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OZET

Candoken, E. (2008). Aloe vera (L.) Burm. fil. (Sarisabir) ekstresinin ve bu ekstreden
saflastirilan lektinin antioksidan aktivitesinin karsilastirmali olarak incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Eczacihk Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Uzun yillardan beri “mucizevi bitki” olarak adlandirilan Aloe vera tiiriiniin laksatif,
antienflamatuar, immunostimulan, antiseptik, yara ve yamk iyilestirici, antiiilser,
antitiimor ve antidiabetik aktiviteleri bilimsel olarak kanitlanmistir. Aloe’nin bu
etkilerinin antioksidan etkisinden ileri gelebilecegi diisiiniilebilir. Bu caligmanin birinci
boliimiinde, bitkinin antioksidan potansiyelini degerlendirmek amaciyla Aloe vera
yapraklarinin pulpa ve jel kisminlarindan hazirlanan sulu ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri, cesitli antioksidan testler kullanilarak incelendi. Aloe vera yaprak
pulpasinda antioksidan aktiviteye sahip askorbik asit, beta-karoten, alfa-tokoferoliin
yam sira, fenolik ve flavonoit bilesikler bulundugu saptandi. Aloe vera yaprak
pulpasindan hazirlanan sulu ekstrenin potansiyel antioksidan olarak demir ve askorbik
asit ile indiiklenmis fosfatidilkolin lipozomlarinin peroksidasyonunu inhibe ettigi,
ABTS, DPPH ve siiperoksit radikallerini giderdigi, indirgeyici gii¢ gosterdigi ve dogal
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi. Buna karsin, Aloe vera
yaprak jelinden hazirlanan sulu ekstrenin DPPH radikali giderici aktivitesi
degerlendirilerek antioksidan aktivite gostermedigi sonucuna varildi. Calismanin ikinci
boliimiinde Aloe vera yapraklarinin pulpasmndan, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve
ovalbumin baglanmig siyanojen bromiir ile aktive edilmis Sefaroz 4B affinite
kromatografisi ile tek bir lektinin saflastirilmasi gerceklestirildi. Lektinin molekiil
agirligini belirlemede ve saflastirilmis proteinin saflik derecesinin tayininde dogal ve
sodyum dodesil siilfath poliakrilamit jel elektroferezinden yararlanildi. Dogal
poliakrilamit jel elektroforezinde tek bant olarak ilerleyen lektinin, altbirim molekiil
agirhigi sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezinde belirlendi. Bu lektinin
DPPH radikali giderici aktivitesi degerlendirilerek antioksidan aktivite gostermedigi
sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Aloe vera, yaprak ekstresi, antioksidan aktivite, lektin, affinite
kromatografisi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Candoken, E. (2008). Comparative study on the antioxidant activitys of the Aloe vera
(L.) Burm. fil. (in Turkish Sarisabir) extract and the lectin purified from the leaf pulp
extract. Istanbul University, Institute of Health Science, Faculty of Pharmacy,
Department of Biochemistry, Master of Science Thesis, Istanbul.

Known for many years as miracoulous plant, Aloe possesses many pharmaceutical
activities, including laxative, antiinflammatory, immunostimulant, antiseptic, wound
and burn healing, antiulcer, antitumor, and antidiabetic in which the mediation of the
ROS levels could be involved. In order to evaluate the antioxidant potential of the plant,
in the first part of this study, the antioxidant activities of the water extracts prepared
separetely from the pulp and gel parts of the plant leaves, were evaluated by using
several antioxidant tests. The present study demonstrated that the water extract from
Aloe leaves pulp contained naturally occuring antioxidant components, including
ascorbic acid, beta-carotene, alpha-tocopherol, phenols and flavonoids. It was
concluded that Aloe leaf pulp aqueous extract exhibited an inhibitory capacity against
posphatidylcholine liposome peroxidation, induced with iron and ascorbic acid,
scavenged ABTS, DPPH and superoxide radicals and acted as reductant and thus can be
used as natural antioxidant source in contrast, Aloe vera gel did not show any
antioxidant activity as determined by DPPH radical scavenging test. In the second part
of the study, a single lectin from the leaf pulp of Aloe vera was isolated by ammonium
sulphate precipitation and affinity chromatography on cyanogen bromide activated
Sepharose 4B coupled to ovalbumin. Native and SDS polyacrylamide gel
electrophoresis were used to determine the degree of purity of the lectin and the
apparent molecular weight. The molecular weight of the subunits of the purified lectin,
migrating as one band in native PAGE was determined by SDS polyacrylamide gel
electrophoresis. The lectin did not show any antioxidant activity as determined by the
DPPH radical scavenging test.

Key words: Aloe vera, leaf pulp, antioxidant activity, lectin, affinity chromatography.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Tiim diger aerobik canlilar gibi, yasamak i¢in oksijene ihtiya¢ duyan insanlar da,
enerji gereksinimini, oksidatif metabolizma yani aerobik metabolizma tarafindan
kontrol edilen reaksiyonlar sonucu elde eder. Aerobik organizmalarda oksijen
kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana gelmektedir
(Mates ve ark. 1999). Mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear elektron tasima
sistemlerinde (sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve notrofillerin fagositozu
gibi normal metabolik olaylar sirasinda ROT olusmakta ve prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, cesitli
mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir (Anderson ve Phillips 1999).
Oksijen radikallerinden etkilenebilecek baslica viicut maddeleri arasinda proteinler
(enzimler ve kollajen), norotransmitterler ve niikleik asitler sayilabilir. DNA ve hiicre
membranlarinin baglica bilesenleri olan yag asitleri de serbest radikal hasarma kars1 en
hassas yapilardir. Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan,
membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan
ve boylece membran lipit yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarin1 bozan ve

oksidatif stres olarak adlandirilan kimyasal bir olaydir.

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirecegi hasar1 Onlemek i¢in
viicutta bir cok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidatif savunma
mekanizmalari; A vitamini, E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit), [3-
karoten (Provitamin A), indirgenmis glutatyon (GSH), dogal flavonoitler gibi non-
enzimatik antioksidanlar ve c¢esitli antioksidan enzimlerden olusur (Chaudiere ve
Ferrari-Iliou 1999). En 6nemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu hidrojen
perokside doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksiti suya indirgeyen
katalaz (CAT) ve organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px
veya GPx)’dir. SOD, CAT ve GSH-Px, serbest oksijen radikallerine kars1 Onemli

hiicre ici enzimatik savunma sistemleridir (Aruoma 1998; Mates ve ark. 1999).

Son yillarda yapilan caligmalar, artmis serbest oksijen radikallerin ve lipit
peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigini gostermektedir. Miyokard
enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus,

romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bircok hastaligin



oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (Mates ve ark. 1999; Altan ve ark. 2006).
Diabetes mellitus, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim diinyada hizla
yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir (King ve ark. 1998;
Grover ve ark. 2003). Yapilan bircok calismada, deneysel olarak diabet olusturulan
sicanlarda ve diabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipit
peroksidasyonunun 6nemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Abou-Seif ve Youssef 2004). Bunlara ilave
olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin,
vaskuler komplikasyonlar (Cooper ve ark. 2001), katarakt (Ozmen ve ark. 1997) ve
nefropati (Ha ve Kim 1999) gibi diabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile

ilgili olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir.

Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo
caligmalar ile desteklenmistir. Diabetik hastalarin uzun siireli yiiksek kan glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 oksidatif stresi arttirabilir (Lee ve Chung 1999) ve
bu durumda viicudun antioksidan savunma mekanizmas1 yetersiz kalabilmektedir
(Maxwell ve ark. 1997). Deneysel hayvan ¢alismalarinda insanlardakine benzer diabet
olusturmak i¢in kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosinin,
oksidan maddeler meydana getirerek Langerhans adaciklarini se¢imli olarak tahrip ettigi

ve uygun olmayan nitrik oksit cevaplar1 vererek diabeti baslattig1 diisiiniilmektedir.

Diabette gerek insan plazmasida (Freitas ve ark. 1997), gerekse hayvan serumu
ve dokularinda (Ozsoy ve ark. 2008) lipit peroksidasyonunun arttig1, yapilan ¢alismalar

sonucunda goriilmiistiir.

Diabette olusabilen oksidatif stres yeni terapotik yaklagimlara yol acmaktadir.
Normal kosullarda viicut, dogal antioksidan sistemleriyle serbest radikallerin zararl
etkilerini Onler. Antioksidanlar, viicudun antioksidan savunmasi ile serbest radikal
tretimi  arasimndaki dengesizlik sonucunda gelisen oksidatif stresin, protein
glikozilasyonunun ve glukoz metabolizmasinin diizeltilmesinde ©Onemli etkiler

olusturabilmektedir (Altan ve ark. 2006).

Son yillarda dogal beslenmenin yaninda bitkilerle tedavi de dnem kazanmustir.
Bu amagla halk arasinda kullamilan bitkilerin biyokimyasal etkileri incelenerek bu
kullanimlarinmm bilimsel dayanagi olup olmadigi arastirilmaktadir. Bitkilerin bazi

hastaliklar1 iyilestirici etkilerinin dogal antioksidanlardan ileri geldigine dair bilgiler



mevcuttur. Bu nedenle halk arasinda yaygin olarak cesitli amaclarla kullanilan bitki
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin
yapilariin aydinlatilmas: ile ilgili caligmalar hiz kazanmustir. Yiizyillardir mucizevi bir
bitki olarak adlandirilan Aloe vera bitkisi de bu bakimdan 6nem tasiyan bir kaynak
olusturmaktadir (Grindlay ve Reynolds 1986; Capasso ve ark. 1998).

Bu calismada, A. vera’nin daha once bilimsel olarak kanitlanmis biyokimyasal
etkilerinin antioksidan etkisinden ileri gelebilecegi diisiiniilerek, yapraklarinin pulpa ve
jel kisimlar1 ayrilarak iki farkli ekstre hazirlanacak ve bu ekstrelerin askorbik asit, -
karoten, a-tokoferol, fenol, flavonoit gibi antioksidan etkili bilesiklerinin miktarlari
saptanacaktir. Daha sonra ekstrelerin antioksidan etkisi degisik antioksidan testlerle

belirlenecektir.

Calismanm ikinci kismunda pulpadaki lektin, Once amonyum  siilfatla
coktiiriilerek ayrilacak daha sonra seker inhibisyon deneyleri ile lektine spesifik olan bir
karbohidrat birimi bulunacak ve buna uygun affinite kromatografisi yontemi
gelistirilecektir. Bu  yOontemle daha Once arastirmalarimizda hidroksilapatit
kromatografisiyle ayrilmis olan Aloctin I’in saflastirilmasi icin daha ileri ve daha kolay

bir yontem gelistirilmis olunacaktir.

Saflagtirilmis lektinin antioksidan etkisi yaprak pulpast ve jel ekstrelerenin

antioksidan aktivitesi ile karsilastirilmali olarak incelenecektir.

Sonug¢ olarak, A. vera bitkisinin antioksidan etkisinin igerdigi lektinden ileri

gelip gelmedigi tartigilacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Oksijen ve Canlilar

Oksijen yaklasik 2,2 milyar yil once atmosferimizde, fotosentetik canlilarin
faaliyeti sonucunda olugmaya baslamistir. Atmosferdeki oksijen birikiminin artmasi ile
insanlart UV radyasyonundan koruyan ozon tabakasi olugsmustur. Aerobik canlilar
yasamlar1 icin mutlaka molekiiler oksijene gereksinim duyarlar. Total oksijen
tiiketimimizin % 90'indan fazlasindan elektron tasima sistemi (ETS), % 5-10'undan da
diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur. Aerobik hiicrelerin mitokondrilerinde
meydana gelen molekiiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino asitlerin
karbon iskeleti) tireyen NADH ve FADH,'den elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu
yolda oksijen molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici giicii, ATP'nin yiiksek enerjili fosfat
bag1 haline doniistiiriiliir. Anaerobik canlilar ise biiylime ve ¢ogalmalar1 icin oksijene
bagiml degildirler, sadece oksijensiz ortamda yasayabilirler. Anaerobik canlilardaki
oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik
molekiilleri oksitlemesi ve bu reaktif tiirlere karsi anaerobik tiirlerde savunma
sisteminin bulunmamasidir. Oksijen sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlar1 i¢in
mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan yiiksek yapili canlilarda da toksik etkilidir. Ilk
kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde goriilen toksik etkilerinin oksijenin
bazi reaktif tiirlerinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bugiin, oksijenin
canlilardaki toksik etkisinin oksijen radikalleri olarak adlandirilan ve oksijenin
viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandig: bilinmektedir

(Kiling ve Kiling 2002; Halliwell 20006).

2.1.1. Radikal Kavram

Atom yapisi, bir ¢ekirdek ve cevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital
ad1 verilen yoriingelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yerlesik iki elektron,
birbirine zit yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Buna uygun olarak her bir
orbitale bir tane ayn1 yonde donen elektron yerlesmekte ve atom numarasmna gore
sayilar1 artan elektronlar tekrar ayni sira ile ters yonde donecek sekilde orbitale
yerlesmektedir. Oksijen atomunun atom numarasi olan 8, elektron sayisin1 vermektedir.

Oksijen molekiiliindeki ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2p son orbitali 6nem



tasimaktadir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron bir orbitalden digerine
gectiginde veya farkli orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet oksijen
olugmaktadir. Orbitallerden birine veya ikisine ters doniislii bir veya ters doniisli iki
elektron yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir. Halliwell ve Gutteridge (1984)
oksijen molekiilii ve oksijen molekiilinden meydana gelen bazi oksidan molekiillerin
spin durumlarinin sematik gosterimini sekil halinde vermistir (Sekil 2-1). Dogal oksijen
molekiiliinden degisik sayida oksidan molekiill meydana gelmektedir (Halliwell 1989;
Kilmg ve Kiling 2002; Halliwell 2006).

Elektron sayisi 16 16
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Sekil 2-1: Oksijen molekiilii ve oksijen molekiiliinden meydana gelen bazi oksidan
molekiillerin spin durumlarinin sematik gosterimi - Halliwell ve Gutteridge (1984)’den.

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devaml bir radikal yapimi vardir. Radikaller, dis orbitallerinde paylasiimamis

elektron iceren kimyasal tiirlerdir.

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarn1 baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R®),
peroksit radikalleri, alkoksil radikalleri gibi ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden

olurlar. Halliwell (2006) cesitli serbest radikalleri Tablo 2-1’de gostermistir.



Tablo 2-1: Cesitli serbest radikaller - Halliwell (2006)’dan.

Serbest Radikaller

Radikal Olmayan Reaktif Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Singlet oksijen (O,")
Siiperoksit radikali (O," )
Hidroksil radikali (HO®)
Alkoksil radikali (RO")
Peroksil radikali (ROO®)
Hidroperoksil radikali (HO,")
Karbonat radikali (CO;" ")

Ozon (0O3)

Hidrojen peroksit (H,0O,)

Organik peroksitler (ROOH)
Peroksinitrit (ONOO ")
Peroksinitrik asit (ONOOH)
Peroksonitrat (O,NOO ")
Peroksomonokarbonat (HOOCO,")

Karbon dioksit radikali (CO,"”)  Hipobromik asit (HOBr)
Hipoklorik asit (HOCI)

Reaktif Kloriir Tiirleri Reaktif Kloriir Tiirleri

Klor radikali (CI) Hipoklorik asit (HOCI) Klor gazi (Cl,)
Nitril klorit (NO,CI) Brom Kkloriir (BrCl)
Kloraminler Klor dioksit (C10,)

Reaktif Brom Tiirleri

Reaktif Brom Tiirleri

Brom radikali (Br®)

Hipobromik asit (HOBr)

Brom gazi (Br,)

Brom kloriir (BrCl)
Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot dioksit (NO,") Nitrik asit (HNO,); Peroksinitrat (O,NOO")
Diazo trioksit (N,O5") Nitrosil katyonu (NO™) Peroksinitrik asit (ONOOH)
Nitrat radikali (NO5") Nitrosil anyonu (NO") Nitronyum katyonu (NO,")
Nitrik oksit (NO%) Dinitrojen tetra oksit Alkil peroksinitritler (ROONO)

(N>O4)
Dinitrojen trioksit (N,O;3)

Peroksinitrit (ONOQO")

Alkil peroksinitratlar (RO,ONO)
Nitril klorit (NO,Cl)
Peroksiasetil nitrat [CH;C(O)OONO.]




