyon 

inhibisyonunun kimyasal temelini incelemiĢlerdir. Bu tayin yöntemleri iki gruba 

ayrılmıĢtır: birincisi hidrojen atomu transferi (HAT) temeline dayanan reaksiyonlar, 

ikincisi electron transferi (ET) temeline dayanan reaksiyonlar. HAT temelli yöntemde 

antioksidan ve oksidan bileĢik azo bileĢiklerinin dekompozisyonu sonucu oluĢan 

peroksil radikalleri için birbirleriyle yarıĢmaktadır. DüĢük yoğunluklu lipoprotein oto-

oksidasyon inhibisyonu, oksijen radikal absorblama kapasitesi (ORAC), toplam radikal 

yakalama antioksidan metodu (TRAP) HAT temelli reaksiyonlara örnek verilmiĢtir. ET 

temelli yöntemlerde ise oksidan madde, antioksidan bileĢik tarafından indirgenmekte ve 

meydana gelen renk değiĢiminin ölçülmesi ile antioksidan kapasite belirlenmektedir. 

Antioksidan bileĢiklerin aktivitelerinin belirlenmesinde en az iki yöntemin uygulanması 

gerektiği belirlenmiĢtir (Huang et al. 2005). 

Tarımsal ürünlere değer kazandırmanın, fonksiyonel özellik ya da antioksidan 

bakımından zengin gıdalar geliĢtirmekle mümkün olduğunu belirtmiĢlerdir. Bu iĢlem 

antioksidanın bol bulunduğu kaynaklardan ekstraksiyonu ve gıdaya ilave edilmeden 

önce in vitro ve in vivo koĢullarda test edilmesini gerektirmektedir. In vivo koĢullarda 

yapılan testler büyük maliyet getirdiği için genellikle in vitro koĢullarda yapılan testler 

tercih edilmektedir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi için tek bir test uygulamak 

antioksidan aktiviteyi doğru bir biçimde yansıtmayacaktır. Bu nedenle antioksidan 

bileĢiğin indirgeme yeteneğini ölçen ET yöntemleri ya da hidrojen atomu transfer 

yeteneğini ölçen HAT yöntemlerinin temel alındığı en az iki yöntem kullanılarak 

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

Polifenolik bileĢiklerin DPPH radikalini süpürme etkinliklerini incelediği çalıĢmada 

yapılarındaki hidroksil grubu sayısına bağlı olarak en yüksek değerlere flavan-3-ollerde 

rastlanmıĢtır. Gallik aside benzer bileĢiklerin DPPH radikalini büyük ölçüde 

süpürdükleri belirtilmiĢtir. Gallik asit, kafeik asit, epikatekin, kaempferol, kuersetin, 

mirisetin, rutin ve askorbik asit için IC50 değerleri sırasıyla 5,1; 12,1;4,5; 18,8; 5,5; 3,6; 

5,3 ve 11,8 bulunmuĢtur (Villano et al. 2007). 
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Fenolik bileĢiklerin tek baĢlarına veya bir arada bulunmalarına göre antioksidan 

aktivitede görülen değiĢikleri farklı kombinasyonlarda karıĢımları kullanarak TEAC ve 

ABTS radikal giderme yöntem ile incelemiĢlerdir. Bu amaçla sebze ve meyvelerde 

bulunan kateĢin, klorojenik asit, siyanidin, siyanidin 3-glukozid, siyanidin 3-rutinosid, 

epikateĢin, peonidin, peonidin 3- glukozid, kuersetin, kuersetin 3- glukozid, kuersetin 3-

galaktosid ve quercetin 3-rutinosid bileĢikleri kullanılmıĢtır. Bu fenolik bileĢiklerin tek 

baĢlarına daha karakteristik aktivite gösterdikleri fakat farklı bileĢimlerde bir araya 

getirildiklerinde sinerjist bir etki oluĢturmadıkları görülmüĢtür (Heo et al. 2007). 

Mirisetinin hücreyi oksidatif strese karĢı koruma gücü ölçülmüĢ ve DPPH radikalini 5 

μg/ml deriĢimde %21; 10 μg/ml deriĢimde ise %54 oranında süpürdüğünü 

belirlemiĢlerdir. Ayrıca mirisetinin H2O2 muamelesi ile azalan süperoksit dismutaz 

(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan savunma 

enzimlerinin aktivitesini ve protein ekspresyonunu onardığı tespit edilmiĢtir (Wang et 

al. 2010). 

Toz haline getirilmiĢ Larix gmelini (Rupr.)’den taksifolini enzim inkübasyon-su 

ektraksiyon (EI-WE) metotu ile ekstrakte ederek antioksidan aktivitesini DPPH metodu 

ile incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonucunda 1 g taksifolinin 3,84 g askorbik asite karĢılık 

geldiğini ve askorbik asitten yaklaĢık dört kat daha fazla radikal süpürücü aktivitesi 

olduğunu görmüĢlerdir (Wang et al. 2011). 

Ġnsan eritrositlerinden yapılan bir çalıĢmada GST enzimi glutatyon agaroz afinite 

kromatografisi yöntemi kullanılarak 16,00 EÜ/mg protein spesifik aktiviteyle, %80 

verimle ve 1143 kat saflaĢtırılmıĢtır. Daha sonra enzim aktivitesi üzerine bazı 

kimyasalların etkilerine bakılmıĢtır. Paclitaxel için IC50 değeri 0,23 mM, 

cyclophosphamide için 5,75 mM, gemciabine için 6,35 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

Ayrıca bu ilaçların GST enziminin doğal substratı olan GSH ile yapılan inhibisyon 

çalıĢmalarından Ki sabitleri sırasıyla paclitaxel için 0,182±0,028 mM, 

cyclophosphamide için 6,97±0,49 mM, gemciabine için 6,71 mM olarak bulunmuĢtur 

(Erat and Sakiroglu 2013). 
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Çelik vd (2003) plasental glutatyon S-transferaz (GST-π) enzimi zamanında doğum 

yapmıĢ hastanın plasentasından alınarak glutatyon-agaroz affinite kolonu kullanılarak 

2.628 EÜ/mg spesifik aktivite ve %0,5 verimle 16 kat saflaĢtırılmıĢtır. Enzimin substratı 

olan GSH için KM sabiti 2 mM, Vmax değeri 11,1 EÜ/mg; CDNB için KM sabiti 0,55 

mM, Vmax değeri 35 EÜ/mg olarak bulunmuĢtur. SaflaĢtırılan enzimin aktivitesi üzerine 

ilaçların etkisinin incelenmesi amacıyla yapılan çalıĢmalarda antibakteriyel bir ilaç olan 

ampisilinin, enzim aktivitesini in vitro olarak %50-55 oranında inhibe ettiği 

gözlenmiĢtir. 

Marler et al. (2010) sentezlemiĢ oldukları 14-klorometil-12H-5,11 adiazadibenzo[b,h] 

floren-11-on ve 2,4-dibromo-1-hidroksifenazin bileĢiklerini karaciğer hücre kültürüne 

uygulayarak kinon oksidoredüktaz 1, glutatyon S-transferaz ve GSH seviyelerinin 

değiĢimini incelemiĢlerdir. Ancak enzim aktivitelerinde ve GSH seviyesinde önemli bir 

artıĢ gözlemleyememiĢlerdir (Marler et al. 2010). 

HepG2 karaciğer hücrelerine kurutulmuĢ, dondurulmuĢ ve taze zencefilin metanol 

ekstraktı ile 12 ve 24 saat boyunca muamele etmiĢler. Muamele sonucu antioksidatif 

enzimler glutatyon S-transferaz, glutatyon redüktaz, glutayon peroksidaz, süperoksit 

dismutaz, katalaz enzim aktiviteleri ve glutatyon seviyeleri incelenmiĢtir. Enzim 

aktiviteleri ve GSH seviyesi 24 saat muamele sonucunda 12 saate kıyasla daha yüksek 

etki gösterdikleri bulunmuĢtur (Offei-Okyne 2015) . 

BaĢka bir çalıĢmada, Ģifalı bir bitki olan Thonningia sanguinea’dan izole edilen ve 

antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA), in vitro olarak karaciğer sitozolik 

GST ile etkileĢtirildiğinde kuvvetli inhibitör etkisi yaptığı tespit edilmiĢtir (Gyamfi et 

al. 2004). 

3-arilkumarin türevlerini sentezledikleri çalıĢmada bu türevlerin insan plesantasından 

elde edilen GST enzimi üzerine inhibitör etkisini incelemiĢlerdir. Ġncelenen bileĢikler 

arasında 6,7-dihidroksi sübstitüe kumarinlerin en yüksek inhibisyon etkisi gösterdikleri 

(IC50=13,5-23,83) bulunmuĢtur. Elde edilen sonuçlara göre 6,7-dihidroksi-3-
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arilkumarinlerin potansiyel GST inhibitörü olarak kullanılabileceği belirtiltilmiĢtir 

(Alparslan and Danis 2015). 