Radikaller baslica ii¢ temel mekanizma ile olusurlar (Kiling ve Kiling 2002;
Halliwell 2006).

1.  Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusmasi. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile
indirgenmesi ile siiperoksit radikali olusur. Bazi arastiricilara gore oksijen
toksisitesi siiperoksit radikalin olusumuna baghdir.

2. Yiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (450 - 600°C)
sartlarinda kovalent baglarin kirilmasi sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her
biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir yikilmaya homolitik kirilma denir.
Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmas: durumunda zit yiiklii iyon
ciftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

3. Radikal 0zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasilmamis elektron kahyorsa, radikal formu olusur. Ornegin
askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere
tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olusur.
Glutatyon radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali (GS®) olusur. ki tiyil
radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu olusan tiir ise glutatyonun oksitlenmis

(GSSG) formudur (Chaudicre ve Ferrari-Iliou 1999).

2.1.1.1. Singlet Oksijen (05"

Paralel spin durumlu iki eslesmemis elektronu bulunan molekiiler oksijen
serbest radikal tanimma gore, bir biradikal olarak degerlendirilir. Biradikal oksijenin
elektronlarindan birisinin enerji alarak spini degismesi ile singlet oksijen olusur. Zit
spinli elektronlar ayni orbitalde (delta formu) veya ayr1 ayr1 orbitallerde (sigma formu)
bulunabilirler. Singlet oksijen, paylasilmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Enerji verilmek suretiyle meydana gelebilen oksijenin
oldukca reaktif sekli olan singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina

neden olmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Kiling ve Kilg¢ 2002; Halliwell 2006).

2.1.1.2. Siiperoksit Radikali (O;’ )
Stiperoksit radikali hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin

bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda olusur (2-1) (Halliwell 1989).

O, +e —> 0, (2-1)



Siiperoksit radikali baslica su mekanizmalarla iiretilmektedir:

1. Indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil
aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2. Basta cesitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak iizere, ylizlerce enzimin
katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir iiriin olarak olusabilir.

3. Memeliler, hiicrelerindeki ATP iiretiminin biiyiik bir kismmi mitokondriyal
elektron tasima sisteminde, oksijenin dort elektronunun su (H>O) olusturmak

izere indirgenmesiyle elde ederler (2-2; 2-3) (Halliwell 2006).

2e, 2H"

0, — H,0, (022 “'nin protonlagmis sekli) 2-2)
de”, 4H"

0O, ——» 2H,0 (02_'nin protonlasmus sekli) (2-3)

Mitokondrideki enerji metabolizmast swrasinda oksijenin % 95’1 suya
indirgenirken % 1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron
kacaginin olmasidir (Sekil 2-2). Oksijenin mitokondri solunumu sirasinda baglandig: ve
suya indirgendigi sitokrom oksidaz basamaginda radikal yapimi gosterilmemistir.
Sitokrom oksidaz Fe, Cu, Zn, Mg atomlarin1 2: 2: 1: 1 oraninda iceren bir protein olup,
sliperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz aktivitelerine sahiptir. Sitokrom oksidaz,
icerdigi bu enzimatik aktivite sayesinde olusan siiperoksit anyonunu ve hidrojen
peroksiti hizla ortamdan temizler (2-4) (Halliwell 1989; Kiling ve Kiling 2002;
Halliwell 2006).

site (Fe™) + 0,' " —— 0, + sit, (Fe™) (2-4)



NADH NAD *

Sitokrom
aaj

Sekil 2-2: Mitokondriyal elektron transfer zinciri ve elektron kacag - Champe ve Harvey
(1997)’den.

4. Siiperoksit radikali ve fagositik aktivite

Champe ve Harvey (1997 p.115) aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve
eozinofillerde fagositik solunumsal patlama sirasinda cesitli serbest radikallerin
olusumunu sekil halinde vermistir (Sekil 2-3). Infeksiyoz olaylarda basta
Staphylococcus aureus gibi patojenler ayrica lokotrienler, prostaglandinler gibi
mediyator maddeler notrofil, eozinofil ve makrofajlar1 aktive ederek membrana bagli
NADPH oksidaz enzimi yoluyla ROT salgilanmasma yol acarlar. Solunumsal patlama
sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanilir. Molekiiler oksijenin siiperoksit
radikaline indirgenmesi sonucu NADP" iiretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive

olur.
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P
NADPH o -
SOLUNUMSAL
oksidaz /,
@ ¥ 0,°(Siperoksit)
“ NADP*
Superoksit
dlsmulaz
H?O?
Miyelo-
peroksidaz
HOCI OHs \’\")

Sekil 2-3: Fagositik solunumsal patlama sirasinda olusan serbest radikaller ve
reaksiyonlar1 - Champe ve Harvey (1997)’den.

Heksoz monofosfat yolunun aktivasyonuna neden olan NADP"’nin diger
kaynag: hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon peroksidaz-

glutatyon rediiktaz sistemidir.

Notrofiller tarafindan  kullanilan antibakteriyel savunma mekanizmasi
miyeloperoksidaz (MPO) enzimidir. Miyeloperoksidaz, hidrojen peroksit varliginda
kloriir (CI'), iyodiir (I') ve bromiir (Br )’iin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik
asit, hipoiyodik asit ve hipobromik asit olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlar1 gii¢lii
oksidanlardir,  biyolojik  olarak  ©Onemli  molekiillerle = reaksiyona  girerek

mikroorganizmayi etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler.

Aktive olan makrofajlar, nétrofiller ve eozinofiller, siiperoksit anyonu iiretirler.

Siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit miyeloperoksidaz
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enzimi araciligiyla, kloriir iyonuyla reaksiyona girerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan

hipoklorik asidi olusturur (Haliwell 1989).
5. Siiperoksit radikali ve endotelyum

Vaskiiler toniisiin diizenlenmesi i¢in siiperoksit ve nitrik oksit arasindaki
fizyolojik dengenin ©Onemli oldugu ileri siiriilmektedir. Siiperoksit radikalinin
vazoregiilasyonda fizyolojik roliine iliskin diisiinceler de vardir. Vaskiiler endotelyum
tarafindan sentezlenen endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) vazodilatator yanittan
sorumludur ve nitrik oksitle esdegerdir. Vaskiiler endotelyum ayn1 zamanda az miktarda
siiperoksit radikali sentez yetenegine de sahiptir. Siiperoksit radikalin nitrik oksit ile

reaksiyonu sonucu bazi radikal olmayan iiriinler meydana gelir (2-5).

NO + O,"” —— ara metabolitler — NO;~ (radikal 6zelligi yok) (2-5)

Vaskiiler endotelyum tarafindan iiretilen NO ve siiperoksit radikali etkilesiminin
vaskiiler toniis diizenlenmesi ve kan basinct iizerine yararli etkilerinin oldugu
bildirilmistir (Halliwell 1989; Aruoma 1998). Bu gosteriyor ki viicudumuzda iiretilen
radikaller her zaman tehlikeli ve "kotii" kimyasal tiirler olarak degerlendirilmemelidir.
Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi icin, reaktif formlarina ¢evrilmesi
zorunludur. Oksijen radikalleri gibi, nitrik oksit radikalinin yapimi da vazgecilmez bir

biyolojik olaydir (Kilin¢ ve Kiling 2002).

2.1.1.3. Nitrik Oksit Radikali (NO®)

Nitrik oksit, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi,
vazodilatasyon ve norotransmisyonu iceren cesitli fizyolojik siireclerde gorev alan
onemli bir sinyal molekiilii oldugu gibi ayn1 zamanda ¢ok reaktif bir radikaldir. Nitrik
oksit bir adet paylasilmamis elektrona sahiptir ve bu nedenle ROT olarak kabul
edilebilir. Fang ve arkadagslar1 (2002) yar1 omrii ¢cok kisa olan (10-20 sn) lipofilik
ozellikteki bu serbest radikalin damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi tarafindan L-argininden sentezlendigini sekil halinde vermistir (Sekil 2-4). Bu
enzimin noronal (nNOS), endotelial (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere ii¢
formu vardir. nNOS ve eNOS enzimleri tarafindan iiretilen cok diisiik derisimdeki nitrik
oksit (NO) sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler aras1 haberci molekiil

olarak sitoplazmik guanilat siklazi aktive ederek hiicrelerde cGMP derisimini arttirir.
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cGMP ise cesitli enzimler araciligi ile hiicre i¢i kalsiyum derisiminin diizenlenmesini

saglar.

0, Arginin
NADH + H* Ksantin NADPH + H*
(FADH,) ™ /|P-450 " Ksantin -
Mitokondriyel ETS ni [veya oksidaz BH, | NO sentaz
NAD* Oz 1o " . N R
{FAD) Urik Asit Cit NADP
0. _NADPH oksidaz A o .4~ 'NO Sentaz
TN son/ | R—raveyaBH, & 72 ___ "NO =—NO variciler
NADPH+H'  NADP
HOCI MeQ H,0, DQ
e ONOO-
H,0 H*+CI veya
cut Okside vitC vit C | ideh
0,+OH- 1 ' “NQ Glisin + Formaldehit
ONOOH ‘OH = > — H,0, Sarkozin
\\ LH k Fa”veya Cu Sarkozin oksidaz
"OH+ NO, g T
s - ewLow F| "\ Asetil Co A oksidaz
! o) 270, Urik asit oksidaz
R ‘ 2 | LOOH—>LO« % Deoksi amino asit
I g oksidaz
0, + H,0 M Mana:l:‘llnler 0,+H,0
LOO Hemaglobin

Sekil 2-4: Memeli hiicrelerinde oksijen, nitrojen ve diger reaktif tiirlerin iiretimi - Fang ve
arkadaslar1 (2002)’den.

IR: Iyonize radyasyon; P-450: sitokrom P-450; ETS: Elektron tagima sistemi (solunum zinciri); MPO:
Miyeloperoksidaz; LH: Lipit (doymamis yag asidi); L Lipit radikali; H'LOH: Hidroksi lipit radikali; LOOH: Lipit
hidroperoksit; LO™: Lipit alkoksil radikali; LOO": Lipit peroksil radikali; BH,: Tetrahidrobiyopterin, HOCL:
Hipoklorik asit; ONOO ~: Peroksinitrit.

Nitrik oksit sentazlarin indiiklenebilir (iNOS) formu ise basta fagositik 16kositler
olmak iizere cesitli hiicrelerde bulunur ve sentezi sitokinler ile bakteriyel toksinler
tarafindan indiiklenir. iNOS enziminin aktivitesi kalsiyumdan bagimsiz olup kontrol
edilemediginden, ortamda arginin bulundugu siirece aktif olup, uzun siireli ve yiiksek
derisimde NO sentezini katalizler. Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal
iceren merkezler ve radikaller ile bilyiik bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipit
radikaller (L") ile (6rnegin hiicre zarinda) tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir etki
kazandirir. Nitrik oksidin siiperoksit dismutaz enzimiyle yarigmaya girmesi ve
sliperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit olusur. Boylece nitrik oksidin

fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya c¢ikar. Nitrik oksidin toksisitesinden
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sorumlu olan peroksinitrit, hidroksil radikalinin potansiyeline sahiptir ve azot dioksit
(NO,"), hidroksil radikali, nitronyum katyonu gibi toksik iiriinlere doniigebilir. Nitrik
oksit radikalinin stabil son iiriinleri nitrit (NO;") ve nitrat (NO3")’tir. Fizyolojik (diisiik)
derisimde iiretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata oksitlenerek
aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan
temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Plazma gibi ¢cogu viicut sivisinda nitritin
cogu nitrata doniigmiistiir. Nitrik oksit Fe-S proteinlerindeki demirin yerine kendisini
baglayarak Fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogenezde rol

oynar (Fang ve ark. 2002).

2.1.1.4. Hidrojen Peroksit (H,O>)

Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal ozelligi tasimaz.
Hidrojen peroksit, siiperoksidin cevresindeki molekiillerden bir elektron almasi (2-6)
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi (2-7) sonucu

olusan peroksidin iki proton ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

02._ +e + 2H+ —_ H202 (2-6)

0, + 2¢e  + 2H"— H,0, 2-7)

Biyolojik  sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar (2-

8).
20, +2H" —> H,0, + O, (2-8)

Bu reaksiyon, radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizhidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu notral ya da alkali pH'da
daha belirgindir. Siiperoksit radikalinin lipit ¢Oziiniirliigi smirli oldugu halde hidrojen
peroksidin lipit ¢Oziinlirligli yiiksektir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin
olustugu yerden uzakta olan fakat Fe®* iceren membranlarda hasar olusturabilir

(Halliwell ve Gutteridge 1984).
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Peroksizomlar cok ©nemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidir. Mates ve
arkadaslar1 (1999) peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksi
asit oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA oksidaz gibi oksidazlarin, siiperoksit iiretmeden bol
miktarda hidrojen peroksit iiretimine neden oldugunu sekil halinde vermistir (Sekil 2-5).
Ancak peroksizomlarda katalaz enziminin aktivitesi ¢ok yiiksektir ve hiicrede olusan
hidrojen peroksidin hidroksil radikali olusumunu Onlemek icin suya ve oksijene
ayrigmasini saglar. Cok onemli bir antioksidan olan glutatyon ise, dokularda a¢iga ¢ikan
hidrojen peroksit, lipit peroksitleri, askorbik asit ve serbest radikalleri indirger ve
glutatyon peroksidaz enzimi icin kofaktor olarak gorev yaparak sonucta okside olur
(Fang ve ark. 2002). Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidazin etkisiyle
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun tekrar indirgenmis

glutatyona doniistimiinii katalize eder (Chaudiere ve Ferrari-Iliou 1999).

CuZn-SOD » H.O
T 0,
0,  fre
Cu®
MPO
| N—‘f‘“’* -OH
"_' 02 Anyon 0, } Cu®
Kanah
I
Solunum Zinciri 5 H,O
v O MaSOD__, g, —GEX__, 72
{02 Hipoks] 222 T CAT 0,

Sekil 2-5: Reaktif oksijen tiirlerinin rejenerasyonu ve antioksidan savunma
mekanizmalari - Mates ve arkadaslar1 (1999)’dan

ER: Endoplazmik retikulum; GR: Glutatyon rediiktaz; GPX: Glutatyon peroksidaz; SOD: Siiperoksit dismutaz; CAT:
Katalaz; MPO: Miyeloperoksidaz; 'O,: Singlet oksijen; O, *: Siiperoksit radikali; -OH: Hidroksil radikali.
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Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri
kapsamma girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe**
veya diger gecis metallerinin varhiginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur.

2.1.1.5. Hidroksil Radikali (HO®)

Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir ve bakirdir.
Mangan ve kobalt da bu bakimdan aktif olsalar da, viicuttaki derisimlerinin diisiikligt
nedeniyle demir ile kiyaslandiklarinda ¢ok daha az etkindirler. Serbest metal iyonlarinin
viicut sivilarindaki derigimi pratik olarak sifir kabul edilir, dl¢iilemeyecek kadar azdir.
Demir, metabolizmasinin her asamasinda mutlaka ya bir proteine (ferritin, transferin,
laktoferrin gibi) bagli durumda ya da kiiciik organik molekiillerle (sitrat, ADP, ATP
gibi) kompleks olusturmus sekilde bulunur. Bakir, seruloplazmine siki baghdir; metal
iyonlarinin proteinlere bagli sekilde tutulmalari, hidroksil radikali yapimimi 6nlemenin
en giivenli yoludur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,

yarilanma omrii ¢ok kisadir (10° sn) (Kiling ve Kiling 2002).

Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksitteki kovalent baglarm homolitik kirilmasi
veya suyun Yyiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda
hidroksilradikali olusur. Demir tuzlar1 ve hidrojen peroksit varliginda asagidaki

reaksiyonlar meydana gelebilir (2-9; 2-10; 2-11; 2-12; 2-13):

Fe’* + H,0,— Fe’* + HO® + OH™ (2-9)
Fe** + H,0,— Fe’* + 0, + H' (2-10)
HO® + H,0,—— H,0 + H+ O, (2-11)
0, + Fe**—— Fe** + 0, (2-12)
HO® + Fe* —— Fe’* + OH™ (2-13)

Bu reaksiyonlarin sonucunda demir tuzlar1 varliginda hidrojen peroksit, su ve

oksijene doniismektedir (2-14):
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Demir tuzlar
2 H,0O, > 2H,0 + O, (2-14)

Bakir (I) tuzlar1 da hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusturmaktadir (2-15):

Cu* + H,0,—— Cu®* + HO® + OH™ (2-15)

Hidroksil radikali reaktif oksijen tiirlerinin en giicliisiidiir. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri,
karbon merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi yeni radikallerin olusmasima

ve sonucta biiyiik hasara neden olur (2-16) (Halliwell ve Gutteridge 1984).
Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0,+ O, — 0, + HO® + OH” (2-16)

Demir tuzlar1 ile katalizlenen Haber-Weiss reaksiyonu (2-17; 2-18; 2-19)
(Halliwell ve Gutteridge 1984):

Fe** + 0, — Fe** + 0, (2-17)

(O, demir tuzlarini indirger)
Fe** + H,0,—> Fe'* + HO® + OH™ (2-18)
(Fenton reaksiyonu)

Demir tuzlar
Net: O, + H,O, > O, + HO® + OH (2-19)

Askorbik asit, siiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamlarda
oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden, hidrojen peroksitden hidroksil radikali
yapimu siirekli bir duruma gelir (2-20):

Fe, Cu
H,0, + Askorbat (veya O," ") > HO® + semiaskorbat (2-20)
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Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi ile hidroksil radikali olusumu,
viicutta iiretilen hidrojen peroksit derisimi ve serbest metal iyonunun varligma baghdir.

(Kiling ve Kiling 2002).

2.1.2. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

2.1.2.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri
Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Hiicre membranlarinda ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipit radikalleri
ve lipit peroksit radikalleri (LOO®)’nin olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hiicre hasarmin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu
lipit peroksidasyonuna nonenzimatik lipit peroksidasyonu denir. Nonenzimatik lipit
peroksidasyonu ¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve
urettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece

doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur.

Lipit peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift baglardan bir
elektron iceren hidrojen atomlarmin ¢ikarilmas: ve bunun sonucunda yag asidi
zincirinin bir lipit radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipit radikali dayaniksiz bir
bilesiktir ve bir dizi degisiklie ugrar. Lipit radikallerinin molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri olusur. Lipit peroksit radikalleri, membran
yapisindaki diger coklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol acarken kendileri de aciga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipit
peroksitlerine doniisiirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (2-

21, 2-22, 2-23) (Halliwell ve Gutteridge 1984; Halliwell ve Chirico 1993).

Lipit-H + HO* — Lipit"+ H,0 (2-21)
Lipit" + O,— Lipit-O," (2-22)

Lipit-O," + Lipit-H —> Lipit-O,H + Lipit’ (2-23)
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Plazma membraninda ve subselliiler organellerde lipit peroksidasyonu serbest
radikal ve gecis metallerinin varhiginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitden Fenton
reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalinin olusmas1 zincir reaksiyonunu baslatabilir (2-

24, 2-25).

Lipit-O,H + Fe**- kompleks —» Fe’*- kompleks + OH™ + Lipit-O° (2-24)
(hidroperoksit) (alkoksil radikali)

Lipit-O,H + Fe**- kompleks— Lipit-O," + H* + Fe’*- kompleks (2-25)
(hidroperoksit) (peroksil radikali)

Oksidasyona ugrayan lipitler de, serbest radikal olusturarak hiicresel
makromolekiillere hasar verebilmektedir. Membranin integral veya periferal
proteinlerine ve DNA'ya cok yakin mesafede bulunan lipitlerden olusan lipit alkoksil ve
lipit peroksil radikalleri, hiicrenin kritik Onem tasiyan molekiillerinde hidroksil
radikalinden daha etkin olarak hasar olusturabilmektedir. Hidroksil radikaline gore daha
diisiik reaktiviteye sahip olduklari i¢in hiicreler ve dokular arasinda tasinabilecek kadar
uzun yar1 Omiirlii olan lipit hidroperoksitler (LOOH) ve karbonil bilesikleri, baslamis
olan serbest radikal reaksiyonlarini ilerletme ve oksidatif stresi hiicre/dokuda

yayginlastirma potansiyeline sahiptirler (Burcak ve Andican 2004).

Arasidonik asit metabolizmas1 da reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli bir
kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna
ve plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine yol acar. Arasidonik asidin
enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal ara iiriinleri meydana gelir.
Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine enzimatik lipit

peroksidasyonu denir.

2.1.2.2. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiilii dogal olarak veya
cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Iyonize radyasyon,
yiksek  oksijen  konsantrasyonu, otooksidasyona  ugrayan  kimyasallar
(dihidroksifumarat, dopamin, L-DOPA, noradrenalin, adrenalin), ksantin oksidaz ve
substratlar1 ve TNF-a’mn etkisi sonucunda insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin
giinde 10’ kez kimyasal oksidatif hasara maruz kaldig1 6ne siiriilmektedir. Bu etkenler,

DNA'nin yapisim1 ve dahasi diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi degistirebilirler.
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DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, saglikli bireylerde de ¢ok diisiik
diizeylerde hasar saptanmaktadir. ROT olusumundaki artma, antioksidan enzim
diizeylerinde azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi, oksidatif
DNA hasarmin artmasma yol agmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da tek ve
cift dal kiriklari, abazik alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden
diizenlenme), seker hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz
baglanma olabilir (Burcak ve Andican 2004). DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir
edilemezse mutasyona ve sonu¢ olarak genomik kararsizliga, kanser ve yaslanmaya

neden olur (Miiftiioglu 2003).

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasarmin gostergesi olarak
siklikla baz hasarlar1 analizlenmistir. Cu®* iyonlar1 DNA'da G-C'den zengin bdlgelerde
yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu
nedenle en yaygin olarak Ol¢iilen baz hasar1 8-hidroksi-2'-deoksiguanozindir (8-OHdG).
8-OHdG oksidatif DNA baz hasarmin bir "biomarker"i olarak kabul edilmektedir
(Aruoma 1998).

2.1.3. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma (Antioksidan Savunma
Sistemleri, Antioksidanlar)

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin c¢esitli savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar antioksidan

savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile
etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma, albumin, bilirubin, transferin, seruloplazmin,
tirik asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢inde siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon transferaz, sitokrom oksidaz gibi

enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir (Altan ve ark. 2006).

Antioksidanlar viicutta iiretildikleri (endojen kaynakli) gibi, disaridan (eksojen
kaynakl1) gida yolu ile de alinabilmektedir. Gida yolu ile alinan antioksidanlar dogal
antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilabilir. Bitkiler dogal
antioksidan igerigi yiiksek olan Onemli eksojen kaynaklardir ve antioksidan etkileri

yapilarindaki enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz v.b.),
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aminoasitler, vitaminler, karotenoitler, flavonoitler ve diger fenolik bilesiklerden ileri

gelir.

Dogal antioksidanlardan olan karotenoitler, a-tokoferol ve askorbik asit en iyi
bilinen ve en genis kapsaml kullanilan antioksidanlardir. Hemen hemen tiim gidalarda

eser miktarda dahi olsa bulunurlar.

Karotenoitler 40 karbonlu izoprenoid veya tetraterpen yapilar1 ve konjuge cift
baglarin getirdigi doymamiglik derecelerinden dolay1 antioksidan ozellik gosterirler
(Reische 2002). Bu yapinin sagladigr radikal toplama 6zelligi, ¢ogu epidemiyolojik
olmak iizere, yapilan aragtirmalarda bazi kanser tiplerinde, kalp rahatsizliklarinda ve
dejeneratif hastaliklarda koruyucu etkilerinin tespitiyle ortaya konmustur (Stahl ve Sies

2005).

E vitamini, yagda c¢oziinebilen, giiclii antioksidan aktiviteye sahip biyolojik bir
antioksidandir. E vitamini, yapisindaki fenolik hidroksil grubundan dolayr giiglii bir
antioksidan 0Ozellik gosterir. Zincir kirict  antioksidatif etkinligi ile membran
fosfolipitlerinde bulunan coklu doymamis yag asitlerini (PUFA) serbest radikal
hasarindan koruyan ilk savunma hattin1 olusturur (Fang ve ark. 2002). E vitamini
stiperoksiti, hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksil radikallerini ve diger
radikalleri indirger. Diisiik dansisiteli lipoproteinlerin (LDL-kolesterol) peroksidasyonu
aterosklerozun ilerlemesine neden oldugu icin peroksidasyonu engelleyen E vitamini

hiicre dis1 ortamda 6nemli bir role sahiptir (Fang ve ark. 2002; Reische 2002).

Askorbik asit, giiclii indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni zamanda giiclii bir
antioksidandir. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlari
ortamdan temizler. GRAS statiisii sinirsiz oldugu i¢in en ¢ok bitkilerden elde edilen

antioksidandir (Reische 2002).

Besinlere koruyucu olarak eklenen butil hidroksi toluen (BHT), butil hidroksi
anizol (BHA), etoksikuin (EQ), propilgallat (PG), dodesilgallat (DG) gibi eksojen
kaynakl1 sentetik antioksidanlarin organizmadaki antioksidan mekanizmay1 destekleyici
etkileri bulunmaktadir. Antioksidan madde iceren gida maddelerinin tiiketimi
sonucunda kanser, kalp ve damar hastaliklarmin oraninda biiyiik 6Olciide azalma

goriildiigli saptanmustir.



21

2.2. Aloe vera

2.2.1. Botanik Ozellikleri

A. vera (L.) Burm. fil. (Aloe barbadensis Miller) Aloaceae (Smith 1993,
Kaynak: Reynolds 2004) ailesinin ve diinyada yaklasik 400 tiirii bulunan (Newton 2001,
Kaynak: Reynolds 2004) Aloe cinsinin bir iiyesidir (Sekil 2-6). Asil vatani Afrika,
Giiney Arap lilkeleri ve Madagaskar’in yagmur almayan bdélgeleri olup zamanla tropik
ve subtropik iklimin egemen oldugu her yerde yayilis gostermistir (Grindlay ve
Reynolds 1986). Genellikle kayalik zeminlerde yetisen, kserofit siniflandirmasina giren
ve sukkulent karakterli bir bitkidir (Newton 2004, Kaynak: Reynolds 2004).
Tiirkiye’nin Giineybat1 bolgesinde (Demre) Romalilar doneminde yapilan kiiltiirden

kalma, yabanilesmis A. vera tiirii yetismektedir (Baytop 1984).

Sekil 2-6: A. vera (L.) Burm. fil. (A. barbadensis Miller) - http://www.aloeverafarms.com
(10.07.2008)’den.
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2.2.2. Etimolojisi

Kili¢ seklindeki yapraklar: dolayisiyla ad1 Arapca “saber” (Kili¢) olan A. vera
genellikle sar1 renkte ¢igek actigindan ve Anadolu’da eski yillarda yapraklarimmdan elde
edilen kinin tadindaki koyu sar1 Ozsuyu siit ¢ocuklarinin memeden ayrilmasinda
kullanildig1 i¢in iilkemizde Sarisabir diye anilir. Bitkinin cins adi Arapga parlak aci
anlamindaki “alloek™ den, epitet ad1 olan vera ise hakiki anlamindaki “wahre” den gelir

(Baytop 1999, Kaynak: Canddken 2006).

2.2.3. Bilesimi
Akev (2004) A. vera yapraklarinin amino asitler, mannanlar, antrakinonlar,
antioksidan enzimler, vitaminler, mineraller ve lektinler gibi biyolojik sistemlerde

faydali roller iistlenen bir¢ok kimyasal madde icerdigini tablo halinde vermistir (Tablo

2-2).

Tablo 2-2: Aloe'de bulunan bilesenler - Akev (2004)’den.

Bilesenin genel ad1

Cesitleri

Etkileri

Amino asitler

Antrakinonlar

Enzimler

Mineraller

Vitaminler

Karbohidratlar

Steroller

Lektinler
Salisilik asit

Saponinler

20 amino asit

Aloin (A ve B), aloe emodin, aloetik asit,
barbaloin, antranol, emodin, vs.

Alkali fosfataz, amilaz, karboksipeptidaz,
katalaz, peroksidaz, seliilaz, lipaz,
siklooksijenaz, bradikininaz.

Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, K, Na, Zn.
A, C, E, B, Kolin, By,, Folik asit.

Monosakkaritler: Glukoz, fruktoz
Polisakkaritler: Mukopolisakkaritler

(glukomannanlar, asemannan, polimannoz).

B-Siteroller, lupeol, kolesterol, kampesterol.

Aloctin I ve IT

Besin katkisi olan 8 esansiyel
amino asidi saglar

Laksatif

Proteinlerin ve karbohidratlarin
sindirimi, serbest radikallerin
nétralizasyonu

Besinsel katki

Besinsel katki
Antioksidan
Antienflamatuar
Antiviral
Immunostimulan

Antikanser

Antienflamatuar

Antiseptik

(ulseratif kolit, artrit, gastrik
reflii)

Immunostimulan
Antienflamatuar

Antiseptik
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2.2.4. Kullanim ve Etkileri

Aloe tiirleri ylizyillar boyunca tedavide kullanilmiglardir (Malkog 1997). A. vera
tarithte ilk defa Misirhilar tarafindan giizellik banyosu ve cilt bakimi i¢in kullanilmaya
baslanmistir. A. vera hakindaki en eski kaynak ise yaklasik 3500 yil once Misir’da
yazilmis olan A. vera’nin hazimsizlikta, yara ve yanik tedavilerinde kullanildigindan
s0z eden Ebers Papiruslari’dir (Atalay 1991, Kaynak: Malko¢ 1997). Dioscorides’in
eserinde aloin adli bir bilesigin piirgatif olarak ad1 ge¢mektedir (Defacqz ve Weitz 1928
p-386). 512 yilinda bir Kodeks’te ise Aloe ile ilgili bir iliistrasyon goriilmektedir
(Reynolds 2004). Bununla birlikte, 10. yiizyilda Ingiltere’de, 17. yiizyilda da Dogu
Hindistan’daki kayitlardan ilag olarak kullanimina iliskin bilgiler elde edilmistir (Barnes
ve ark. 2002, Kaynak: Canddken 2006).

ABD ve Avrupa’da saglik, gida, kozmetik endiistrisinde kullanilan ve bitkisel
olarak kullanimi hizla artmis olan A. vera yararli etkilerinden dolay: sifali bitki, tibbi
bitki olarak kullanim alani giin gectikce genisleyen ticari bir sektor halini almigtir
(Eshun ve He 2004). Ancak iiriinlerin dogru kullamimi hakkinda, losyon, tonik ve
yiyecek olarak abartili fikirler (Grindlay ve Reynolds 1986) ve bunun getirdigi siipheler,
A. vera tirtinlerinin hem ticari, hem bilimsel agidan merak uyandiran bir konu olarak

incelenmeye alinmasina sebep olmustur.

Capasso ve arkadaglar1 (1998) tarafindan yapilan genis bir derlemede bildirildigi
gibi, A. vera ile ilgili yapilan caligmalar Aloe’nin farmakolojik etkilerini ve etken

maddelerini bir bir ortaya ¢ikarmustir.