Ġnsan eritrositlerinden elde edilen GST enzimi üzerine hiperisin etkisini incelemiĢlerdir. 

Enzim eritrositlerden %71 verimle 2250 kat saflaĢtırılmıĢtır. Enzimin spesifik aktivitesi 

51 EÜ/mg protein olarak bulunmuĢtur. Hiperisinin inhibisyon etkisi enzimin substratları 

olan GSH ve CDNB için incelenmiĢ ve inhibisyon türü yarıĢmasız olarak tespit 

edilmiĢtir. Ki değerleri ise GSH için 0,19 µM, CDNB için 0,26 µM bulunmuĢtur (Turk 

et al. 2015). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan 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-sülfonik asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin), α-tokoferol, 

aseton ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, (Sternheim Germany)’dan 

satın alındı. ÇalıĢmada kullanılan indirgenmiĢ glutatyon (GSH), Glutatyon Agaroz 

Sigma Chemical Company’den; sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, trihidroksimetil 

aminometan (Tris), sodyum sülfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, 

brom timol mavisi, hidroklorik asit, sülfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol, 

izoproponal, sodyum barbital, akrilamit, N,N’-metilen bisakrilamit, Coomassie Brillant 

Blue R-250 ve diğer kimyasal maddeler E. Merk AG’den alınmıĢtır. 

3.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

ÇalıĢmalar esnasında aĢağıdaki alet ve cihazlardan faydalanılmıĢtır. 

Soğutmalı satrifüj   : Hermle Z 323 K(Germany) 

Spektrofotometre   : Beckman coultur 

pH metre    : Thermo Orion Star A211 

Elektroforez tankı   : BIO RAD (dikey) 

Peristaltik pompa   : Ismatec 

KarıĢtırıcı(Shaker)   : GFL 3025 

KarıĢtırıcı(Vorteks)   : Fısons whirlimixer 

Hassas terazi    : Gec avery 

Afinite kolonu   : Kapalı sistem oluĢturucu (1x10), sigma (ABD) 
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Otomatik pipet   : Eppendorf 

Magnetik karıĢtırıcı   : WiseStir MSH-20A 

Saf su cihazı    : ISOLAB 

Kar makinesi    : Scotsman AF-20 

Güç kaynağı    : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 

135 

Buzdolapları    : Siemens 

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

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

3.1.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

AraĢtırma süresince kullanılan çözeltilerin kullanılıĢ yerleri ve hazırlanıĢ Ģekilleri 

aĢağıda belirtilmiĢtir. 

3.1.3.a. Fe
+3

-Fe
+2

 indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili çözeltiler 

1. 0,2 M pH:6,6 fosfat tamponunun hazırlanması: 6,24 g Na2HPO4 yaklaĢık 180 ml 

destile suda çözüldü ve pH metre kullanılarak pH’sı 6,6’ya ayarlandı. Son hacim 200 

ml’ye tamamlandı. 

2. %1’lik K3Fe(CN)6 çözeltisinin hazırlanması: 1,5 g K3Fe(CN)6 destile suda çözüldü 

ve toplam miktar 150 g olacak Ģekilde destile su eklendi. 

3. %10’luk TCA çözeltisinin hazırlanması: 15 g TCA destile suda çözündü ve toplam 

miktar 150 g olacak Ģekilde destile su eklendi. 

4. %0,1’lik FeCl3 çözeltisinin hazırlanması: 165 mg FeCl3.6H2O destile suda çözüldü 

ve son hacim 100 ml’ye tamamlandı. 

3.1.3.b. Kuprak metoduna göre indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili çözeltiler 

1. 0,01 M’lık CuCl2 çözeltisinin hazırlanması: 47 mg CuCl2 alındı ve 50 ml destile 

suda çözüldü. 
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2. 7,5x10
–3

 M’lık etanolik neokuprin çözeltisinin hazırlanması: 78 mg Neokuprin 

alındı ve 50 ml etanolde çözüldü. 

3. 1 M’lık CH3COONH4 tamponunun hazırlanması (pH:6,5): 7,7 g CH3COONH4 

alındı ve 80 ml saf suda cözüldü, pH-metre ile pH’sı 6,5’e ayarlandı ve toplam hacim 

destile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

3.1.3.c. DPPH
•
 serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili çözeltiler 

1. 10
-3

 M’lık DPPH
•
 çözeltisinin hazırlanması: 39 mg 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil 

tamamen çözününceye kadar bir gece boyunca 100 ml etanolda karıĢtırıldı. 

3.1.3.d. ABTS
•+

 giderme aktivitesi tayini ile ilgili çözeltiler 

1. 0,1 M’lık fosfat tamponunun hazırlanması (pH:7,4): 2,84 g Na2HPO4 180 ml 

destile suda çözüldü. pH metre kullanılarak pH’sı 6,6’ya ayarlandı. Toplam hacim 

destile su ile 200 ml’ye tamamlandı. 

2. 2 mM’lık ABTS
•+

 çözeltisinin hazırlanması: 11 mg ABTS, 0,1 M’lık ve pH’sı 7,4 

olan 100 ml fosfat tamponunda tamamen çözününceye kadar bir gece boyunca 

karıĢtırıldı. 

3. 2,45 mM’lık potasyum persülfat çözeltisinin hazırlanması: 66,25 mg K2S2O8 0,1 

M’lık ve pH’sı 7,4 olan 100 ml fosfat tamponunda tamamen çözününceye kadar 

karıĢtırıldı. 

3.1.3.d. FRAP indirgeme metodu ile ilgili çözeltiler 

1. 0,3 M’lık Asetat Tamponunun Hazırlanması: 2,46 g NaCH3COO alındı ve 80 ml 

destile suda çözüldü. pH metre kullanılarak pH’sı 3,6’ya ayarlandı ve toplam hacim 

destile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

2. 40 mM’lık HCl Çözeltisinin Hazırlanması: 0,334 ml %37 lik HCl çözeltisinden 

alındı ve toplam hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlandı. 
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3. 10 mM’lık TPTZ Çözeltisinin Hazırlanması: 0,312 g TPTZ alındı ve 100 ml 40 

mM’lık HCl içerisinde çözüldü. 

4. 20 mM’lık FeCl3 Çözeltisinin Hazırlanması: 0,54 g FeCl3.6H2O alındı ve 100 ml 

destile suda çözüldü. 

5. FRAP Reaktifinin Hazırlanması: 10 hacim 0,3M’lık asetat tamponu, 1 hacim 10 

mM’lık TPTZ ve 1 hacim 20mM’lık FeCl3.6H2O çözeltisinden oluĢur. 

3.1.3.e. Enzimin saflaĢtırılması ve aktivite ölçümlerinde kullanılan çözeltiler 

Aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler 

1. 0,1 M KH2PO4 (pH:6,5): 0,68 g KH2PO4 ve 0,014 g EDTA tartılarak 30 ml saf su 

içerisinde çözüldü ve pH 6,5’a ayarlandı. Son hacim  destile 50 ml olacak Ģekilde saf su  

tamamlandı. 

2. 20 mM GSH Çözeltisi: 0,03 g indirgenmiĢ glutatyon alınarak bir miktar saf suda 

çözüldü ve hacim destile su ile 5 ml’ye tamamlandı. 

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

%95’lik etanol çözeltisi içerisinde çözüldü ve hacmi etanol ile 5 ml’ye tamamlandı. 

Afinite kolonunda kullanılan çözeltiler 

1. 10 mM KH2PO4 ve 150 mM NaCl, (pH:7,4) (Kolonun paketlenmesi, dengelenmesi 

ve yıkanması için kullanılan çözelti): 0,68 g KH2PO4 ve 4,38 g NaCl alınarak 400 ml 

suda çözülüp pH 7,4’e getirildikten sonra destile su ile 500 ml’ye tamamlandı. 

2. 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM GSH çözeltisi içeren 50 mM Tris-HCl Tamponu (pH:9,5) 

(Afinite jeline tutunan GST enziminin elüsyonu için kullanılan tampon): 50 mM Tris- 

HCl çözeltisi (pH:9,5) içerisinde katı olarak GSH çözülerek 10 mM’lık GSH çözeltisi 

hazırlandıktan sonra 5 tüpten oluĢan gradient oluĢturuldu ve düĢük konsantrasyondan 

baĢlanarak sırayla afinite kolonuna uygulandı. 

3. 0,1 M H3BO3 ve 0,5 M NaCl, pH:8,5 (Borat Tamponu) (Afinite kolonunun 

rejenerasyonu için kullanılan tampon 1): 1,545 g H3BO3 ve 7,31 g NaCl alınarak 200 ml 
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saf su da çözülüp, pH 8,5’e ayarlandıktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandı. 