Aloe tiirlerinin laksatif, antienflamatuar (Saito 1993), immunostimulan (Capasso
ve ark. 1998), antiseptik, yara ve yanik iyilestirici (Heggers ve ark. 1995; Chitra ve ark.
1998), aktiviteleri bilimsel literatiirde yer almaktadir. Aloe yaprak ekstrelerinin
hipoglisemik (Beppu ve ark. 1993; Koo 1994; Yongchaiyudha ve ark. 1996) ve
antitimor (Winters ve ark. 1981; Saito 1993) etkileri ile ilgili bircok calisma
yapilmustir. Aloe yaprak pulpasi ekstresi ile yapilan akut deneyler sonucunda, kan sekeri
diizeylerinde anlamli bir azalma goriilmesine karsin (Okyar ve ark. 2001a), kronik
deneyler sonucunda ise istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmemistir (Okyar ve

ark. 2001b).

1986 yilinda Gribel ve Pashinskii fareler lizerine yaptiklar1 deneylerde Aloe

suyunun tiimor hiicrelerinin metastaz yapmasini, 1993 yilinda ise Tsuda ve arkadaslar
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Aloe ekstresinin sicanlarda preneoplastik hepatoseliiler lezyonlar1 engelledigi sonucuna
varmiglardir. Daha sonraki yillarda yapilan cesitli ¢caliymalarda da Aloe ekstrelerinin
timOr olusumunu engelledigi veya geri ¢evirdigi bildirilmistir (Corsi ve ark. 1998;

Akev ve ark. 2007a).

Yapisinda en ¢ok aloin, aloe emodin ve aloresin gibi fenolik bilesikleri icerdigi
bildirilen A. vera yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin uygulanmasinin, deneysel olarak
tip II diabet olusturulan sicanlarin lens (Ozsoy ve ark. 2002-2003), bobrek (Bolkent ve
ark. 2004), karaciger (Can ve ark. 2004), kalp ve deri dokularinda (Ozsoy ve ark. 2008)
lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisi

oldugu rapor edilmistir.

Yapilan bir ¢caligmada farelerin 3, 7 ve 10 giin radyasyona maruz birakildiktan
sonra A. vera ile uygulanan tedavinin sonucunda karaciger, akciger ve bdbrek
dokularinda, radyasyonun indiikledigi, MDA olusumunda anlamli bir diisiis gozlendigi
bildirilmistir. Withania somnifera ve A. vera ekstrelerinin kombine sekilde kullanilmas1
sonucunda, her iki ekstrenin beyindeki oksidatif hasar1 indirgemede daha etkili olduklar1

bildirilmistir (Parihar ve ark. 2004).

Aloe bitkisinin biyolojik etkileri bir¢ok arastirmayla bildirildigi halde bu
etkilerden sorumlu bilesiklerin hangileri oldugu heniiz agiklik kazanmamuistir (Eshun ve
He 2004). Elde edilen bulgulara bakildiginda ise, ¢aglar boyu insanlarin bu bitkiyi
tedavide dogru olarak kullandiklar1 goriilmektedir. Ancak, A. vera’nin tedavide

kullanilabilmesi i¢in bu konuda arastirmalarin devam etmesi gerekliligi tartigilamaz.

2.3. Lektinler

Lektinler igin ilk tanimlama olan hemaglutinin 1888 de Dorpat Universitesi’nde
doktora c¢aligmalarimi siirdiiren Peter Hermann Stillmark tarafindan yapilmistir
(Stillmark 1888, Kaynak: Goldenstein ve Hayes 1978). Stillmark Ricinus communis
bitkisinin tohumlarindan elde ettigi oldukca toksik bu hemaglutinine ricin adm
vermistir. Lektin terimi ise ilk olarak 1954 yilinda Boyd ve Shapleigh (Boyd ve
Shapleigh 1954) tarafindan Latince se¢cme anlamina gelen “legere” kelimesinden
tiiretilerek literatiirdeki yerini almis olup, 27 yil siiren ¢aligmalar sonunda, 1981 yilinda,
Goldstein’in  (Goldstein ve ark. 1980) Onerisi iizerine “bagisiklik sisteminden
kaynaklanmayan, birden fazla seker baglama bolgesine sahip, hiicreleri veya

karbohidrat iceren bilesikleri (glikoprotein vs.) kiimelestirerek ¢oktiiren, protein veya
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glikoprotein yapisindaki molekiiller” tanimlamasi ile Uluslararasi Biyokimya Birligi

Adlandirma Komitesi’ndeki yerini de almistir (Dixon 1981).

Giiniimiize kadar aglutinin, fitoaglutinin, hemaglutinin, fitohemaglutinin ve
protektin gibi degisik isimlerle anilan bilimsel lektinler, yapilan ilk ¢aligmalarda baslica
Leguminoseae familyasi olmak iizere (Sharon ve Lis 1990) bitkilerden izole edildikleri
icin sadece bitkilere 6zgii bilesikler olarak diistiniilmiistiir. Ancak yapilan arastirmalarla
lektinlerin dogada sadece bitkilerle smirli kalmayip degisik biyolojik sistemlerde
(bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal orijinli) yaygin olarak bulundugu anlasilmistir
(Goldstein ve Hayes 1978; Akev 1989; Sharon ve Lis 1989; Ates ve Akin 1994; Gabius
1997).

Molekiiler yap1 olarak genellikle glikoprotein yapisinda olmalarmma karsin,
karbohidrat icermeyen lektinlerin varligi, lektinlerin protein olmalar1 disinda ortak bir
yap1 Ozelliklerinin bulunmadigini diisiindiirmektedir (Lis ve Sharon 1981a). Lektinler
genellikle 2 ile 4 birimden olusurken Triticum vulgaris’de (WGA) oldugu gibi 18 farkli
polipeptit zincirinden olusan lektinlere de rastlamak miimkiindiir. Kural olarak her bir
birim, bir karbohidrat artigina zayif nitelikli hidrojen kopriisii ile baglanma
ozelligindedir. Baglandiklar1 karbohidratlarm yapilarini degistiren glikozidazlar ve
glikoziltransferazlarin aksine baglandiklar1 karbohidratlarda yapisal degisiklige neden
olmamalar1 ile enzimlerden farklihk gosteren lektinler {iretimlerinin antijen
uyarilmasiyla degil genler tarafindan kontrol edilmesiyle de antikorlardan farklilik

gosterirler (Seyrek ve Bildik 2001).

Glikoprotein yapisindaki lektinlerin karbohidrat birimlerinde en ¢ok mannoz,
glukozamin, galaktozamin, N-asetilglukozamin ve N-asetilgalaktozamin bulunur. Daha
az miktarda ise ksiloz, arabinoz ve fukoza rastlanmistir (Sharon ve Lis 1972). Protein
kismindaki total amino asit igeriklerinin % 30 kadarmi aspartik asit, serin ve treonin
olusturur (Sharon ve Lis 1972). Biyolojik aktiviteleri i¢in yapilarindaki Ca** ve Mn**
iyonlarina ihtiya¢ duyarlar (Sharon ve Lis 1990). Molekiil agirliklar: ise 26 000 ile
400 000 dalton arasinda degismektedir (Akev 1989).

Lektinlerin biyolojik 6zelliklerinden biri de insan ve hayvanlarda eritrositlerin
ve c¢esitli hiicre tiplerinin kiimeler halinde ¢okmelerine neden olmalaridir. Aglutinasyon
olarak tanimlanan bu olay lektinlerle glikokonjugatlarin karbohidrat birimleri arasinda

anahtar kilit prensibi esasma gore sekillenir ve aglutinasyon lektinlerin protein
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kisimlarinin kendi reseptorlerinin yapisindaki karbohidrat zincirlerinden en az iki

karbohidrat yapisina baglanmasi sonucunda gerceklesir (Lis ve Sharon 1986).

Bitki lektinlerinin insan kan gruplar1 iizerinde gostermis oldugu aglutinasyon
etkisi (hemaglutinasyon) ve farkli lektinlerin farkli kan gruplarma spesifitesinin farkli
oldugu bildirildikten (Bird 1959) sonra lektinlerin karakterizasyonunda bu ozellikleri de

incelenmeye baslanmistir.

Lektinlerin  hiicre taninmasinda, hiicre adezyonunda, hiicreler arasi
haberlesmede, sinyal transferinde, serumdaki baz1 glikoproteinlerin dolagim
sistemindeki doOngiisiiniin  diizenlenmesinde, hiicre i¢i protein transportunda,
dollenmede, hiicre farklilasmasinda anahtar rol oynadiklari, lenfosit hiicrelerinin
cogalmasmi uyardiklari, kanser hiicrelerinin gelisimini engelledikleri, insiilin
reseptorlerine baglanmalar1 sonucu insiilinomimetik (insiilin benzeri) etki gosterdikleri,
fungal gelisimi engelledikleri, maya hiicrelerinin fagositozunda rol aldiklari, toksik
olduklar1 ve biiylimenin kontroliinde, interferon ve sitokinin salgilanmasi, bakterilerin
makrofajlar tarafindan taninmasi, makrofajlarin peroksit salinimini uyarmasi, fagositoz
icin vakuol olusumununun uyarilmasi, bazofil ve mast hiicrelerinden histamin
salimmini  uyarmasit gibi immunolojik ve patolojik olaylarda hiicrelerin
transformasyonunda, metastazda, embriyogenezde, ekzositoz ve endositozda rol

oynadigi bildirilmistir (Lis ve Sharon 1986; Seyrek ve Bildik 2001).

Lektinler hiicre yiizeyi yapisinin ve biyosentezinin aydinlatilmasinda genetik ve
glikobiyolojinin ¢alisma alanint olustururlar. Karbohidrat igceren polimerlerin
izolasyonunda, saflastirlmasinda ve yapilarinin aydmlatilmasinda lektinlerden
yararlanilmaktadir. Bunun yaninda kan gruplarinin incelenmesinde ve olusumunun
aydinlatilmasinda, bakteri, virlis, hayvan hiicrelerinin ve hiicre popiilasyonlarinin
yiizeylerindeki kompleks karbohidrat yapilarmin aydimnlatilmast i¢in  yapilan
caligmalarda lektinlerden yararlanilir (Riidiger 1998). Bitkilerdeki lektinlerin seker

tasinmasinda ve depolanmasinda rol oynayabilecegi ag¢iklanmistir (Lis ve Sharon 1986).

Lektinlerin tedavi amacli kullanilabileceklerine iliskin bircok arastirma
yapilmustir. Isaretli lektin kullanilarak cesitli metabolik faaliyetler ve hastaliklar teshis
edilmektedir. Ornegin kanser teshisinde lektin reseptorlerinin normal hiicrelerde daginik

halde bulundugu, kanserli hiicrelerde ise birarada bulundugu bilinmektedir (Vierbuchen
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1991, Kaynak: Giil ve ark. 2008). Anadolu ve arkadaslar1 (1992) deri kanserinin

teshisinde isaretli lektin kullanmiglardir.

Canl tiirlerinin teshisinde Ornegin malaria hastaligina neden olan sivrisinek
tiirlerinin ve enfeksiyona neden olan bakteri tiirlerinin teshisi, lektinin hiicre yiizeylerine
baglanma durumuna gére yapilmaktadir. Insanlardaki kas hastaliklari, kas fibrillerinin
hiicre ytizey degisiklikleri lektin kullanilarak teshis edilmeye calisilmistir (Pena ve ark.
1981). Derideki keratinosit hiicrelerinin subpopulasyonu lektin kullanilarak teshis

edilmistir (Desantis ve ark. 2003).

Concanavalin A (Bloksma ve ark. 1983), soya fasulyesi (Oner ve Akev 1985) ve
bugday tohumunda bulunan aglutininler (Ganguly ve Das 1994), Viscum album
aglutinini (VAA) (Zarkovic ve ark. 1997) ve Datura stramonium aglutinini (Sasaki ve

ark. 2002) iizerine ¢calismalar yapilmistir.

Metastazin sekillenebilmesi icin metastaz yapan hiicrenin karbohidrat artiklari
hedef dokunun lektinlerine tutunmaktadir. Beuth ve arkadagslar1 (1988) yaptiklar1 in
vitro ¢aligmalarda bir ¢cok insan tiimor hiicresinin hepatositlere adezyonlarinin galaktoz

veya arabinogalaktan kullanimi ile engellendigini rapor etmislerdir.

Bir¢ok lektinin in vitro ve in vivo antitimor ozelligi gosterdigi bildirilmistir.
Lektinler, oOzellikle kanserli hiicrelerin zarlarina veya reseptorlerine baglanarak
sitotoksisite, apoptoz ve tiimoOr gelismesini engelleyen tedavi edici ajanlar olarak
kullanilmaktadirlar (De Mejia ve Prisecaru 2005). Bugiin kullanilmakta olan
kemoterapotik ilaglarm normal viicut hiicreleri lizerine oldukca fazla yan etkileri
bulunmaktadir. Hiicreler icin toksik olan ilaclar (metotreksat, 5'-dezoksifloruridin,
filotoksin etoposid vs.) eger tiimorlii dokular i¢in spesifik olan bir karbohidrat iinitesi ile
baglandiktan sonra viicuda verilirse siiphesiz ki toksik madde tiimor hiicrelerinde
lokalize olacak ve bunun normal somatik hiicrelerdeki etkisi minimuma indirilecektir

(lectin-mediated drug-targeting).

Spesifik karbohidrat baglama oOzelliklerinden dolay: lektinler, kompleks hiicre
ekstraktlarindan glikoproteinlerin ve enzimlerin saflastirilmasi, glikoprotein ve
polisakkaritlerin izolasyonu, sodyum dodesil siilfatlh poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile glikoproteinlerin saptanmasi, kanser arastirmalar1 ve hiicre tiplemesi

gibi yaygin arastirma alanlarinda giiclii vasitalar olarak kullanilmaktadir.
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Lektinler ayrica, mitojenik Ozelliklerinden dolayr lenfosit sayisinin

arttirilmasinda ve kromozom bozukluklarinin incelenmesinde de kullanilmaktadir.

Lektinlerin fonksiyonlar: giiniimiizde hala tartigmalidir. Bunlar i¢in aranacak tek
bir rol siiphesiz yamltict olacaktir. Karbohidrat spesifitesi yOniinden aym
oligosakkaritleri taniyan benzer iki lektinin dokularda gosterdikleri farkli dagilim

bunlarin arastirilmasi gereken farkli roller tistlendigini diisiindiirmektedir.

2.4. Affinite Kromatografisi
Affinite kromatografisi, proteinlerin cok kiigiik molekiilleri ¢ok spesifik bir
sekilde baglamasi Ozelligine dayanan ayirma yontemidir. Kolonun dolgu maddesi

(matriks)’ne spesifik protein ile kompleks yapabilen ligant baglanir (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: Affinite kromatografisinde kullanilan baz ligantlar.

Saflastirllacak madde Ligant

Enzim Substrat, substrat analogu, kofaktor, inhibitor
Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre ylizeyi reseptorii
Nukleik asit Komplemanter baz sekansi, histon, polimeraz
Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Lehninger ve arkadaslar1 (1993 p. 139) ligant ile kompleks yapan spesifik
proteinin, matrikse baglanarak kolonda tutulurken; serbest proteinlerin kolonu terk
ettigini sekil halinde vermistir (Sekil 2-7). Bagh protein, daha sonra, pH degisikligi / tuz

coOzeltileri veya ligant ilavesiyle kolondan eliie edilir.
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Sekil 2-7: Affinite kromatografisi - Lehninger ve arkadaslari (1993)’den.
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Affinite kromatografisinde kullanilabilecek dolgu maddeleri suda ¢oziinmeyen,

makromolekiillerin gegisine izin verecek boyutta gozenekli ve Kkiiresel tanecikli,

biyolojik ve kimyasal yikilmalara karsi inert, kimyasal modifikasyonlara uygun ve

proteinlerle cok zayif etkilesime giren maddelerdir. Affinite kromatografisinde matriks

olarak kullanilan en uygun madde agarozdur. Agaroz, deniz yosunlarindaki agar-agar

adli heteropolisakkaritten elde edilir. Agaroz, tekrarlanan D-galaktoz ve 3,6-anhidro-L-

galaktoz birimlerinden olusur. Agaroz matriks

izerine bircok kimyasal grup

(fonksiyonel grup) kovalent olarak baglanabilir ve bu fonksiyonel gruplarla bir¢ok

maddeler kenetlenebilir. Piyasada en c¢ok kullanilan Sepharose® (Sefaroz)’dur

(Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: Sefaroz-4B’nin yapisi.