4. 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 (Asetat Tamponu) (Afinite kolonunun 

rejenerasyonu için kullanılan tampon 2): 2.05 g NaCH3COO ve 7.31 g NaCl alınarak 

200 ml saf su da çözülüp pH:4,5’e ayarlandıktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye 

tamamlandı. 

Elektroforez için kullanılan çözeltiler 

1. 1 M Tris-HCl (pH:8,8): 12,11 g Tris alınarak 80 ml suda çözülüp pH 8,8’e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

2. 1 M Tris-HCl (pH:6,8): 12,11 g Tris alınarak 80 ml suda çözüldü pH 6,8’e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim destile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid çözeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid, 

34,6 ml destile su içerisinde çözülerek toplam hacim destile su ile 50 ml’ye tamamlandı. 

4. %10’luk SDS çözeltisi: 1 g sodyum dodesil sülfat 9 ml destile su içerisinde çözülerek 

10 ml hazırlandı. 

5. %10’luk amonyum persülfat çözeltisi: 1 g amonyum persülfat alınarak, 9 ml destile 

suda çözülerek 10 ml hazırlandı. 

6. Yürütme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartılarak 450 ml suda çözüldü. 

%10’luk SDS’den 5 ml ilave edilerek pH 8,3’e ayarlanıp son hacim destile su ile 500 

ml’ye tamamlandı. 

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCl (pH 6,8)’den 0,65 ml, %10’luk SDS’den 1 ml 

%100’lük gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alınarak saf su ile 

hacim 10 ml’ye tamamlanacaktır. Bu tampona kullanılmadan önce 950 µl numuneye 

karĢılık 50 µl β-merkapto etanol ilave edildi. 

8. SabitleĢtirme çözeltisi: Jel de yürütülen proteinleri sabitleĢtirmek amacıyla %50 

izopropanol, %40 su ve %10 TCA içeren bir karıĢım hazırlandı. 

9. Jel boyama çözeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit içerisinde 0,1 g 

Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi çözülerek hazırlandı. 

10. Jel yıkama çözeltisi: 50 ml metanol, 40 ml su ve 10 ml asetik asit karıĢtırılarak 

hazırlandı. 
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11. %0,1’lik bromtimol mavisi çözeltisi: 0.1 gram indikatör 0.01 M 16 ml NaOH 

içerisinde çözülerek toplam miktar 100 g olacak Ģekilde destile su eklendi. 

3.2. Antioksidan ÇalıĢmaları 

3.2.1. Fe
+3

-Fe
+2 

indirgeme kapasitesi 

Toplam indirgeme tayini Oyaizu yöntemine göre yapıldı (1986). Bunun için öncelikle 1 

mg/ml konsantrasyonunda stok çözelti hazırlandı. Bu stok çözeltiden farklı 

konsantrasyonlarda olacak Ģekilde deney tüplerine aktarıldı, hacim destile suyla 1 ml’ye 

tamamlandı. Daha sonra her bir tüpe 2,5 ml ve 0,2 M’lık fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5 

ml %1’lik potasyumferrisiyanür K3Fe(CN)6 ilave edilerek karıĢım 50°C’de 20 dk 

inkübe edildi. Bu iĢlemlerden sonra reaksiyon karıĢımına 2,5 ml %10’luk (TCA) ilave 

edildi. Çözeltinin üst fazından 2,5 ml alındı ve bunun üzerine 2,5 ml destile su ve 0,5 ml 

%0,1’lik FeCl3 ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de köre karĢı okundu. Kör 

olarak destile su kullanıldı. Kontrol olarak numune yerine su kullanıldı. 

3.2.2. Cu
+2

-Cu
+ 

indirgeme kapasitesi (Kuprak metodu) 

Baicalin, baicalein ve phloridzin bileĢiklerinin Cu
+2 

indirgeme aktivitesi Apak 

metodunun (Apak et al. 2006) küçük modifikasyonuyla yapıldı (Ak and Gulcin 2008). 

Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan baicalin, baicalein, phloridzin, standart 

antioksidanlar ve sırasıyla 0,25 ml CuCl2 çözeltisi (0,01 M), 0,25 ml etanolik neokuprin 

çözeltisi (7,5x10
-3

M) ve 0,25 ml CH3COONH4 tampon çözeltisi (1 M) deney tüplerine 

eklendi. Yarım saat sonra 450 nm’de köre karĢı absorbans değerleri ölçüldü. Kör olarak 

destile su kullanıldı. 



32 

 

3.2.3. FRAP indirgeme kapasitesi 

FRAP metodunda antioksidan maddelerin asidik ortamda ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin 

kompleksini ([Fe
+3

-(TPTZ)2]
+3

) ferröz kompleksine ([Fe
+2

-(TPTZ)2]
+2

) indirgeme 

kapasitesi ölçülür (Benzie and Strain 1999). Öncelikle deney tüplerine 10, 20 ve 30 

μg/ml konsantrasyonlarına denk gelecek Ģekilde fenolik bileĢikler ve standart çözeltiler 

aktarıldı. Hacimleri 0,3 M asetat tamponu ile (pH=3,6) 0,5 ml’ye tamamlandı. Daha 

sonra deney tüplerine sırasıyla 2250 μl 20 mM’lık FeCl3 çözeltisi ve 2250 μl FRAP 

reaktifi ilave edilerek toplam hacmin 5 ml’ye tamamlandı. Deney tüpleri vortex’de 

karıĢtırılarak ve 10 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar kaydedildi. Kör olarak asetat 

tamponu kullanıldı. 

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

DPPH
• 

serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodununa göre yapıldı (M.S. 1958). 

Serbest radikal olarak DPPH
•
’ın 1 mM’lık çözeltisisi kullanıldı. Numune olarak daha 

önce hazırlanan 1 mg/ml konsantrasyonundaki stok çözeltiler kullanıldı. Deney 

tüplerine sırasıyla 10, 20 ve 30 μg/μl konsantrasyonlarında stok çözeltiler aktarıldı ve 

toplam hacimleri etanol ile 3 ml’ye tamamlandı. Daha sonra her bir numune tüpüne stok 

DPPH
• 

çözeltisinden 1 ml ilave edildi. Yarım saat oda sıcaklığı ve karanlıkta inkübe 

edildikten sonra etanoldan oluĢan köre karĢı 517 nm’de absorbansları ölçüldü. Kontrol 

olarak, 3 ml etanol ve 1 ml DPPH
• 
çözeltisi kullanıldı. Azalan absorbans geriye kalan 

DPPH
• 
çözeltisi miktarını yani serbest radikal giderme aktivitesini verdi. 

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

giderme aktivitesi 

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaĢlarının yaptığı metoda göre belirlendi 

(Re Pellegrini et al. 1999). Öncelikle 7 mM’lık ABTS çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiye 

2,45 nM’lık persülfat çözeltisi ilave edilerek ABTS
•+

 radikalleri üretildi. ABTS
•+

 radikal 

çözeltisi kullanılmadan önce kontrol çözeltisinin 734 nm’de absorbansı 0,1 M ve pH’sı 
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7,4 olan fosfat tamponu ile 0,700±0,025 ayarlandı. ABTS
•+

 radikal giderme aktivitesine 

bakılacak olan bileĢklerin farklı konsantrasyonlarına (10-30 g/ml) birer ml ABTS
•+

 

radikal çözeltisi ilave edildi ve yarım saat inkübe edildi. Etanoldan oluĢan köre karĢı 

734 nm’de absorbanslar kaydedildi. 

3.3. Ġnsan Eritrosit GST Enziminin SaflaĢtırılması 

3.3.1. Kan temini ve hemolizat hazırlanması 

Ġnsan kanı Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Kan Merkezi’nden taze olarak 

temin edildi. Alınan taze kan santrifüj tüplerine doldurularak, santrifüje yerleĢtirildi ve 

15 dakika 2500xg’de santrifüj edildi. Santrifüjden çıkarılan tüplerin üst kısmında kalan 

plazma ve lökosit tabakası damlalıkla dikkatli bir Ģekilde alındı. Tüplerin altında kalan 

eritrosit peleti %1’lik (izotonik) NaCl çözeltisi ile üç defa yıkandı. Her defasında 

2500xg’de 15 dakika santrifüj edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin 5 katı kadar 

buzlu su ile hemoliz edildi. Hemolizat içerisinde bulunan eritrosit hücre zarlarını 

uzaklaĢtırmak için +4°C’de 20.000 g’de 30 dakika santrifüj yapıldı. Üst kısımdaki 

hemolizat sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere damlalıkla dikkatli bir Ģekilde 

alındıktan sonra çökelek kısmı atıldı. Böylece hemolizat elde edilmiĢ oldu. 