Cesitli agarozlarin fonksiyonel grup iceren sekilleri oldugu gibi, bu fonksiyonel
gruplara bagka gruplar da baglanarak agarozun daha spesifik olarak belirli molekiillere
affinite goOstermesi saglanabilir. Biyolojik proteinlerin aktif bolgeleri genellikle
molekiiliin i¢ kisminda derinde bir yerdedir ve kiiciik ligantlarla (6rnegin enzimin
substrat1) hazirlanan matrikslere ¢ok diisiik diizeyde baglanir. Esasen matrikse bagl
gruplarin miimkiin oldugunca matriksten uzak olmasi1 daha uygundur, ¢iinkii bu sekilde
matrikse adsorbe olacak molekiil matriksten uzaklasmis olur ve matriks ile adsorbe
olacak madde arasinda spesifik olmayan elektrostatik cekimler engellenmis olur.
Matrikse bagli fonksiyonel gruplar1 matriksten uzaklastiran ara gruplara ayirict kol
(spacer arm) ad1 verilir. Walsh (2007 p. 149) bu ayiric1 kolun uzun olusunun matriks ile
matrikse adsorbe olacak madde arasindaki spesifik olmayan c¢ekim kuvvetlerini yok
ederek maddeyi dogrudan dogruya matriks ligandindaki fonksiyonel gruplarma
baglandigini sekil halinde gostermistir (Sekil 2-9). Ayirict kol olarak en cok kullanilan
kimyasal madde siyanojen bromiir (CNBr)’diir. Cok toksik bir madde oldugundan
genellikle hazir ticari preparatlar1 (CNBr ile aktive edilmis Sefaroz 4B) kullanilir.

Ayirict kol Ligant (saflastirilacak proteinde bulunan biyospesifik gruplar)

_@1‘
|

Afinite ligand1
Capraz baglh
agaroz boncuklari

Sekil 2-9: Affinite kromatografisinin prensibinin sematik gosterimi - Walsh (2007)’den.
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Siyanojen bromiir reaksiyonu kompleks iiriinler olusturur, fakat esas reaktif
bilesenin siyanat esteri oldugu gosterilmistir (Wilchek ve ark. 1984). Aktif agaroz zayif
alkali sartlarda primer aminlerle kolayca reaksiyona girerek biiyliikk oranda izoiire
tirevleri verir (Sekil 2-10). Agarozun siyanojen bromiir ile aktivasyonunda siyanat
esteri, halkali imidokarbonat ve N-siibstitiie imidokarbonat olusur. Aktif agaroz amin

gruplu ligantlar ile izotire tiirevi olusturur.

Siklik imidokarbonat (az reaktif) Siibstitue imidokarbonat

Sekil 2-10: Agarozun siyanojen bromiir ile aktivasyonu ve aktif agarozun amin gruplu
ligantlar ile olusturdugu iiriinler (siyanat estel"i, halkalh imidokarbonat, N-siibstitue
imidokarbonat, izoiire tiirevi) - Uslan (1988)’den (Icinde: Telefoncu 1988).

Ligant, saflastirilacak makromolekiile 6zel ve secimli affinite gosteren, aktif
tastyiciya kovalent olarak baglanan kiiciik molekiildiir. Siyanojen bromiir ile aktive
edilmis agaroza kolaylikla ligant baglanabilir. Siyanojen bromiir ile aktive edilmis
sefarozun ve ligantin aktif gruplar1 aminlerle hidroliz olmasi nedeniyle Tris tamponu

serbest olan amino gruplarmi inaktive etmek i¢in kullanilmaktadir.

Affinite kromatografisi cok kisa siirede uygulanabilen bir yontemdir, ¢iinkii
cogunlukla c¢ok kiiciik hacimli kolonlar kullanilir. Bu yontemle, genellikle diger
yontemlerle elde edilemeyen 1000 gibi saflastirma oranlarina asagi yukar1 % 100

verimle ulagilabilinir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismamizda kullanilan A. vera (L.) Burm. fil. bitkisinin yapraklar1 bitkinin
kiiltiirii yapilan Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Siileymaniye
Botanik Bahcesi Serasi’ndan temin edilmistir. A. vera numunesi Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE)’nda 65 118 numarasi ile kayithdir. Yapilacak
arastrmalarda farkli amaclara gore gereken miktarda biiyiik, etli yaprak bitkinin
kaidesinden bir bicak yardimiyla kesildikten sonra dik olarak bir behere konularak
antrakinonca zengin sar1 renkli usarenin akmasi saglanmistir. Daha sonra yapraklar

distile su ile yikanmig ve filtre kagidi ile kurutulmustur. Calismalarimizda jelden

temizlenmis yaprak kisimlar1 (pulpa) ve yaprak ici jel kisimlari kullanmilmustir

(Sekil 3-1).

Sekil 3-1: A. vera yaprak enine kesiti ve sembolik goriintiisii - http://www.worth1000.com
(11.07.2008)’den degistirilerek.

a) Epidermis, b) Aloince zengin hiicreler, c) Yaprak jeli, d) Antrakinonca zengin sar1 renkli usare.



33

3.2. Kullamlan Gerecler

A. vera yapraklarinin homojenizasyonunda, parcalayic1 (Waring)

Santrifiij islemlerinde, masa tipi sogutuculu santrifiij (Heracus-Megafuge 1.0R)
Rotaevaporator (Biichi Rotavapor R-200A)

Antioksidan aktivite tayinlerinde, su banyolar1 (Thermomix BU ve Grant SB2)

Affinite kromatografisinde eliiatlarin toplanmasinda, fraksiyon toplayici (Gilson FC
204)

Spektrofotometrik Ol¢iimlerde, spektrofotometre (Shimadzu UV-1208)
pH tayininde, pH metre (Radiometer 92)
Manyetik karistirict (Kermanlar)

Ultrafiltrasyon hiicresi (Millipore Corporation, Bedford, MA 01730 U.S.A.) ve

ultrafiltrasyon membrani (Amicon, PM 10)

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (LKB 2301)

Vertikal jel elektroforezi cihazi (GIBKO BRL Model V 15.15 No 21080-015)
Calkalayic1 (IKA KS260)

Otomatik pipet takimi (Gilson ve Eppendorf)

Vorteks karistirict (VELP Shientifica)

Derin dondurucu (Bosch)

Cam kolon (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala, Sweden)

Hemaglutinasyon aktivitesi tayininde, 151k mikroskobu (Olympus)

Etiiv (Heraeus)

Kromatografilerde soguk dolap (Nuare)

Dijital fotograf makinesi (Sony Cyber-shot 5,1 megapixels MPEG movie VX)

Liyofilizator (Labconco) kullanilmistir.
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3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Flavonoit miktar tayininde sodyum nitrit (NaNO,; Merck 106544), aluminyum
kloriir (AICL;.6H,O; Merck 101083), sodyum hidroksit (NaOH; Merck 106462) ve
standart olarak katesin (Fluka 22110) kullanildi.

Karotenoit miktar tayininde aseton (Merck 100013) ve n-heksan (Sigma
248878) kullanildi.

Askorbik asit miktar tayininde m-fosforik asit (HzPO4; Merck 100546) ve 2,6-
diklorofenol-indofenol-sodyum (DCIP; Merck 103028) kullanild.

a-Tokoferol miktar tayininde pirogallol (Merck 100612), batofenantrolin (Fluka
11880), absolii etanol (Riedel 32221) ve standart olarak o-tokoferol (Sigma T3376)
kullanildi.

Lipozom peroksidasyonu iizerine antioksidan etkinin tayininde soya L-o-
fosfatidilkolini (Tip IV-S; Sigma P3644), L-askorbik asit (Sigma A5960), ferri kloriir
(Fe;Cl; Merck 803945), trikloroasetik asit (TCA; Merck 100810), tiyobarbitiirik asit
(TBA; Merck 108180), butillenmis hidroksi toluen (BHT; Fluka 34750), n-butanol
(Merck 100988) ve standart olarak 1,1,3,3,-tetraetoksipropan (TEP; Fluka 86570)
kullanildi.

ABTS radikal katyonu (ABTS"") giderici aktivitesi tayininde 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik  asit) amonyum tuzu (Fluka 11557), potasyum
peroksodisiilfat (Merck 105090) ve standart olarak 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-
2-karboksilik asit (Troloks; Fluka 56510) kullanildi.

DPPH radikali (DPPH") giderici aktivitesi tayininde 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(Sigma D9132) ve metanol (Merck 106008) kullanild.

Siiperoksit radikali giderici aktivitesi tayininde nitroblue tetrazolium (NBT;
Fluka 74032), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA.2H,O; Sigma E5134), ksantin (Fluka
95490), ksantin oksidaz (Sigma X1875) ve potasyum hidroksit (KOH; Merck 105021)
kullanildi.

Ferri iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli (indirgeyici giic tayini)

deneyinde 2.4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ; Merck 110 238), sodyum asetat (Merck
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106264), glasiyel asetik asit (Merck 23332325) ve standart olarak demir siilfat
(FeS0O4.7H,0; Fluka 44970) kullanild:.

Amonyum siilfatla ¢oktiirmede amonyum siilfat [(NH4),SO4; Merck 101217]
kullanildi.

Protein miktar tayininde sodyum karbonat (NaxCOs; Merck 106398), sodyum
potasyum tartarat (Merck 108085), bakir siilfat (CuSO4.5H,0; Riedel 12849) ve
standart olarak sigir serum albumini (Fluka 05470) kullanild:.

Ekstrenin total fenolik bilesik ve protein miktar tayininde kullanilan Folin
ayrracinin hazirlanmasida sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0; Merck 106672), sodyum
molibdat (Na;MoO4.2H,0; Merck 386521), % 85 HiPOs (Merck 100564), derisik
hidroklorik asit (HCl; Merck 100314), lityum siilfat (LixSO4.H,O; Merck 105694) ve
brom (Merck 101945) kullanildi. Fenol bilesiklerinin tayininde standart olarak gallik
asit (3,4,5-hidroksibenzoik asit; Sigma G7384) kullanild1.

Affinite kromatografisinde siyanojen bromiir ile aktive edilmis Sefaroz 4B
(Amersham Bioscience AB, Uppsala, Sweden, Kod. No. 17-0430-01) ve uygun ligantin
seciminde laktoz (Merck 7656), N-asetil-D-galaktozamin (Sigma A2795), 4-nitrofenil-
o-D-glukopiranozit (Fluka 73673), 4-nitrofenil-B-Dglukopiranozit (Fluka 73676), 4-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozit (Fluka 73653), 4-nitrofenil-B-Dgalaktopiranozit (Fluka
73 670) ve ovalbumin (BDH Chemicals, Poole, England, 33008) kullanilda.

Tamponlarin hazirlanmasinda sodyum fosfat dibazik (Na,HPO4.2H,O; Riedel
04272), sodyum fosfat monobazik (NaH,PO,; Riedel 04270), sodyum bikarbonat
(NaHCO3; Merck 6323), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4; Merck 4873),
dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOg4; merck 105101),Tris baz (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA, T6066), glisin (Merck 500188), sodyum asetat (Merck 106264) ve
sodyum kloriir (NaCl; Sigma S9625) kullanild1.

Poliakrilamit  jel elektorforezinde agaroz  (Sigma  A5093), N,N'-
metilenbisakrilamit (Fluka 66669), akrilamit (Fluka 01699), sodyum dodesil siilfat
(SDS; Sigma  14390), amonyum  peroksodisiilfat (Merck 101200),
tetrametiletilendiamin (TEMED; AppliChem A1148), 2-merkaptoetanol (Merck
805740), gliserol (Merck 104093), bromfenolmavisi (Merck 108122), Coomassie
brillant blue R-250 (Fluka 27816), LMW (Low Molecular Weight) kalibrasyon kiti
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(Amersham Bioscience AB, Uppsala, Sweden, Kod No. 17-0446-01) ve HMW (High
Molecular Weight) kalibrasyon kiti (Amersham Bioscience AB, Uppsala, Sweden, Kod.
No. 17-0445-01) kullanildi.
3.4. Kullamilan Cozeltiler

3.4.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullamlan Cozeltiler
e TCA/TBA Ayrrac

6 g trikloroasetik asit ve 0,15 g tiyobarbitiirik asidin 40 ml 0,25 N HCI'de (1 N
HCI’in 4 kez seyreltilmesiyle hazirlandi) hafif isitilarak (60 - 70°C’de) ¢6ziinmesi ile

hazirlandi.

e 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7,0)

6,8045 KH,PO4 ve 8,709 g K,PO4 600 ml disitle suda ¢oziildii, pH’s1t N HCL ve
N NaOH ile 7,0’a ayarlandi. Hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

e 1 mM Stok 1,1,3,3,-Tetraetoksipropan (TEP) Soliisyonu

24 ul TEP, 1 ml 1N HCI ve 90 ml distile su balon jojeye alindi, 100 ml isaretine
kadar su ile tamamlandi. Kapagi kapatildi ve 50°C’lik su banyosunda 60 dakika isitilip,

sogutuldu. Taze hazirland1.
e 32 uM TEP Cahsma Soliisyonu
32 ul' 1 mM TEP’e 0,968 ml distile su ilave edildi.
e ABTS"" Stok Cozeltisi

0,3841 g 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) amonyum tuzu 50 ml
4,9 mM potasyum peroksodisiilfat ve 50 ml distile suda ¢oziildii. 12 saat karanlikta
bekletildi.

e 75 mM Fosfat Tamponu (pH 7,4)

2,04135 g KH,PO4 ve 8,5176 g NaHPO4 600 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 N
HCI1 ve N NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Hacim disitle su ile 1000 ml’ye tamamland1.

e 1M DPPH’Stok Cozeltisi

39,43 mg DPPH’ 60 ml metanolde ¢oziildii. Hacim 100 ml’ye metanol ile

tamamlandi.
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e 60x10° M DPPH" Calisma Cozeltisi
6 ml 1 M DPPH’ stok ¢ozeltisine 94 ml metanol ilave edilmesi ile hazirlandi.

e FRAP Ayirac
2,5 ml 10 mM TPTZ nin 40 mM HCI’deki ¢ozeltisi,
2,5 ml 20 mM FeCl;.6H,0,
25 ml 0.3 M asetat tamponu, pH 3,6, karistirilmasi ile hazirlanda.
e 0.3 M Sodyum Asetat Tamponu (pH 3,6)
3,1 g sodyum asetat.3H,O 600 ml distile suda ¢oziildii. Glasiyal asetik asit ilave

edilerek pH 3,6’ya ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlanda.