3.3.2. Afinite jelinin hazırlanması ve GST enziminin saflaĢtırılması 

Enzimi saflaĢtırmada kullanmak üzere Glutatyon- Agaroz jeli 1 gram tartılarak 200 ml 

saf su da 2°C ile 4°C arasında bir gece ĢiĢirildi daha sonra safsızlıkları uzaklaĢtırmak 

için jelin 10 katı kadar saf suyla ya da dengeleme tamponuyla birkaç defa yıkandı. 

Yıkama esnasında jel ĢiĢirilmiĢ oldu. ġiĢirilmiĢ jelin havası su trompuyla vakum 

uygulanarak alındı. Hazırlanan jel, 1x10 cm’lik kolona paketlendi. Jel paketlendikten 

sonra peristaltik pompa yardımıyla dengeleme tamponu ile dengelendi. Kolonun 

dengelenmiĢ olduğu elüat ile tamponun 280 nm de absorbanslarının veya pH’larının 

eĢitlenmesinden anlaĢıldı. Böylece afinite kolonu hazırlanmıĢ oldu (Guvercin et al. 

2008). 
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Önceden hazırlanan hemolizat dengelenen Glutatyon Agaroz afinite kolonuna 

uygulandı. Numune kolondan geçirildikten sonra, 280 nm’de elüsyonlardaki absorbans 

farkı 0,05 oluncaya kadar kolon dengeleme tamponuyla yıkandı. Daha sonra 10 mM 

GSH içeren 50 mM Tris/HCl (pH=7,5) tamponuyla gradientli elüsyon yapıldı ve 

elüatlar 1,5 ml halinde tüplere alındı ve 280 nm’de absorbans, 340 nm’de aktivitelerine 

bakıldı. Aktif elüsyonlar sonraki çalıĢmalar için birleĢtirildi. 

3.3.3. SDS-PAGE ile enzim saflığının kontrolü 

Enzim saflaĢtırıldıktan sonra %3-15 kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel 

elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna göre yapılarak enzimin saflık derecesi 

kontrol edildi (Laemmli 1970). 

Bunun için elektroforez plakaları önce su, sonra alkol ile iyice yıkandı. Her iki 

kenarında aralık oluĢturucu bir plaka ile düz bir plaka üst üste getirilerek kıskaçlarla 

tutturuldu. SabitleĢtirilen plakalar, içerisinde sızdırmayı önleyen sünger ihtiva eden jel 

hazırlama kabinine konuldu. Önce ayırma jeli hazırlandı ve enjektörle plakaların arasına 

üst kesimde 5 cm kalıncaya kadar dolduruldu. Ġki saat jelin donması beklendi, ayırma 

jelinin katılaĢtığından emin olunduktan sonra yığma jeli hazırlandı. Jelin üst kısmındaki 

boĢluğa dolduruldu ve numune kuyucuklarının oluĢması için tarak dikkatlice 

yerleĢtirildi. Yığma jelinin katılaĢması beklenirken ıslatılmıĢ süzgeç kâğıdı sistemin 

üzerine kapatıldı ve kuruması önlendi. Yığma jeli katılaĢtıktan sonra tarak dikkatlice 

çıkartılarak numune kuyuları belirlendi. Jeller Çizelge 3.1’de gösterildiği gibi 

pipetlendi. Enzim örnekleri yaklaĢık 10 μg protein olacak Ģekilde hazırlandı. Toplam 

hacim 50 μl olacak Ģekilde 1/1 oranında numune tamponu katıldı. Üç dakika kaynar su 

banyosunda inkübe edildi. Enzim örnekleri ve standart proteinler kuyulara dikkatli bir 

Ģekilde yüklendi. Jel plakaları elektroforez tankına yerleĢtirildi. Elektroforez tankının alt 

ve üst kısmına yürütme tamponu dolduruldu. Önce 80 voltta 30 dakika yürütüldü ve 

örnek ayırma jeline kadar gelip yığıldı. Sonra gerilim 120 volt’a çıkartılarak numuneler 

jelin alt sınırına kadar yürütüldü. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna 

katılan brom timol mavisi yardımıyla anlaĢıldı. Yürütme iĢlemi bittikten sonra akım 
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kesilerek plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı ve sabitleĢtirme çözeltisine konuldu. 

SabitleĢtirme çözeltisinde 20 dakika bekletilen jel, çıkarılarak boyama çözeltisine 

konuldu ve çalkalayıcı üzerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandıktan sonra çıkarılarak 

yıkama çözeltisine koyuldu. Rengi açılıp, protein bantları belirginleĢene kadar 

çalkalayıcıda yıkanan jel çıkarılarak fotoğrafı çekildi. 

Çizelge 3.1. Elektroforez jellerinin hazırlanması 

Yığma jeli Ayırma jeli 

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

6,53 ml %30’luk akrilamid- %0,8 

bisakrilamid 

0,8 ml %30’luk Akrilamid- %0,8 

bisakrilamid 

0,2 ml %0,1’lik 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 molekülü ile bir aromatik elektrofilin 

konjugasyonunu katalizler. En çok kullanılan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4- 

dinitrobenzen (CDNB)’dir. Bu substratın kullanılmasıyla oluĢan dinitrobenzen 5-

glutatyon (DNB-SG) ürünü 340 nm’de maksimum absorbans gösterir (ġekil 3.1). 

Böylece bu dalga boyundaki absorbans artıĢından yararlanılarak aktivite ölçümü 

yapılabilir. 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde 

kullanılan ürünün oluĢum mekanizması (Habdous et al. 2002)  
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NO2
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GSH’ın yokluğunda, CDNB hızlı bir Ģekilde glutatyon S-transferazı inaktive eder. Bu 

sebepten dolayı reaksiyonun GSH ile baĢlatılması gerekir. Aktivite ölçümü için toplam 

hacim 1ml olacak Ģekilde Çizelge 3.2’de verilen çözelti ortamı hazırlandı. Küvetler 

spektrofotometreye yerleĢtirilip okuma baĢlatıldı. Kronometre kullanılarak baĢlangıçta 

ve dakikada bir olmak üzere üç dakika süresince absorbans değerleri ölçülüp kaydedildi 

(Habig and Jakoby 1981). 

Çizelge 3.2. GST enzimini aktivite ölçümünde kullanılan prosedür 

Küvet Ġçeriği Kör Numune 

0,5 M aktivite tamponu 200 µl 200 µl 

25 mM CDNB 20 µl 20 µl 

20 mM GSH 50 µl 50 µl 

Saf su 730 µl 720 µl 

Enzim numunesi - 10 µl 

Enzim ünitesi hesaplanırken aĢağıdaki formül kullanıldı. 

      
   

   
 
  
  
    

EÜ: 1 ml’deki enzim ünitesi 

ΔOD: Bir dakikadaki absorbans değiĢimi 

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

VT: Ölçümün yapıldığı küvetin toplam hacmi 

VE: Ölçüm yapılan küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

SF: Seyreltme faktörü (seyreltilen örnekler için kullanılır) 
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3.3.5. Ġnsan eritrosit GST enzim aktivitesi üzerine tez kapsamındaki fenolik 

bileĢiklerin etkisinin belirlenmesi 

Ġnsan eritrosit GST enzim aktivitesi üzerine baicalin, baicalein ve phloridzin fenolik 

bileĢiklerinin etkilerini belirlemek amacıyla küvet ortamına en az beĢ farklı 

konsantrasyonda fenolik bileĢik katılarak aktivite değerleri okundu. Okunan aktivite 

değerleri ile %Aktivite- [Ġnhibitör] grafiği çizilerek IC50 değerleri belirlendi. 

Ġnhibisyon gösteren fenolik bileĢiklerin IC50 değerleri belirlendikten sonra Ki değerlerini 

belirlemek amacıyla insan eritrositlerinden saflaĢtırılan GST enzim aktivitesini yarıya 

düĢüren fenolik bileĢik konsantrasyonu ile bu değerin altında ve üstünde iki sabit 

fenolik bileĢik konsantrasyonlarında, uygun beĢ substrat konsantrasyonu ile aktivite 

ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerlerle her bir inhibitör için Lineweaver-Burk 

grafikleri çizildi. Grafik denkleminde yarıĢmalı inhibisyon için eğime eĢit olan 

KM/Vmax(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarıĢmasız inhibisyon için ise Vmax=V
I
max(1+[I]/Ki) 

formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Antioksidan ÇalıĢmalar ile Ġlgili AraĢtırma Bulguları 

4.1.1. Fe
+3

-Fe
+2

 indirgeme kuvveti bulguları 

Biyoaktif moleküllerin indirgeme gücünün ölçüldüğü bu metotta Fe[(CN)6]3’ün 

Fe[(CN)6]2’ye indirgenmesi ölçülmektedir. Ġndirgenme ürününün serbest Fe
+3 

ile 

reaksiyonu sonucu oluĢan mavi renkli Fe4[Fe(CN
−
)6]3 kompleksi 700 nm’de güçlü 

absorbans verir (Gulcin 2006). Absorbansdaki artıĢ indirgeme kapasitesindeki artıĢın 

göstergesidir. 

 

Fe(CN)6
−3

                  Fe(CN)6
−4

 

Fe(CN)6
−4

  +  Fe
+3

   Fe4[Fe(CN)6]3 

ÇalıĢmada kullanılan baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin indirgeme kapasitesi 

artan konsantrasyon ile doğru orantılı olarak artmaktadır. Baicalin, baicalein, phloridzin 

maddelerinin indirgeme potansiyeli farklı konsantrasyonlardaki (10-30 µg/ml) 

çözeltilerinin 700 nm’deki absorbansları ölçülerek belirlendi (ġekil 4.1). 

indirgen 
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ġekil 4.1. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farklı konsantrasyonlardaki (10-30 

μg/ml) indirgeme kuvvetlerinin standart antioksidanlardan BHA, BHT, α-tokoferol ve troloks 

ile karĢılaĢtırması 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ferrik iyonlarını (Fe
+3

) ferröz iyonlarına 

(Fe
+2

) indirgeme kapasitesi grafiği çizildikten sonra (ġekil 4.1) her bir standart 

antioksidan ve baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri için 20 µg/ml’ye karĢılık gelen 

absorbans değerleri Çizelge 4.1’de verilerek birbirleriyle mukayese edildi. 

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve standart 

antioksidanların ferrik iyonlarını (Fe
+3

) indirgeme kuvvetleri BHA ˃ baicalein ˃ BHT 

˃troloks ˃ baicalin ˃ α-tokoferol ˃ phloridzin Ģeklindedir. 

4.1.2. Cu
+2

-Cu
+
 indirgeme kuvveti (Kuprak metodu) bulguları 

Bu yöntemde kullanılan kromojenik indirgeyici ajan bis(neokuproin), bakır(II) Ģelatıdır. 

Bu reaktif pH 7,0’de kullanıĢlıdır. Polifenollerin oksidasyonu ile Cu(II)- neokuproin 

Ģelatı 450 nm’de maksimum absorbans veren Cu(I)-neokuproin Ģelatına indirgenir. 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin kuprik iyonlarını (Cu
+2

) indirgeme 

kapasitesi,  artan konsantrasyonu ile doğru orantılı olarak arttığı bulundu. Baicalin, 
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baicalein, phloridzin maddelerinin kuprik iyonlarını (Cu
+2

) indirgeme kapasitesi farklı 

konsantrasyondaki (10-30 µg/ml) çözeltilerinin 450 nm’deki absorbansları ölçülerek 

belirlendi (ġekil 4.2). Daha sonra her bir standart antioksidan ve baicalin, baicalein, 

phloridzin maddeleri için 20 µg/ml’ye karĢılık gelen absorbans değerleri Çizelge 4.1’de 

verilerek birbirleriyle mukayese edildi. 

 
 

ġekil 4.2. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farklı konsantrasyonlardaki (10-30 μg/ml 

kuprik iyonlarını (Cu
+2

), kupröz iyonlarına (Cu
+
) indirgeme kuvvetinin standart 

antioksidanlardan BHA, BHT, α-tokoferol ve troloks ile karĢılaĢtırması 

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin ve standart antioksidanların kuprik 

iyonlarını (Cu
+2

) indirgeme aktiviteleri BHA˃ baicalein ˃ BHT ˃ baicalin ˃ troloks ˃ α-

tokoferol ˃ phloridzin Ģeklinde sıralanmaktadır. 

4.1.3. FRAP indirgeme kuvveti bulguları 

FRAP metodunda ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksinin ([Fe
+3

-(TPTZ)2]
+3

) asidik 

ortamda koyu mavi renkli ferröz kompleksine ([Fe
+2

-(TPTZ)2]
+2

) indirgenmesi 

ölçülmektedir. 
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ġekil 4.3. Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin farklı konsantrasyonlardaki (10-30 

μg/ml) ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini [Fe
+3

-(TPTZ)2]
+3

 ferröz kompleksine [Fe
+2

-

(TPTZ)2]
+2

 indirgeme kapasitesi standart antioksidanlardan BHA, BHT, α-tokoferol ve troloks 

ile karĢılaĢtırması 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini 

[Fe
+3

-(TPTZ)2]
+3

 ferröz kompleksine [Fe
+2

-(TPTZ)2]
+2

 indirgeme kapasitesi farklı 

konsantrasyondaki (10-30 µg/ml) çözeltilerinin 593 nm’deki absorbansları ölçülerek 

belirlendi (ġekil 4.3). Daha sonra her bir standart antioksidan ve baicalin, baicalein, 

phloridzin maddeleri için 20 µg/ml’ye karĢılık gelen absorbans değerleri Çizelge 4.1’de 

verilerek birbirleriyle mukayese edildi. 

Bu konsantrasyonda baicalin, baicalein, phloridzin ve standart antioksidanların ferrik 

2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini indirgeme aktiviteleri baicalein ˃ BHA ˃ BHT ˃ 

baicalin ˃  troloks ˃ α-tokoferol ˃ phloridzin Ģeklinde sıralanmaktadır. 
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Çizelge 4.1. 20 µg/ml konsantrasyonunda baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin Fe
3+

-Fe
2+

 

indirgeme kuvveti,  Cu
2+

-Cu
+
 indirgeme kuvveti ve FRAP indirgeme kuvveti metotlarıyla birer 

standart antioksidan olan BHA, BHT, α-tokoferol ve troloks ile karĢılaĢtırmaları 

Antioksidanlar 

Fe
+3

/Fe
+2

 

Ġndirgeme 

Kuvveti 

Cu
+2

/Cu
+
 

Ġndirgeme 

Kuvveti 

FRAP 

Metotu 

Ġndirgeme 

Kuvveti 

BHA 1,674 2,156 2,745 

BHT 1,030 1,600 2,117 

-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 bulguları 

DPPH radikal giderme aktivitesi antioksidan aktiviteyi belirlemek için kullanılan en 

eski yöntemlerdendir. DPPH
•
 (2,2-difenil-lpikrilhidrazil) hidrojen atomu verebilen 

bileĢiklerle tepkimeye girebilen kararlı bir radikaldir ve 517 nm'de maksimum 

absorbans oluĢturmaktadır. Antioksidanlarla muamele, DPPH˙’ten kaynaklanan mor 

rengin Ģiddetinin azalmasına ve absorbansın düĢmesine sebep olacaktır. Farklı örnek 

deriĢimleri ile muamele edilen DPPH˙’in absorbansındaki değiĢim ölçülerek deriĢime 

karĢılık gelen absorbanslarla grafik çizilerek y=ax denkleminde DPPH˙ deriĢimini 

yarıya düĢüren örnek miktarı μg/ml cinsinden belirlenmekte ve IC50 değeri olarak ifade 

edilmektedir. 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve çalıĢmada kullanılan BHA, BHT, α-

tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bileĢiklerin DPPH
•
 serbest radikali 

giderme aktivite tayini için öncelikle standart grafik oluĢturuldu (r
2
: 0,9974) (ġekil 4.4). 
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DPPH
•
 serbest radikali giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan DPPH

•
 serbest 

radikal miktarı standart grafikten hesaplandı 

DPPH
•
 serbest radikali ile ilgili hesaplamalar aĢağıdaki eĢitliğe göre yapıldı. 

 

Burada517-N DPPH
•
 serbest radikal çözeltisine numune ilavesinden sonra bulunan 

absorbans değeri,517-K, ise sadece DPPH
•
 serbest radikal çözeltisi içeren kontrol 

değerinin absorbans değerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, α-tokoferol 

ve troloks kullanıldı. 

 

ġekil 4.4. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi tayini için hazırlanan standart DPPH 

grafiği 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve kullanılan standart antioksidanların 

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ġekil 4.5’de görüldüğü gibi konsantrasyon ile 

doğru orantılı olarak artmaktadır. 
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ġekil 4.5. Farklı konsantrasyonlardaki Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin (10–30 

µg/ml) DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, 

BHT, α-tokoferol ve troloks ile karĢılaĢtırması 

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

çizildikten sonra her biri için ayrı ayrı IC50 değerleri hesaplandı (Çizelge 4.2). 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ve kullanılan standart antioksidan 

molekülleri için baicalein ˃ α-tokoferol ˃ BHA˃ troloks ˃ baicalin ˃ BHT ˃ phloridzin 

Ģeklinde,  30 µg/ml konsantrasyonda DPPH
•
 radikali giderme aktivitesi (%) ise 94,6; 

91,4; 87,4; 85,8; 77,7; 61,1; 32,3  Ģeklinde sıralanmaktadır. 