3.4.2. Ekstrenin Fenolik Bilesik ve Protein Miktar Tayininde Kullanilan Folin-
Ciocalteu Ayiracimin Hazirlanmasi

1500 ml’lik yuvarlak dipli balona 100 g sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0), 25 g
sodyum molibdat (NaMo00O4.2H,0), 700 ml distile su, 50 ml % 85 fosforik asit ve 100
ml derisik HCI aktarildi. Geri sogutucu altinda 10 saat 1sitild1 ve karigima 150 g lityum
stilfat, 50 ml su ve birka¢ damla brom ilave edildi. Bromun fazlasin1 bertaraf etmek icin

15 dakika 1sitild1, sogutuldu ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.
3.4.3. Affinite Kromatografisinde Kullanilan Cozeltiler

e 1 mM HCI Cozeltisi

8,3 ml derisik HCI’e hacmi 100 ml olana kadar distile su ilave edilerek 1 M HCl
cozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin 1000 kez seyreltilmesiyle 1 mM HCl c¢ozeltisi

hazirlandi.
e 0,5M NaCl iceren 0,1 M NaHCOj3 Birlestirici Tamponu (Coupling Buffer),
pH 8,3
8,40 g NaHCO3 600 ml distile suda coziildii. 29,22 g NaCl ilave edildi ve hacim
1000 ml’ ye distile su ile tamamlanda.
e 0,5M NaCl iceren 0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (pH 4,0)

13,6 g sodyum asetat ve 29,22 g NaCl 600 ml distile suda ¢o6ziildii, pH’s1

glasiyal asetik asit ile 4,0’e ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamland1.
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e 0,5M NaCl iceren 0,1 M Tris - HCI (pH 8,0)

12,11 g Tris baz ve 29,22 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 8,0’
derisik HCl ile ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.

e 0,5M NaCl iceren 0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (pH 4,0)

1,03 g sodyum asetat.3H,O ve 29,22 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildii.
Glasiyal asetik asit ilave edilerek pH 4’e ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile
tamamlanda.

e 0,5M NaCl iceren 50 mM Tris - HCI Tamponu (pH 8,0)

6,055 g Tris baz ve 29,22 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 8,0’e

derisik HCl ile ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.
e 0,5M NaCl iceren 50 mM Tris - HCI Tamponu (pH 9,0)

6,055 g Tris baz ve 29,22 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildi. pH’s1 9,0’a

derisik HCl ile ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.
e 0,15 M NaCl iceren 50 mM Glisin - HC1 Tamponu (pH 2,9)

3,75 g glisin ve 8,77 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildii, pH’s1 derisik HCL ile
2,9’a ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi.

e 0,15 M NaCl iceren M Tris - HCl Tamponu (pH 8,0)

121,1 g Tris baz ve 8,77 g NaCl 600 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 8,0’e derisik
HCl ile ayarlandi. Hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamland:.

e 0,06 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7,4)

9,072 g KH,PO, ve 11,866 g Na,HPO4.2H,0 600 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1
N HCl veya N NaOH ile 7,4’e ayarland1. Hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

e 0,006 M Fosfatla Tamponlanmis Serum Fizyolojik (PBS; Phosphate

Buffered Saline), pH 7,4

900 ml % 0,9 NaCl ¢ozeltisine 100 ml 0,06 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,4)

ilave edilerek hazirlandi.
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3.4.4. Poliakrilamit Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

e Akrilamit Cozeltisi
40 g akrilamit ve 1,09 g N, N'-bisakrilamit 60 ml distile suda ¢oziildii. Hacim
100 mI’ye distile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandi.

e Aynstirma (Resolving) Jeli Tamponu (1 M Tris - HCl Tamponu, pH 8,8 )
12,1 g Tris baz 60 ml distile suda c¢oziildii, pH s1 N HCI veya N NaOH ile 8,8’e
ayarlandi. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 4°C’de saklandh.

e Sikilastirma (Stacking) Jeli Tamponu (1 M Tris - HCI Tamponu, pH 6,8)
12,1 g Tris baz 60 ml distile suda ¢oziildii, pH s1 N HCI veya N NaOH ile 6,8’e
ayarlandi. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 4°C’de sakland.

* % 10 Sodyum Dodesil Siilfat
10 g SDS 60 ml distile suda ¢oziildii. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanda.

* % 1 Amonyum Peroksodisiilfat
1 g amonyum peroksodisiilfat 60 ml distile suda ¢oziildi. Hacim 100 ml’ye

distile su ile tamamlandi. Taze hazirlandi.

e Ornek Yiikleme Tamponu
4,8 ml distile su,
1,2ml 1 M Tris - HCI tamponu (pH 6,8),
2,0 ml % 10 SDS,
1,0 ml gliserol,
0,5 ml % 0,5 bromfenol mavisi karistirilarak hazirlandi.
Oda sicakliginda saklandi.

¢ Elektroforez Yiiriitme Tamponu (10 x)
14,4 g glisin, 3 g Tris baz ve 10 g SDS 60 ml distile suda ¢oziildii. pH’s1 N HCI

veya N NaOH ile 8,3’e ayarlandi. Hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

Kullanilmadan 6nce 10 kez seyreltildi.
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3.5. A. vera Yaprak Pulpasmin Antioksidan Aktivitesinin incelenmesi

3.5.1. A. vera Yapragindan Pulpa ve Jel Ekstrelerinin Hazirlanmasi

1 adet A. vera yapragi yikandi ve bigakla ortadan uzunlamasma ikiye ayrildi
Yatay konumdaki yapragin iist derisi, boylamasina ve sonra da jeli ikiye ayrircasina
kenara dogru yatay olarak bigcakla kesildi. Bir kasik yardimiyla jel parankima
dokusundan siyrilarak ayrildi. Jelden temizlenmis yaprak kisimlar: (pulpa) makasla ufak
parcalara kesildi ve elde edilen 50 g pulpa 250 ml distile suda, 1 saat kaynatilip
tiilbentten siiziilerek elde edilen sulu ekstresi diisiik basingta rotaevaporatorde, kuruluga
kadar yogunlastirildi. Jel blenderin 2. kademesinde 2 dakika pargalandiktan sonra
liyofilize edildi. Elde edilen jel (5,05 g) ve ekstre (1,32 g) -20°C’de saklandi. A. vera

yapraginin ayrilmis jel ve pulpa kisimlar1 Sekil 3-2°de gosterilmistir.

Sekil 3-2: A. vera yapragindan jel kismimin ayrilmasi.

3.5.2. A. vera Yaprak Pulpasi Ekstresinde Antioksidan Bilesiklerin Miktar Tayini

3.5.2.1. Askorbik Asit (C Vitamini) Miktar Tayini

Askorbik asit miktar1 Omaye ve arkadaslarinin (1971) metoduna goére tayin
edildi. Metod askorbik asidin, DCIP boyasini indirgemesi esasina dayanmaktadir. Meta-
fosforik asit mavi olan DCIP boyasini pembe renkli indirgenmis sekline

doniistiirmektedir (DCIPH). Askorbik asit ise meydana gelen pembe renkli DCIPH 1
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renksiz DCIPH;’ye indirgemektedir. Her DCIP molekiilii bir molekiil askorbik asit

tarafindan renksiz sekline doniistiiriilmektedir (Sekil 3-3).

DCIP  mH;PO, {H)

DCIFH . m-HyP Oy (H*)
i | P
O
[P S
Cl I—f
DCIPH;

Sekil 3-3: DCIP boyasinin indirgenmesi.

25 mg ekstre 5 ml % 1 m-fosforik asit ile 45 dakika oda sicakliginda bekletildi
ve Whatman No. 4 filtre kagidindan siiziildii. Siiziintii (2 ml) 1 ml 2,6-diklorofenol-
indofenol-sodyum (0,1 mg/ml) ile karistirildi ve absorbansi her 15 saniyede 520 nm’de
kore kars1 spektrofotometrede Olciildii. Ekstrenin askorbik asit miktar1 L-askorbik asit
(10 - 160 pg/ml) ile hazirlanan standart egriden hesaplandi. Deney li¢ kez tekrarland1 ve
ortalamast alindi. Sonuglar mg askorbik asit/g yaprak pulpast olarak ifade edildi.

3.5.2.2. Askorbik Asit Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Askorbik asit standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in Once askorbik asidin
% 1’lik m-fosforik asitteki 160 uM’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin % 1°lik m-
fosforik asit ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 80 pg/ml, 40 pg/ml, 20 pg/ml ve 10
pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Omaye ve arkadaslarinin metodu
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 520 nm’de % 1’°lik m-fosforik asite

kars1 oOlciildii. Deney bes kez tekrarland1 ve 0 uM c¢o6zeltinin absorbans degerinden
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degisik konsantrasyondaki c¢oOzeltilerin abosrbanslarinin  ¢ikaridmasiyla bulunan

degerlerden, en kiigiik kareler yonteminin uygulanmasiyla askorbik asidin regresyon

denklemi elde edildi ve askorbik asit standart egrisi cizildi (Sekil 3-4).
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Absorbans (520 nm)
o
o
w

0 L L )
0 40 80 120 160

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3-4: Askorbik asit standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.2.3. B-Karoten (Provitamin A) Miktar Tayini

B-Karoten miktar1 Nagata ve Yamashita (1992) metoduna gore tayin edildi. 25
mg ekstre 10 ml aseton - heksan karisimi (4: 6) ile 1 dakika siireyle calkalandi ve
Whatman No.4 filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin absorbans1 453, 505 ve 663
nm’de 6l¢iildii. f-Karoten miktar1 Denklem 3-1’e gore hesaplandi.

B-Karoten (mg/100 ml) = 0,216 Agsz — 0,304 Asps + 0,452 Ays; (3-1)

B-Karoten miktar1 pg B-karoten/g yaprak pulpasi olarak ifade edildi. Deney ii¢

kez tekrarland1 ve ortalamasi alindi.
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3.5.2.4. a-Tokoferol (E Vitamini) Miktar Tayini

E vitamini tayini Desai (1984) tarafindan bildirilen ve o-tokoferol tarafindan
Fe’* iyonlarmmimn indirgenmesi ile meydana gelen Fe** nin o-fosforik asit varhigmnda
batofenantrolin ile olusturdugu pembe renkli kompleksin spektrofotometrik olarak 536

nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanan metoda gore yapildi.

25 mg ekstreye 3 ml % 2’lik pirogalloliin % 95°lik etanoldeki ¢ozeltisi ve 1 ml
10 N KOH ilave edilerek karistirildi ve 70°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi.
Daha sonra tiipler sogutuldu ve 1 ml distile su ile 3 ml n-heksan ilave edildikten sonra
karisim vorteks mikserde karistirildi ve 10 dakika 3 000 rpm’de santrifiij edilerek fazlar
ayrildi. n-Heksan fazi alind1 ve kuruluga kadar azot gazi altinda uguruldu. 1 ml absolii
etanolde ¢oziilen kuru ekstreye 0,2 ml % 0,2’lik batofenantrolin ilave edildi. Reaksiyon
karigimi giin 15181indan korunmasi icin renkli siselerde calisildi. Reaksiyon karisimina
0,2 ml 0,0001 M FeCl; ve 0,2 ml 0,001 M o-fosforik asit ilave edildi ve vorteks
mikserde katistirildi. Ayni islemler o-tokoferol yerine 1 ml absolii etanol kullanilarak
kor deneyi yapildi. Meydana gelen rengin absorbansi kore karsi spektrofotometrede 536
nm’de Olciildii. Spektrofotometrik kalibrasyon igin absolii etanolde c¢ozdiiriilen
a-tokoferol standarti kullanildi. o-Tokoferol miktar1 pg o-tokoferol/g yaprak pulpasi

olarak ifade edildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi alind1.

3.5.2.5. a-Tokoferol Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

o-Tokoferol standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in Once o-tokoferoliin
absolii etanoldeki 20 uM’lik c¢ozeltisi hazirlandi. Bu cozeltinin absolii etanol ile
seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 1,25 pg/ml olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Desai deneyi uygulandiktan sonra olusan
renklerin absorbanslar1 536 nm’de o6lgiildii. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan
degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla o-tokoferoliin regresyon

denklemi elde edildi ve a-tokoferol standart egrisi ¢izildi (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5: a-Tokoferol standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.2.6. Fenolik Bilesiklerin Miktar Tayini

A. vera ekstresinin total fenolik bilesikleri miktar1 Folin-Ciocalteu ayiraci
kullanilarak Slinkard ve Singleton’un (1977) gelistirdigi metoda gore tayin edildi.
Degisik konsantrasyonlarda (10 - 40 mg/ml) hazirlanan ekstreden 0,1’er ml tiiplere
alind1 ve hacimleri 4,6 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. 0,1 ml Folin-Ciocalteu
aywract (distile su ile 1/3 oraninda seyreltildi) ve 0,3 ml % 2 sodyum karbonat
cozeltisinden ilave edildi, tiipler vorteks mikserde karistirildi ve 2 saat bekletildikten
sonra meydana gelen mavi rengin absorbansi ekstrenin yerine 0,1 ml distile su iceren
kore karst 760 nm’de Ol¢iildii. Gallik asit (50 - 400 pg/ml) ile standart egri ¢izildi.
Sonuglar mg gallik asit ekivalanlari/g yaprak pulpasi olarak ifade edildi. Deney ii¢ kez

tekrarland: ve ortalamasi alindi.

3.5.2.7. Gallik Asit Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi
Gallik asit standart egri denkleminin elde edilmesi icin 6nce gallik asidin 1000

ug/ml‘lik  ¢ozeltisi  hazirlandi. Bu c¢ozeltinin  distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 400 pg/ml, 300 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml ve 50 pg/ml olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere Folin-Ciocalteau metodu uygulandiktan sonra olusan

renklerin absorbanslar1 760 nm’de 06l¢iildii. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan



45

degerlerden, en kiiciikk kareler yonteminin uygulanmasiyla gallik asit standart egrisi

cizildi ve regresyon denklemi elde edildi(Sekil 3-6).
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Sekil 3-6: Gallik asit standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.2.8. Flavonoit Miktar Tayini

Flavonoitlerin miktar1 Sakanaka ve arkadaslarmin (2005) gelistirdigi metoda
gore yapildi. 0,25 ml ekstre veya standart olarak kullanilan katesin c¢ozeltileri 1,25 ml
distile su ile karistirildi. 75 pl % 5’°lik sodyum nitrit ilave edildikten 6 dakika sonra 150
ul % 10°luk aluminyum kloriir ilave edildi ve karisim 5 dakika bekletildikten sonra 0,5
ml 1 M sodyum hidroksit ilave edildi. Reaksiyon karigimi 2,5 ml’ye distile su ile
tamamlandiktan ve karistirildiktan sonra meydana gelen rengin absorbansi 510 nm’de
ayiwrag koriine kars1 olgiildii. Sonuclar mg katesin ekivalanlari/g yaprak pulpasi olarak

ifade edildi. Deney ii¢ kez tekrarland1 ve ortalamasi alindi.

3.5.2.9. Katesin Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Katesin standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in Once katesinin 0,25
mg/ml’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢oOzeltinin  distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 0,125mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,031 mg/ml ve 0,016 mg/ml olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere Sakanaka ve arkadaslarimin (2005) gelistirdigi metod

uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 510 nm’de 6lgiildii. Deney bes kez
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tekrarland1 ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla

katesin standart egrisi cizildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-7).
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Sekil 3-7: Katesin standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.3. A. vera Yaprak Pulpasi Ekstresinin Antioksidan Aktivitesinin Tayini

3.5.3.1. A. vera Yaprak Pulpasi Ekstresinin Demir (III) - Askorbik Asit ile
Indiiklenmis Fosfatidilkolin Lipozomlarimin Peroksidasyonu Uzerine Antioksidan
Etkisi

Fosfolipitler, = gidalardaki  antioksidan  bilesiklerin ~ membran  lipit
peroksidasyonunu inhibe edici etkisinin tayininde ideal bir model olusturan ve gidalarin
potansiyel antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok Onemli

substratlardir (Chatterjee ve Agarwal 1988).

Bu testin amaci ekstrenin, soya fosfatidilkolininden (lesitinden) hazirlanan
lipozomlardan olusturulan suni lipit sisteminin FeCl; ve askorbik asit ile inkiibasyonu
sonucunda olusan peroksit radikallerini giderme kapasitesini 6lgmektir. Fosfolipitlerden
olusturulan lipozomlar, demir (III) ve askorbik asit varliginda lipit peroksidasyonuna
ugrarlar ve biyolojik olarak aktif aldehitler (malondialdehit) olusur. Malondialdehit
(MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyona girmesiyle olusan tiyobarbitiirik asit
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reaktif tirleri (TBARS)’nin pembe rengi 532 nm’de Olciilerek ekstrenin lipit

peroksidasyonuna kars1 inhibisyon aktivitesi tayin edildi.