4.1.5. ABTS
∙+

 radikal giderme aktivitesi bulguları 

ABTS ve potasyum persülfat arasında gerçekleĢen reaksiyon sonucu mavi/yeĢil ABTS
˙+

 

kromoforu oluĢur. Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden önce radikal katyonu 

oluĢturulmaktadır. OluĢan renkli radikalik katyonun antioksidan tarafından renk 

giderimi ölçülür. AĢağıda molekül yapısı verilen ABTS radikal katyonu oda 

sıcaklığında ve karanlık ortamda 2 gün dayanıklıdır. 
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ġekil 4.6. ABTS’nin açık kimyasal yapısı 

Metot hem lipofilik hem hidrofilik antioksidanlara uygulanabilir ve bir dekolorizasyon 

(renk giderimi) yöntemidir. 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri ile çalıĢmada kullanılan BHA, BHT, α-

tokoferol ve troloks gibi standart antioksidan bileĢiklerin ABTS
∙+

 giderme aktiviteleri 

tayini için öncelikle standart grafik oluĢturuldu (r
2
:0,993) (ġekil 4.8). 

 

ġekil 4.7. ABTS
∙+

 giderme aktivitesi tayininde kullanılan ABTS
∙+

 için hazırlanan 

standart grafik 

ABTS
∙+

 giderme aktivitesi tayininden sonra geriye kalan ABTS
∙+

 miktarı standart 

grafikten hesaplandı. 

ABTS
∙+

 giderme ile ilgili hesaplamalar aĢağıdaki eĢitliğe göre yapıldı. 

S

N

N
H
N

S

N

H4NO3S SO3NH4

CH2CH3 CH2CH3

0

0,4

0,8

1,2

1,6

0 200 400 600 800 1000

A
b

so
rb

an
s 

(7
3

4
n
m

) 

Konsantrasyon (g/ml) 



46 

 

 

Burada 734-N ABTS
∙+

 çözeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans değeri, 

734-K ise sadece ABTS
∙+

 çözeltisi içeren kontrol değerinin absorbansını ifade eder. 

Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, α-tokoferol ve troloks kullanıldı (ġekil 4.9). 

 
 

ġekil 4.8. Farklı konsantrasyonlardaki Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin (10-30 

g/ml) ABTS
∙+

 giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol 

ve troloks ile karĢılaĢtırması 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddelerinin ABTS
∙+

 radikali giderme aktivitesi 

çizildikten sonra (ġekil 4.8) her bir standart ve Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri 

için ayrı ayrı IC50 değerleri hesaplandı (Çizelge 4.2). 

Baicalin, baicalein, phloridzin maddeleri ve kullanılan standart antioksidan moleküllerin 

ABTS
∙+

 giderme aktiviteleri sırasıyla BHA ≈ BHT ≈ baicalein ˃ troloks ˃ α-tokoferol ˃ 

baicalin ˃ phloridzin Ģeklindedir. 30 µg/ml konsantrasyonda ABTS radikali giderme 

aktivitesi (%) ise 98,9; 98,7; 98,3; 90,5; 74,7; 70,9; 66,1’dür. 
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Çizelge 4.2. Baicalin, baicalein, phloridzin çözeltilerinin DPPH∙, ABTS
∙+

 radikali giderme 

aktivitelerinin IC50 değerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, -tokoferol ve 

troloks ile karĢılaĢtırması 

Antioksidanlar DPPH∙ Giderme ABTS
∙+

 Giderme 

BHA 9,86  3,07 

BHT 28,56  3,1 

α-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 Ġlgili Yapılan ÇalıĢma Bulguları 

4.2.1. GST enziminin afinite kromatografisi ile saflaĢtırılması sonuçları 

Bölüm 3.3.1’de anlatıldığı gibi hazırlanan hemolizat dengelenen Glutatyon Agaroz 

afinite kolonuna yüklendi. Kolon bölüm 3.2.3.b’de açıklandığı gibi uygun tamponla 

yıkandı ve gradientli elüsyon ile enzim elüe edildi. Elüatlarda aktivite ölçümü (Habig et 

al. 1974)  ve kantitatif protein tayini yapıldı (Bradford). Elde edilen veriler Çizelge 

4.3’de gösterildi. 
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Çizelge 4.3. Ġnsan eritrositlerinden Glutatyon Agaroz afinite kolonu ile saflaĢtırılan 

GST enziminin saflaĢtırma sonuçları 

Numune 

Türü 

Toplam 

hacim 

(ml) 

Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

protein 

(mg) 

Toplam 

aktivite 

Spesifik 

aktivite 

(EÜ/mg) 

Verim 

(%) 

SaflaĢtırma 

katsayısı 

Hemolizat     21 0,069 27,36 574,54 1,458 0,002 100 1 

Glutatyon- 

Agaroz afinite 

kromatografisi 

    1,5    0,188   0,056   0,085  0,281 3,309 19,27   1654 

4.2.2. Ġnsan eritrositlerinden saflaĢtırılan GST enziminin SDS-PAGE ile saflık 

kontrolü 

Kromatografik iĢlemler sonucu insan kanından elde edilen hemolizattan saflaĢtırılan 

GST enziminin saflığını kontrol etmek amacıyla SDS-poliakrilamit jel elektroforezi 

Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı gibi yapıldı. Standart olarak molekül ağırlığı bilinen standart 

protein markırlar kullanıldı. SDS-poliakrilamit jel elektroferezine insandan saflaĢtırılan 

enzim tatbik edildi. Boyama iĢlemi ile belirginleĢen protein bantlarının fotoğrafı çekildi 

(ġekil 4.9). 
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ġekil 4.9. Glutatyon-agaroz afinite kromatografisi ile saflaĢtırılan insan eritrosit GST 

enziminin SDS-poliakrilamit jel elektroforezi fotoğrafı  
* 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) Ġnsan eritrosit GST enzimi 

4.2.3. GST enzim aktivitesi üzerine tez kapsamındaki fenolik bileĢiklerin etkisinin 

belirlenmesi ilgili yapılan çalıĢma sonuçları 

4.2.3.a. Baicalin flavonoidinin GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi 

sonuçları 

Ġnsan eritrositinden saflaĢtırılan GST enzim aktivitesi üzerine baicalin flavonoidinin 

inhibisyon etkisini belirlemek amacıyla önce %Aktivite- [Ġnhibitör] grafiği çizilerek 

%50 inhibisyona sebep olan baicalin konsantrasyonu olan IC50 değeri hesaplandı (ġekil 

4.10). GST enziminin inhibitörsüz ve inhibitörlü ortamda beĢ farklı substrat 

konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı. Daha sonra, baicalin flavonoidi için üç 

farklı sabit inhibitör konsantrasyonu ve beĢ farklı substrat konsantrasyonunda elde 

edilen aktivite değerleri kullanılarak 1/V-1/S değerleri bulundu. Lineweaver-Burk 

grafikleri çizilerek, Ki değeri hesaplandı ve inhibisyon türü belirlendi. 
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ġekil 4.10. Ġnsan eritrosit GST enzim aktivitesi üzerine baicalin flavonoidinin etkisini 

gösteren %Aktivite-[Baicalin] grafiği 

 

ġekil 4.11. 5 farklı GSH konsantrasyonu ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonunda çizilen 

Lineweaver-Burk grafiği ile GST enzim aktivitesi üzerine baicalin flavonoidinin etkisinin 

belirlenmesi  

4.2.3.b. Baicalein flavonoidinin GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi 

sonuçları 

Ġnsan eritrositinden saflaĢtırılan GST enzim aktivitesi üzerine baicalein flavonoidinin 

inhibisyon etkisini belirlemek amacıyla önce %Aktivite- [Ġnhibitör] grafiği çizilerek 

%50 inhibisyona sebep olan baicalein konsantrasyonu olan IC50 değeri hesaplandı.  
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(ġekil 4.12). GST  enziminin inhibitörsüz ve inhibitörlü ortamda beĢ farklı substrat 

konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı. Daha sonra, baicalein flavonoidi için üç 

farklı sabit inhibitör konsantrasyonu ve beĢ farklı substrat konsantrasyonunda elde 

edilen aktivite değerleri kullanılarak 1/V-1/S değerleri bulundu. Lineweaver-Burk 

grafikleri çizilerek, Ki değeri hesaplandı ve inhibisyon türü belirlendi. 

 

ġekil 4.12. Ġnsan eritrosit GST enzim aktivitesi üzerine baicalein flavonoidinin etkisini 

gösteren %Aktivite-[Baicalein] grafiği 

 

ġekil 4.13. 5 farklı GSH konsantrasyonu ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonunda çizilen 

Lineweaver-Burk grafiği ile GST enzim aktivitesi üzerine baicalin flavonoidinin etkisinin 

belirlenmesi  
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4.2.3.c. Phloridzin flavonoidinin GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi 

sonuçları 

Ġnsan eritrositinden saflaĢtırılan GST enzim aktivitesi üzerine phloridzin flavonoidinin 

inhibisyon etkisini belirlemek amacıyla önce %Aktivite- [Ġnhibitör] grafiği çizilerek 

%50 inhibisyona sebep olan phloridzin konsantrasyonu olan IC50 değeri hesaplandı.  

(ġekil 4.14). GST enziminin inhibitörsüz ve inhibitörlü ortamda beĢ farklı substrat 

konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı. Daha sonra, phloridzin flavonoidi için üç 

farklı sabit inhibitör konsantrasyonu ve beĢ farklı substrat konsantrasyonunda elde 

edilen aktivite değerleri kullanılarak; 1/V-1/S değerleri bulundu. Lineweaver-Burk 

grafikleri çizilerek, Ki değeri hesaplandı ve inhibisyon türü belirlendi. 

 

ġekil 4.14. Ġnsan eritrosit GST enzim aktivitesi üzerine phloridzin flavonoidinin etkisini 

gösteren %Aktivite-[Phloridzin] grafiği 
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ġekil 4.15. 5 farklı GSH konsantrasyonu ve 3 farklı inhibitör konsantrasyonunda çizilen 

Lineweaver-Burk grafiği ile GST enzim aktivitesi üzerine phloridzin flavonoidinin etkisinin 

belirlenmesi 

Çizelge 4.4. GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi gösteren baicalin, baicalein 

ve phloridzin flavonoidleri için hesaplanan IC50, Ki değerleri ve inhibisyon türü 

Ġnhibitör IC50(mM) K
i 
(mM) Ġnhibisyon türü 

Baicalin 
0,028 

0,0145±0,0007 YarıĢmalı 

Baicalein 
0,056 

0,024±0,002 YarıĢmasız 

Phloridzin 
           0,769 

0,762±0,185 YarıĢmasız 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Son zamanlarda doğal antioksidanlar yaralı etkilerinden dolayı aktif araĢtırma konusu 

olmuĢtur. Doğal antioksidanların sağlık açısından daha yararlı olduğu düĢüncesi 

tüketicilerin tercihini bu yöne çekmektedir. Yeryüzünde geniĢ dağılım gösteren ve doğal 

antioksidanlar bakımından zengin olan bitkilerden bu bileĢiklerin gerek besin olarak 

alınması gerekse ekstrakte edilerek gıda katkı maddesi ya da koruyucu olarak 

kullanılması gittikçe önem kazanan bir konu haline gelmiĢtir. 

Antioksidanlar organizma veya dokuları oksidatif strese karĢı korurlar. Aynı zamanda 

gıdalarda da oksidasyona karĢı korumayı yine antioksidanlar yaparlar. Bu durum 

antioksidanları fizyoloji, farmakoloji, beslanme ve gıda endüstrisinde önemli bir 

çalıĢma alanı haline getirmiĢtir (Magalhaes, Santos et al. 2009). Gıda endüstrisinde 

antioksidanların oksidasyondan dolayı besinde meydana gelen bozunmaları önleyici 

etkileri vardır. Antioksidanlar oksidasyonu iki Ģekilde durudurabilir yada geciktirebilir. 

Birincisi serbest radikalleri gidererek ki bu tür bileĢikler primer antioksidanlar olarak 

tanımlanır. Primer antioksidanlar α-tokoferoller gibi fenolik bileĢiklerdir. Sekonder 

antioksidanlar ise metal iyonlarını bağlama, reaktif oksijen türlerini giderme, 

hidroperoksitleri radikal olmayan türlere dönüĢtürme, UV ıĢınlarını absorblama ve 

singlet oksijeni deaktive etme gibi reaksiyonları gerçekleĢtirirler (Gulcin et al. 2008). 

Antioksidan bileĢikler antioksidan aktivitelerini metal iyonlarını bağlama, peroksitleri 

parçalama, radikal giderme, singlet oksijeni kuençleĢtirme gibi birçok farklı 

mekanizmalar ile ortaya koyabilirler (Gulcin 2002). 

İn vitro antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan analitik 

metodlar vardır. Bu metodlar; Fe
+3

-Fe
+2

 transformasyonu metoduna göre indirgeme 

kapasitesi, Kuprik iyonlarını (Cu
+2

) kupröz iyonlarına (Cu
+
) indirgeme kapasitesi, 

FRAP metoduna göre Fe
+3

-TPTZ indirgeme kapasitesi, Bipiridil kullanarak ferröz 

iyonlarını (Fe
+2

) Ģelatlama aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS
•+
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radikal giderme aktivitesi, DMPD
•+

 radikal giderme aktivitesi, riboflavin-metiyonin-ıĢık 

sisteminde oluĢturulan O2·
-
 giderme aktivitesi Ģeklinde sıralanabilir. 

Bu çalıĢmada baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin in vitro antioksidan 

kapasitelerini belirlemek amacıyla Fe
+3

-Fe
+2

 transformasyonu metoduna göre indirgeme 

kapasitesi, Kuprak metoduna göre kuprik iyonlarını (Cu
+2

) kupröz iyonlarına (Cu
+
) 

indirgeme kapasitesi ve FRAP metoduna göre Fe
+3

-TPTZ indirgeme kapasitesi, DPPH 

radikal giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme aktivitesi metotları kullanılmıĢ ve 

BHA, BHT, troloks ve α-tokoferol standart antioksidanları ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Biyoaktif bileĢiklerin indirgeme gücü elektron verme kapasitesinin göstergesidir ve 

antioksidan aktivitesiyle orantılıdır. Biyoaktif bileĢikler antioksidan etkisiyle 

oksidanları indirgeyebilirler. 

Biyoaktif bileĢiklerin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)6]3’ü Fe[(CN)6]2’ye direkt 

inidrgemesiyle ölçülebilir. Bu direkt indirgeme yöntemi ile baicalin, baicalein ve 

phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve α-tokoferol standart antioksidanların 

indirgeme gücü ölçülmüĢ BHA ˃ baicalein ˃ BHT ˃troloks ˃ baicalin ˃ α-tokoferol ˃ 

phloridzin Ģeklinde bir sıralama elde edilmiĢtir. Sonuçlar ıĢığında çalıĢma kapsamındaki 

doğal bileĢiklerden phloridzinin çok fazla indirgeme gücü göstermediği fakat baicalin 

ve baicaleinin standartlara yakın bir indirgeme gücü gösterdiği söylenebilir. Yine 

baicalin ve baicalein doğal bileĢiklerinin artan konsantrasyonla indirgeme gücününde 

arttığı, phloridzinde ise artan konsantrasyonla indirgeme gücünün pek değiĢmediği 

bulunmuĢtur. 

Ġndirgeme gücünün ölçüldüğü bir baĢka metot Apak ve ekibi tarafından geliĢtirilen 

KUPRAK metotudur. Kuprak metodu, antioksidanlar tarafından kuprik iyonlarının 

(Cu
2+

) kupröz iyonlarına (Cu
+
) indirgenmesi esasına dayanır. Bu yöntem, düĢük 

maliyetli, hızlı, kararlı ve seçicidir. Ġndirgeyici maddenin türü ve hidrofilikliği 

gözetilmeksizin farklı antioksidanlar için uygulanabilir bir yöntemdir. Bir kromojenik 

redoks reaksiyonu olan kuprak metodu, fizyolojik pH’ya yakın bir pH’da (pH:7,0) 
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gerçekleĢtirilir (Gulcin 2012). Bu yöntemle  baicalin, baicalein ve phloridzin 

flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve α-tokoferol standart antioksidanların indirgeme 

gücü ölçülüp ve 20 µg/ml konsantrasyonunda antioksidan bileĢiklerin verdikleri 

absorbans değerleri kıyaslandığında BHA˃ baicalein ˃ BHT ˃ baicalin ˃ troloks ˃ α-

tokoferol ˃ phloridzin Ģeklinde sırlama elde edilmiĢtir. Sıralamaya bakıldığında baicalin 

ve baicalein flavonoidlerinin standart antioksidanlara yakın hatta doğal bir antioksidan 

olan α-tokoferol’den daha iyi indirgeme gücü gösterdikleri söylenebilir. 

BaĢka bir indirgenme gücünün ölçüldüğü yöntem olan FRAP metotunda ferrik 2,4,6-

tripiridil-s-triazin kompleksinin ([Fe
+3

-(TPTZ)2]
+3

) asidik ortamda koyu mavi renkli 

ferröz kompleksine ([Fe
+2

-(TPTZ)2]
+2

) indirgenmesi ölçülmektedir. Bu yöntemle 

yapılan ölçümlerin sonucunda baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidleri ile BHA, 

BHT, troloks ve α-tokoferol standart antioksidanları arasında baicalein ˃ BHA ˃ BHT ˃ 

baicalin ˃  troloks ˃ α-tokoferol ˃ phloridzin Ģeklinde bir sıralama elde edilmiĢtir. 