Ekstrenin lipit peroksidasyonuna karsi inhibisyon aktivitesi Duh ve

arkadaslarinm (1999) gelistirdigi metoda gore yapildi.

300 mg lesitin 30 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) ile siispansyon
haline getirildi. Lipozomlarin agiga ¢ikmasi i¢in buz iceren kapta her 30 saniyede
dinlendirilerek toplam 10 dakika sonikatérde muamele edildi (9 cycle/ 26 % power) ve
10 mg/ml fosfolipit lipozomlar: iceren bir siispansyon elde edildi. Deney 3,25 ml’lik
reaksiyon ortaminda gerceklestirildi. Ilave edilen maddelerin reaksiyon ortamindaki
konsantrasyonlar1 parantez i¢inde gosterildi. 0,25 ml ekstre (5 - 60 mg/ml) veya standart
olarak kullanilan o-tokoferol (0,02 - 0,31 mg/ml)’e 1 ml 10 mg/ml lipozom
siispansiyonu (3,08 mg/ml), 1 ml 400 uM FeCl; (123,2 uM) ilave edildi ve reaksiyon 1
ml 400 uM askorbik asit (123,2 uM) ilavesi ile baslatildi. Karigim 37°C’de 60 dakika
inkiibe edildikten sonra lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA metodu ile
tayin edildi (Buege ve Aust, 1978). 500 pl reaksiyon karistmma 1000 pul TCA - TBA
ayiract (% 15 w/v TCA ve % 0,375 TBA’nm 0,25 N HCl’deki cozeltisi) ve 14 pl %
2’lik BHT nin absolii etanoldeki cozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karisimi vortekste
karigtirlldi ve 100°C’de 20 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Sogutulduktan
sonra 1,5 ml n-butanol ilave edildi ve 3 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust
kistmdaki organik tabaka alindi. Meydana gelen pembe rengin absorbansi 532 nm’de
Olciilerek MDA miktar1 1,1,3,3,-tetraetoksipropan (TEP) kullanilarak hazirlanan
standart egriden veya absorplama kapasitesi (¢ = 1,56 x 10° M"'em™) degeri kullanilarak
lipit peroksitlerin miktar1 hesaplandi ve nM TBARS/g lesitin olarak ifade edildi.

Ekstrenin lipit peroksidasyonunu inhibe edici yiizdesi Denklem 3-3’e gore hesaplandi.

inhibisyon (%) = (I - Ekstrenin 532 nm dekl. absorbans 1 )% 100 (3-3)
Kontroliin 532 nm'deki absorbans 1

ECsp degeri (% 50 TBARS olusumunun inhibisyonunu saglayan ekstre veya
standart konsantrasyonu) absise antioksidan miktari, ordinata inhibisyon yiizdeleri
verilerinin uygulanmas: ile c¢izilen egrinin linear kismindan elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamasi alindi.
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3.5.3.2. MDA Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Calisma standart1 olarak 32 uM TEP (MDA) hazirlandi. Bu ¢6zeltinin distile su
ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlart1 16 uM, 8 uM, 4 uM, 2 uM ve 1 uM olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere TBA metodu uygulandiktan sonra meydana gelen
pembe rengin absorbansi 532 nm’de Ol¢iildii. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan

degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla MDA standart egrisi cizildi

ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-8).

-
N
]

y = 0,039x

Absorbans (532 nm)
S oL 2 =
N @) [ee] —_ [\

=
[\
1

[«

12 16 20 24 28 32

o
N
o]

Konsantrasyon (LM)

Sekil 3-8: MDA standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.3.3. Troloks Ekivalan Antioksidan Kapasitesi (TEAC) Deneyi

A. vera ekstresinin total antioksidan potansiyeli tayini Re ve arkadaslarinin
(1999) gelistirdigi metoda gore yapildi. Bu metod, mavi - yesil renkli dayanikli bir
bilesik olan ABTS radikal katyonu (ABTS™)’nun giderilmesi sonucunda, renkte
meydana gelen azalmanin spektrofotometrik olarak oOlciilmesi esasina dayanmaktadir.
ABTS®, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiozin-6sulfonik asit) amonyum tuzu (ABTSZ')’nun
peroksodisiilfatla oksidasyonu sonucu meydana gelir. Huang ve arkadaslar1 (2005)

tarafindan sekil halinde gosterilmistir (Sekil 3-9).
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Sekil 3-9: 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit) amonyum tuzunun

peroksodisiilfatla oksidasyonu sonucu ABTS® meydana gelisi - Huang ve arkadaslar
(2005)’den.

7 mM ABTS amonyum tuzu suda c¢ozildi ve 2,45 mM potasyum
peroksodisiilfatla reaksiyona sokularak hazirlanan ABTS"" stok c¢ozeltisi oda
sicakliginda koyu mavi bir renk meydana gelmesini saglamak i¢in 12 - 16 saat
bekletildi. Deney giiniinde, ABTS"" stok ¢ozeltisi, 734 nm’de absorbans: 0,70 (= 0,02)
olacak sekilde % 96’lik etanol ile seyreltilerek ABTS™ calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiden 990 ul'nin 10 ul A. vera ekstresi (5 - 60 mg/ml), a-tokoferol (0,125 - 1
mg/ml), askorbik asit (0,0625 - 0,5 mg/ml) veya Troloks (suda coziinen sentetik
vitamin)’a ilave edilmesi ile renkte meydana gelen azalma spektrofotometrik olarak 734
nm’de 6. dakikada olciildii. Diger taraftan negatif kontrol deneyleri, ekstre veya standart
coOzeltileri yerine ayn1 miktarda % 96’lik etanol kullanilmasi suretiyle gerceklestirildi.

ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi Denklem 3-4’e gore hesaplandi.

Ekstrenin 734 nm'deki absorb
ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi (%) = (1-—>ucnin 734 nm deki absorbanst ., (3 4y
Kontroliin 734 nm'deki absorbansi

Inhibisyon yiizdeleri Troloks standart egrisine ait degerlerle karsilastirilmasiyla,
I mM Troloks’un gosterdigi inhibisyon yiizdesine esdeger inhibisyon yiizdesi
gostermesi icin gerekli olan A. vera yaprak pulpasi ekstresinin konsantrasyonu
hesaplandi ve TEAC degeri olarak ifade edildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve

ortalamasi1 alindi.
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3.5.3.4. Troloks Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Troloks standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in once Troloks un 10 mM’lik
cozeltisi hazirlandi. Bu ¢oOzeltinin 75 mM’hk fosfat tamponu (pH 7.,4) ile
seyreltilmesiyle konsantrasyonlari, 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM ve 0,125 mM
olan c¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere TEAC deneyi uygulandiktan sonra renkte
meydana gelen azalma spektrofotometrik olarak 734 nm’de 6. dakikada ol¢iildii ve
Troloks’un ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi yiizdeleri hesaplandi. Deney bes
kez tekrarland1 ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla

Troloks standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-10).

100 -
90 -

y =45,818x + 1,8829

ABTS radikal katyonu giderici activitesi (%)

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3-10: Troloks standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.3.5. DPPH Radikali Giderici Aktivitesi Tayini

DPPH radikali giderici aktivitesi Brand-Williams ve arkadaslar1 (1995)
tarafindan gelistirilen metoda gore tayin edildi. Huang ve arkadaslar1 (2005) en ¢ok
kullanilan dayanikli organik nitrojen radikali olan DPPH"i sekil halinde gostermistir
(Sekil 3-11).



51

N—N NO,

Sekil 3-11: 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") - Huang ve arkadaslar (2005)’den.

0,1 ml ekstre (5 - 60 mg/ml) veya a-tokoferol (0,031 - 0,5 mg/ml) ve askorbik
asit (0,008 - 0,25 mg/ml)’e 3,9 ml DPPH" 1n metanoldeki ¢ozeltisi (6 x 107 M) ilave
edildi. Karisim 30 dakika karanlikta bekletildi. Absorbanslar 517 nm’de
spektrofotometrede metanole kars1 okundu. Pozitif ve negatif kontroller paralel olarak
calisildi. Pozitif kontrolde ekstrenin yerine standart (o-tokoferol ve askorbik asit),
negatif kontrolde ise c¢oziicii (metanol) kullamildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve
ortalamasit alindi. Antioksidanin ECsy konsantrasyonu (antioksidan numunenin % 50
DPPH radikali giderici aktivitesi gostermesi icin gerekli olan antioksidan miktari),
absise antioksidan miktari, ordinata % DPPH radikali giderici aktivitesi verilerinin
uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer kismindan elde edilen regresyon denkleminden

hesaplandi. DPPH radikali giderici aktivitesi Denklem 3-5’e gore hesaplandi.

Ekstrenin 517nm'deki absorb
DPPH radikali giderici aktivitesi (%) = (1 — —>uenin Sl7nm’deki absorbanst (3-5)
Kontroliin 517 nm'deki absorbans1

3.5.3.6. Siiperoksit Radikali Giderici Aktivitesi Tayini

Siiperoksit radikali giderici aktivitesi Aruoma ve arkadaslarinin (1989)
gelistirdigi metoda gore tayin edildi. Deney ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
sliperoksit radikallerinin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi sonucunda olusan

mavi - mor renkli formazonlarin 560 nm’de absorbanslarinin okunmasi esasina dayanir.

Deney 3 ml'lik reaksiyon ortaminda gerceklestirildi. ilave edilen maddelerin
reaksiyon ortamindaki konsantrasyonlar1 parantez i¢inde gosterildi. 100 pl ekstre, 100
pul 30mM EDTA (1 mM), 10 ul 50 mM KOH’de ¢oziinmiis 30 mM ksantin (0,1 mM),
100 ul 3 mM NBT (0,1 mM) ve 2,59 ml 57,5 mM KH,PO, - KOH, pH 7,4 (50 mM)
karistirildi. 100 pl 1,5 U ksantin oksidaz (0,05 U/ml) ilavesi ile reaksiyon baslatildi. 10
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dakika sonra absorbanslar 560 nm’de kore karst okundu. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve
ortalamasi alindi. Siiperoksit radikali giderici aktivitesi Denklem 3-6’ya gore

hesaplandu.

Ekstreni 'deki absorb
Stiperoksit radikali giderici aktivitesi (%) = (1 — —suenin 560 nm'deki absorbanst |\, (3.6)
Kontroliin 560 nm'deki absorbansi

3.5.3.7. Ferri iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Deneyi

FRAP deneyinde oksidan olarak Fe (III) tuzlar1 [Fe (III) (TPTZ)2]3+ kullanild:.
Bu deneyin esas1 Huang ve arkadaslar1 (2005) tarafindan sekil halinde gosterilmistir
(Sekil 3-12). Fe (III) tuzlarinin redoks potansiyeli ~ 0,70 V’dur ve ABTS radikal
katyonunun redoks potansiyeline ¢ok yakindir (0,68 V). Bu nedenle TEAC ve FRAP
degerleri genellikle cok yakindir ve iki deneyin arasindaki fark TEAC deneyinin notral
pH’da, FRAP deneyinin ise asidik ortamda (pH 3,6) yapilmasidir.

\
+ antioksidan
Fe i «— \Fe )
o
Y *@l
\
[Fe (III) (TPTZ)2]3+ [Fe (D) (TPTZ)2]2+, (Amax=593 nm)

Sekil 3-12: Fe (III) tuzlarmmn [Fe (III) (TPTZ),]**, Fe (II)’ye [Fe (II) (TPTZ),)*
indirgenmesi - Huang ve arkadaslari (2005)’den.

FRAP deneyi Benzie ve Strain (1996) metoduna gore yapildi. FRAP ayiraci 2,5
ml 10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki ¢6zeltisinin, 2,5 ml 20 mM FeCl;.6H,0 ve 25
ml 0,3 M asetat tamponu (pH 3,6)’nun karistirilmasi ile hazirlandi. FRAP ayiracindaki
Fe (III) konsantrasyonu 1,67 mM, TPTZ konsantrasyonu ise 0,83 mM’dir. Her giin taze
hazirlanan ve 37°C’de inkiibe edilen FRAP ayiracinin 900 ul’si, 90 ul distile su ve 30 ul
ekstre (2,5 - 80 mg/ml) veya standart olarak kullanilan a-tokoferol (0,625 - 1 mg/ml) ve
askorbik asit (0,031 - 0,5 mg/ml) (kor hazirlanirken distile su) ile karistirilarak
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absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’de spektrofotometrede ayira¢ koriine kars: olgiiliir.
Ekstrenin A Asganm degeri, FeSO4.7H,O (200 - 1000 uM) ile hazirlanan standart
egrisine ait A\ Asosnm degerlerle karsilastirilmak suretiyle FRAP degeri (mM/L Fe’), 1
mM Fe (III)’iin Fe (I)’e indirgenmesi olarak ifade edildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve

ortalamasi1 alindi.

3.5.3.8. FeS04.7H,0 Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

FeSO4.7H,O standart egri denkleminin elde edilmesi i¢cin 6nce FeSO4.7H,O’mn
1000uM’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢oOzeltinin distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 800 uM, 600 uM, 400 uM ve 200 uM olan ¢ozeltiler elde edildi.
Cozeltilere FRAP deneyi uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 4.
dakikada 593 nm’de kore karsi Olgiildi. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan
degerlerden, en kiigiik kareler yonteminin uygulanmasiyla FeSO4.7H,O standart egrisi

cizildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-13).

1 1
0,8 1 y =0,0009x - 0,103
g 0,6 1
[ag]
N
N
é 0,4 1
5
2 024
<
0 T T . . .
j?/ 200 400 600 800 1000
-0.2 Konsantrasyon (WM)

Sekil 3-13: FeSO,.7H,0 standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.5.4. istatiksel Degerlendirme

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.
Test edilen maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde Student’s t testinden
yararlanildi. Anlamlik sinir1 olarak p < 0,05 kabul edildi. Degiskenler arasindaki iliski

ise kolerasyon analizi ile degerlendirildi.
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3.6. A. vera Yaprak Pulpasindan Lektin Elde Edilmesi

3.6.1. Ham Ekstrenin Hazirlanmasi

8 adet A. vera yapraginin (toplam agirhk 2168,9 g, ortalama yaprak agirligi
271,1 g) jelden temizlenmis yaprak kismi (499,96 g) makasla ufak parcalara kesildi ve
blender ile 800 ml PBS’de homojenize edildi. Homojenat manyetik karistirici ile, soguk
dolapta 30 dakika karistirilip bir gece buzdolabinda bekletildi. Homojenat ertesi giin
tiilbentten siiziildiikten (450 ml) sonra 6 000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiije edildi.
Cokelti atild1 ve iistteki berrak sar1 renkli sivi (430 ml) A. vera yaprak pulpast ham

ekstresi olarak adlandirildi.

3.6.2. A. vera Yaprak Pulpast Ham Ekstresinden Lektinin % 50 Amonyum Siilfat
Konsantrasyonunda Coktiiriilmesi

Ham ekstreye ortamdaki konsantrasyonu % 50 olacak sekilde havanda toz haline
getirilmis amonyum siilfat yavas yavas ilave edildi ve soguk dolapta manyetik karistiric
ile 30 dakika karigtirildiktan sonra 4°C’de bir gece bekletildi, boylece proteinlerle
birlikte lektinin ¢6kmesi saglandi. Ertesi giin karigim 4°C’de 6 000 rpm’de, 30 dakika
santrifiije edildi. Cokelti, ¢oziinebilecegi en az miktardaki PBS ile ¢oziildii ve 4°C’de
PBS’e kars1 dializ edildi. Coziinmemis kati partikiilleri uzaklastirmak iizere cozelti
tekrar 4°C’de 6 000 rpm’de, 30 dakika santrifiije edildi. Supernatant (56 ml) % 50
amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi, hemaglutinasyon aktivitesi ve protein

miktar tayinleri yapildiktan sonra affinite kolon kromatografisine uygulandi.