Sonuçlara göre baicalein standart antioksidanlardan daha iyi bir indirgeme gücü, 

baicalin ise standartlara yakın bir indirgeme gücü sergilemiĢtir. Yine baicalin ve 

baicalein flavonoidlerinin indirgeme gücü artan konsantrasyonla artmıĢ, phloridzinde 

ise fazla bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 

Antioksidan bileĢiklerin radikal giderme aktiviteleri biyolojik sistemlerdeki etkilerinin 

yanında gıda ve farmasötik sanayilerinde serbest radikallerin sağlığa olan zararlı 

etkilerini gidermek için antioksidan bileĢiklerin radikal giderme aktiviteleri ve onların 

tespiti oldukça önemlidir. 

DPPH radikal giderme metotu antioksidanların serbest radikal giderme aktivitelerini 

değerlendirmek için sık kullanılan bir yöntemdir. Bu metodun esası, hidrojen veren 

gruplara sahip antioksidan maddelerin varlığında, alkolde çözünen DPPH radikallerinin 

redüksiyonuna dayanmaktadır. Bu redüksiyonun ardından radikal olmayan bir DPPH-H 

molekülü oluĢur ve bu molekül 517 nm’de herhangi bir absorbans vermemektedir. 

Sonuç olarak DPPH radikali miktarındaki azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak 

ölçülerek aktivite tayini yapılabilmektedir (Gulcin 2002). DPPH radikali antioksidan 
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gibi bir proton verici substrat ile karĢılaĢtığında, radikaller temizlenir ve absorbansta 

azalma gözlenir (MS 1958; Gulcin et al. 2009). ÇalıĢmada kullanılan baicalin, baicalein 

ve phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve α-tokoferol standart 

antioksidanların DPPH serbest radikali giderme aktivitesi kıyaslandığında baicalein ˃ α-

tokoferol ˃ BHA˃ troloks ˃ baicalin ˃ BHT ˃ phloridzin sıralaması elde edilmiĢtir. 

Aynı zamanda bu bileĢikler için DPPH radikalini giderme etkinliğinin bir ölçüsü olan 

IC50 değerleride Çizelge 4.2’de belirtildiği gibidir. IC50 değerlerine bakılarak 

baicaleinin, BHA ve BHT sentetik antioksidanlarından, α-tokoferol doğal 

antioksidanından daha iyi radikal giderici oldukları söylenebilir. 

ABTS
∙+

 giderme metodu ilk olarak Miller ve arkadaĢları tarafından geliĢtirilmiĢtir. 

ABTS bir oksidan tarafında okside edilerek koyu renkli ABTS
•+ 

radikal katyonu 

oluĢturulur ve test bileĢiklerin ABTS
•+

 ile doğrudan reaksiyona sokulur, renkteki azalma 

ile antioksidan kapasitesi ölçülür. ABTS
•+ 

radikal katyonu ABTS ve K2S2O8 arasındaki 

reaksiyon sonucu oluĢur ve bu radikal katyonun spektrofotometrik olarak ölçülmesi ile 

tayin iĢlemi gerçekleĢtirilir (Gülçin 2012). ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha 

reaktiftirler ve bir H atom transferini gerektiren DPPH ile reaksiyonları farklıdır. ABTS 

radikalleri bir elektron transferini içerir (Kaviarasan et al. 2007).  ÇalıĢmada kullanılan 

baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidleri ile BHA, BHT, troloks ve α-tokoferol 

standart antioksidanların ABTS
•+

 serbest radikali giderme aktivitesi kıyaslandığında 

sırasıyla BHA ≈ BHT ≈ baicalein ˃ troloks ˃ α-tokoferol ˃ baicalin ˃ phloridzin 

sıralaması elde edilmiĢtir. Aynı zamanda bu bileĢikler için ABTS
•+

 radikalini giderme 

etkinliğinin bir ölçüsü olan IC50 değerleride Çizelge 4.2’de belirtildiği gibidir. IC50 

değerlerine bakılarak baicaleinin, BHA ve BHT sentetik antioksidanları ile aynı 

diğerlerinden daha iyi bir radikal giderme etkisine sahip olduğu, baicalin ve 

phloridzinin ise α-tokoferol doğal antioksidanına yakın radikal giderici oldukları 

söylenebilir. 

ÇalıĢmanın ikinci kısmı baicalin, baicalein ve phloridzin flavonoidlerinin metabolik 

öneme sahip glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin 

incelenmesi ile ilgilidir. 
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GST’ler ksenobiyotik metabolizmasının ezimlerinden biridir ve geniĢ spektrumda 

substrat spesifitesine sahiptir. Bu özelliğiyle GST endojen ve eksojen kimyasallara 

maruz kalan organizmada savunma görevi üstlenir. GST birçok elektrofilik materyalin 

aktivasyon ve inaktivasyonu için gereklidir. Bu enzim toksik bileĢiklerin elektrofilik 

bölgelerini indirgenmiĢ glutatyonun –SH grubuyla etkisizleĢtirir. Ürün olarak suda 

çözünen merkaptürik asit oluĢur ve vücutdan idrarla atılır. GST’ler ince bağırsak, kalın 

bağırsak, böbrek, akciğer, kas, plesanta ve özelliklede karaciğer gibi organların sitozol 

ve membranlarında bulunur (Hayes et al. 2005). 

GST’lerin saflaĢtırılma iĢleminde Glutatyon-agaroz afinite kolon ligandı olan 

glutatyona GST’nin afinitesinin yüksek olması nedeniyle etkin bir Ģekilde 

kullanılmaktadır. SaflaĢtırma iĢleminde sadece bir kromatografi tekniğinin kullanılmıĢ 

olması, saflaĢtırma süresinin az olması ve saflaĢtırma esnasında aktivite kaybının düĢük 

olması gibi avantajlar sağlamaktadır. Tez kapsamında GST enzimi insan 

eritrositlerinden Glutatyon-agaroz afinite kolonu ile 3,309 EÜ/mg protein spesifik 

aktiviteyle, 1654 kat saflaĢtırılmıĢtır. Ġnsan eritrositlerinde GST enzimi daha önce Erat 

ve ġakiroğlu (Erat and Sakiroglu 2013) tarafından Glutatyon-agaroz afinite kolunu ile 

16 EÜ/mg protein spesifik aktiviteyle, 1143 kat saflaĢtırılmıĢtır. 

Marcus et.al  insan eritrosit GST enzimini homodimer karaciğer GST enziminin farklı 

bir formu olarak tanımlamıĢtır (Marcus, Habig et al. 1978). ÇalıĢmamızda enzim afinite 

kolonu ile saflaĢtırıldıktan sonra saflığı SDS-PAGE ile kontrol edilmiĢtir (ġekil 4.9). 

Sonuçta literatürle uyumlu olarak homodimer yapıdaki tek bant elde edilmiĢtir. Molekül 

ağırlığı yaklaĢık olarak 20 kDa civarında bulunmuĢtur. 

GST’lerin bazı hastalıklara karĢı hücreleri koruyan detoks aktivitesi olmasına rağmen,  

kanser hücrelerine karĢı bazı kemoterapötik ilaçların etkinliğini azaltır.  GST'ler 

katalitik aktivitesi ile bazı tümör türlerinde ilaçlara karĢı direnç gösterirler, bu yüzden 

GST inhibitörleri elektrofilik kanser ilaçların etkinliğini gösterebilmesi için potansiyel 

bir tedavi aracıdır. Farklı GST izoenzimleri arasında, GSTP1 kanserda aĢırı 

ekspresyonu ve tümöral ilaç direnci iliĢkilendirildiğinden dolayı dikkat çekmektedir 
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(Hayes, Flanagan et al. 2005). Kırmızı kan hücrelerinde bulunan GST izoenzimlerinin  

%95'inden fazlasını GST-P1 izoenzimi oluĢturur (Singhal et al. 1990). 

GST enziminin inhibitörleri kanser tedavisi açısından son derece önemlidir. Bu amaçla 

çalıĢmamızda kullanılan doğal flavonoidlerin GST enzim aktivitesi üzerine inhibisyon 

etkileri incelenmiĢtir. Öncelikle baicalin, baicalein, phloridzin flavonoidleri için enzim 

aktivitesini yarıya düĢüren inhibitor konsantrasyonu olan IC50 değerleri sırasıyla 0,028 

mM; 0,056 mM; 0,769 mM olarak hesaplanmıĢtır. Daha sonra enzim inhibitor 

kompleksi ayrıĢma sabiti olan Ki değerleri ve inhibisyon türü Lineweaver-Burk grafiği 

yardımıyla bulunmuĢtur. Ki değerleri baicalin için 0,0145 mM, baicalein için 0,024 mM 

ve phloridzin için 0,762 mM’dır.Ġnhibisyon türleri ise baicalin için yarıĢmalı, baicalein 

ve phloridzin için yarıĢmasız bulunmuĢtur. 
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