3.6.3. % 4’liik Eritrosit Siispansyonunun Hazirlanmasi

2 — 3 kg’lik bir tavsanin kulak venasindan 2 ml kan, 6 mg sodyum oksalat iceren
dereceli tiipe aktarildi, 3 ml PBS, pH 7,4 ilave edilerek 2 300 rpm’de 5 dakika santrifiije
edildi. Santriftij islemi uistteki sivi renksiz olana kadar tekrarlandi. Coken eritrosit hacmi
ml olarak okundu. % 4’liik eritrosit siispansiyonunu hazirlamak i¢in Denklem 3-7’den

yararlanildi (Lis ve Sharon 1972).

5k trosith .
Total hacim = - (-Oken eritrosit hacmi x100 (3-7)

Istenen % eritrosit konsantrasyonu
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3.6.4. Hemaglutinasyon Aktivitesi Tayini

Hemaglutinasyon aktivitesini 6lgmek icin, seri halinde yar1 yariya seyreltme
yontemi kullanild1 (Kabat ve Mayer 1964, Kaynak: Malko¢ 1997). Seyreltmeler bazi
deneylerde mikrotitrasyon plaklarinda 25 pl'lik, bazi deneylerde ise 10 x 75 mm
boyutlarindaki 10 adet tiipte 0,5 ml’lik hacim icinde yapildi. Deney mikrotitrasyon
plaginda yapilirken, ilk kuyucuga 50 pl 6rnek (lektin ¢ozeltisi), diger 9 kuyucuga 25’er
ul PBS cozeltisi mikropipet ile kondu. Birinci kuyucuktan 25 pl ¢ozelti alinarak ikinci
kuyucuga aktarildi. Pipet birka¢ kez bu kuyucuktaki ¢ozelti ile yikandiktan sonra, ikinci
kuyucuktan 25 pl ¢ozelti alindi ve iiciincu kuyucuga aktarildi. Islemlere bu sekilde
onuncu kuyucuga kadar devam edildi. Onuncu kuyucuktaki ¢ozeltinin 25 pul’si disari
atildi. Boylece, kuyucuklardaki lektinin (6rnek) seyreltme oranlar: sirasiyla 1: 1, 1: 2, 1:
4,1:8,1: 16, 1: 32, 1: 64; 1: 128, 1: 256 ve 1: 512 oldu. Seyreltmeler tamamlandiktan
sonra, her kuyucuga tavsan kulak venasindan alinan kanin, PBS ile hazirlanmis, % 4’liikk
eritrosit siispansiyonundan (Liener ve Hill 1952) 25’er ul kondu. Ince bir bagetle
karistirildiktan sonra oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin, yine ince bagetle
hafifce karistirilarak, hemaglutinasyon aktivitesi, en fazla aglutinasyon (+++) ve
aglutinasyon olmayan kuyucuk (-) olmak iizere gozle (Sekil 3-14 ve 3-15) ve sonra 151k

mikroskobu altinda degerlendirilerek saptandi (Sekil 3-16).

@@@@@@@G)@

/16 1/32 1/64 1/128  1/256  1/512

Sekil 3-14: Mikrotitrasyon plaklarinda hemaglutinasyonun gozle degerlendirilmesinin
sematik gosterimi.

Kuyucuklarin numaralar1 iistte, kuyucuklardaki seyreltme oranlar altta gosterilmistir. 1 - 5 No’li kuyucuklarda
hemaglutinasyon +++, 6 No’l1 kuyucukta ++, 7 No’I1 kuyucukta +, 8-10 No’l1 kuyucuklarda ise — ile gosterilir.

(P{e{m s @@ s o ¢

Sekil 3-15: Hemaglutinasyonun mikrotitrasyon plaginda goriiniimii.
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Sekil 3-16: Hemaglutinasyonun aydinlik saha (normal 151k) mikroskobunda lam - lamel
arasindaki goriiniimii.

a) +++ Hemaglutinasyon (M.B. 40x10), b) — Hemaglutinasyon (normal eritrositler) (M.B. 60x10)

Tiiplerde yapilan hemaglutinasyon deneylerinde, ilk tiibe 1 ml lektin ¢ozeltisi
(6rnek) ve diger 9 tiibe 0,5’er ml PBS konularak seri halinde yar1 yariya seyreltme
metodu uygulandi. Seyreltmelerden sonra tiiplere, % 4’liik eritrosit siispansiyonundan
0,2’ser ml ilave edildi. Oda sicakliginda bir gece bekletildi ve tiiplerin alt kismma
parmakla hafifce vurulmak suretiyle hemaglutinasyon aktivitesi (Lis ve Sharon 1972)

ayni sekilde gozle degerlendirildi (Sekil 3-17).

Sekil 3-17: Hemaglutinasyonun tiiplerde goriiniimii.

a) +++ Hemaglutinasyon, b) — Hemaglutinasyon.

3.6.5. Hemaglutinasyon Aktivitesinin Hesaplanmasi
Bir hemaglutinasyon birimi (HB), deney kosullarinda belirgin (++)
hemaglutinasyon aktivitesi gdsteren en az lektin miktar1 olarak tanimlandi ve Denklem

3-8’e gore hesaplandi (Liener ve Hill 1952).
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HB/mg= DaxDbxS (3-8)

V) 1. kuyucuktaki lektin ¢ozeltisinin hacmi (ml)
D,) 1. kuyucuktaki lektin ¢ozeltisinin seyreltme orani (hi¢ seyreltilmemis lektin ¢ozeltisi, 1: 1)
Dy) 1 HB aglutinasyon aktivitesi gosteren kuyucuktaki lektin ¢ozeltisinin seyreltme orani.

S) 1. kuyucuktaki mg/ml lektin (protein) miktari.

3.6.6. Protein Miktar Tayini
Lektin saflastirma asamalarinda elde edilen ¢ozeltilerde protein miktar tayinleri

Lowry yontemine gore gerceklestirildi (Lowry ve ark. 1951).

Aywraglar

1- A Ayrraci : % 2 Na,COs cozeltisi (0,1 N NaOH’te)

2- B Ayiraci : % 2 Na - K tartarat ¢ozeltisi 1 ml
% 1 CuSOy4 1 ml
A Ayrraci 98 ml

3- Folin Ayiraci : 2N Folin Ayiraci (Folin ve Ciocalteu 1927).

Bir deney tiibiine 100 ul 6rnek alindi. Uzerine 100 pl distile su ve 2 ml B
ayraci ilave edildi. On dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 100 pl Folin ayiraci
eklendi. Oda sicakliginda ve karanlikta, 45 dakika birakildi. Olusan mavi-mor renkli
¢Ozeltinin 660 nm’deki absorbansi, ayira¢ koriine karsi spektrofotometrede okundu. Bu
absorbans degerinin, siir serum albumini standart egrisine uygulanmasiyla, protein

miktar1 mg/ml olarak belirlendi.

3.6.7. Sigir Serum Albumini Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Sigir serum albuminin distile sudaki 1 mg/ml’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Daha sonra
bu cozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6
mg/ml ve 0,8 mg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Lowry deneyi
uyguland1. Olgiilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler yonteminin uygulanmast ile
sigir serum albumini standart egrisi cizildi ve regresyon denklemi elde edildi

(Sekil 3-18).
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Sekil 3-18: Sigir serum albumini standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.6.8. Affinite Kromatografisi
Affinite kromatografisi gdzenekli ve inert tasityicinin aktivasyonu, tasiyiciya

ligantlar kovalent baglanmas1 ve kolon kromatografisi islemlerini kapsar.

3.6.8.1. Lektinin Ozgiil Karbohidrat Biriminin Belirlenmesi

Lektinin 6zgiil karbohidrat biriminin belirlenmesinde inhibisyon testinden
yararlanildi. Bu testte, lektine 6zgii karbohidrat birimi ortama ilave edildiginde lektine
hizla baglanir ve boylece aglutinasyon inhibe olur. Akev ve Can’in (1999) belirttigine
gore A. vera lektininin monosakkaritler tarafindan inhibe edilmedigi goéz Oniinde

bulundurularak disakkaritler ve glikoproteinler denendi.

A. vera yaprak pulpasinda bulunan lektinin 6zgiil karbohidrat biriminin se¢imi
10 x 75 mm boyutlarindaki tiiplerde yapildi. Tablo 3-1°de gosterilen karbohidratlar veya
glikoproteinlerin PBS’deki ¢ozeltilerinden 250 pl alindi ve 500 pl ham ekstre ilave
edildi. Karisim bir gece 37°C’lik etiivde bekletildikten sonra tiiplere, % 4’liik eritrosit
siispansiyonundan 250’ser pl ilave edildi ve 2. saatte hemaglutinasyon aktivitesi

tiiplerin alt kismina parmakla hafifce vurulmak suretiyle gozle degerlendirildi.
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Tablo 3-1: Lektinin 06zgiil karbohidrat birimlerinin belirlenmesinde kullanilan
hemaglutinasyon aktivitesi sonuclari.

Karbohidrat/glikoprotein Hemaglutinasyon aktivitesi
500 mM Laktoz +
100 mM N-asetil-D-galaktozamin +
50 mM 4-nitrofenil-o-D-glukopiranozit +
50 mM 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozit +
50 mM 4-nitrofenil-o-D-galaktopiranozit +
50 mM 4-nitrofenil-B-D-galaktopiranozit +
50 mg/ml ovalbumin -

N-asetil-D-galaktozamin Akev ve Can’m (1999) belirttigi gibi zayif bir

inhibisyon yaptigindan ve sadece bir glikoprotein olan ovalbumin igeren tiipte

hemaglutinasyon aktivitesi gozlenmediginden affinite kromatografisi i¢in uygun ligant

olarak ovalbumin secildi.

3.6.8.2. Siyanojen Bromiir (CNBr) ile Aktive Edilmis Sefaroz-4B Jelinin
Hazirlanmasi

1 mM HCI ¢ozeltisi (~ 200 ml/g jel) ve 0,5 M NaCl iceren 0,1 mM NaHCOs, pH
8.3 birlestirici tamponu (coupling buffer) hazirlandi ve 4°C’de saklandi.

5 g Sefaroz 4B tartild1 (0,3 g ~ 1ml sismis jel hacmi saglamaktadir) ve 1 mM
HCl'de 1 saat bekletilerek sismesi saglandi. Diisiik hizda calkalayicida

karistirildi, supernatant uzaklastirildi.

Sismis jel, 15 jel hacmi soguk 1 mM HCI ile yikandi. Diisiik hizda calkalayicida

karistirildi, supernatant uzaklastirildi. Islem 3 kez tekrarlandi.

Sismis jel, 15 jel hacmi 0,5 M NaCl iceren 0,1 M NaHCOs, pH 8,3 birlestirici
tamponu ile yikandi. Diisiik hizda c¢alkalayicida karigtirildi, supernatant
uzaklastirildi. Islem 3 kez tekrarlandu.
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3.6.8.3. Ligantin (Ovalbumin) Siyanojen Bromiir ile Aktive Edilmis Sefaroz 4B
Jeline Baglanmasi

50 mg/ml ovalbumin 0,5 M NaCl iceren 0,1 M NaHCOs;, pH 8,3 birlestirici

tamponunda ¢oziildii.

1 hacim yikanmig jel 5 hacim ligant ile karistirildi ve 24 saat 4°C’de diisiik hizda

jelin ¢okmesini 6nlemek icin ¢alkalayicida karistirildi.

3.6.8.4. Jelde Acikta Kalan Aktif Gruplarin Bloke Edilmesi ve Jelin Yikanmasi

Jel 0,1 M Tris - HCI tamponunda, pH 8,0 oda sicakliginda 2 saat diisiik hizda
calkalayicida karistirilarak bekletildi.

Jel iic kez pH’s1 yiiksek ve diisiik olan asagidaki tamponlarla yikandi:
0,5 M NaCl iceren 0,1 M sodyum asetat tamponu, pH 4,0.
0,5 M NaCl iceren 0,1 M Tris - HCI tamponu, pH 8,0.

Son olarak jel, 15 jel hacmi PBS, pH 7.4 ile yikandu.

3.6.8.5. Lektinin Jele Baglanmasi ve Kolondan Eliisyonu

176 ml % 50 amonyum siilfat kesiti CNBr - Sefaroz 4B - ovalbumin jeline ilave
edildi ve bir gece 4°C’de diisiik hizda jelin ¢okmesini 6nlemek igin ¢alkalayicida

karistirildi.

Ertesi giin 1,5 x 30 cm boyutlarindaki kolona, 16 cm yiikseklige kadar
dolduruldu ve PBS ile yikandiktan sonra lektin - ovalbumin 0,15 M NacCl iceren
0,05 M glisin - HCI, pH 2,9 tamponu ile eliie edildi. Eliiatlar, 75 ml/saat akis
hiz1 ile 2,5 ml’lik hacimler halinde, eliiatin pH’sin1 notrallestirmek i¢in 1,25 ml
0,15 M NaCl iceren M Tris - HCI, pH 8,0 igeren tiiplerde toplandi. Eliiatlarin
280 nm’deki absorbanslar1 okunarak eliisyon grafigi ¢izildi. Her tiipten 0,5’er ml
almip, 10 x 75 mm boyutlarindaki tiiplere aktarildi ve 0,2’ser ml % 4’liikk
eritrosit siispansyonu ilave edilerek hemaglutinasyon aktivitesi gosterip

gostermedigi gozle saptandi.

Protein pikine rastlayan ve hemaglutinasyon aktivitesi gosteren tiiplerdeki
cozeltiler birlestirildi (30 ml). PBS’ye karsi 4°C’de dializ edildi ve

ultrafiltrasyon membranindan gecirilerek konsantre edildi (3 ml).
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3.6.9. Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

Poliakrilamit jeli akrilamit ve bisakrilamit molekiilleri arasinda, amonyum
peroksodisiilfat (APS) araciligiyla TEMED’in katalizorliigiinde c¢apraz baglarin
olusmas1 ile polimerlesen bir jeldir. Akrilamit ve bisakrilamit arasindaki oran, ¢apraz

baglarla olusan porlarin ¢apini ve dolayisiyla jelin rezoliisyonununu belirler (19: 1; 29:

1;39:1).

Saflagtirilan enzimin safligi dogal ve SDS’li poliakrilamit jel elektroforeziyle
kontrol edildi.

Saf lektinin ve altbirimlerinin molekiil agirhig1 vertikal jel elektroforezi

cihazinda, Laemmli metoduna gore yapildi (Laemmli 1970).

3.6.9.1. Dogal Poliakrilamit Jel Elektroforezi (Native PAGE)
Dogal poliakrilamit jel elektroforezi 50 ml’lik bir Falkon tiipii i¢erisinde ayni
konsantrasyon ve pH'da jel hazirlandi (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: % 7,5’lik poliakrilamit jelinin hazirlanmasi.

Ayrraclar % 17,5’lik poliakrilamit
jelin hazirlanmasi

% 40 (w/v) akrilamit, % 1,09 (w/v) N, N'-bisakrilamit 7,5 ml

38:1; w: w)

Elektroforez yiiriitme tamponu 7,5 ml

% 0,5 Amonyum peroksodisiilfat 2,5 ml

Distile su 22,5 ml

TEMED 60 pl

Toplam 40 ml

Dogal PAGE icin protein Ornekleri isitilmadan, SDS ve 2-merkaptoetanol

icermeyen yiikleme tamponu ile 1: 1 oraninda karigtirildi.

3.6.9.2. Sodyum Dodesil Siilfath Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Bu metod proteinlerin molekiiler agirliklarini belirlemede ve saflastirilmig
proteinlerin saflik derecelerinin tayininde de kullanilmaktadir (Weber ve Osborn 1969).
Proteinler SDS varhiginda jel iizerinde yiiriitiildii. SDS proteinlerin hidrofobik

bolgelerini baglayarak denatiire eder. SDS ayrica denatiire olmus proteinleri yiiksek
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miktarda negatif yiikle yiikler. Bu yiik normalde proteinler iizerinde bulunan yiikleri
maskeler ve proteinler jel lizerinde yiiklerine gore degil molekiil agirlhiklarma gore
ayrilirlar (Oner ve Akev 1979). Eger protein alt birimleri disiilfiir baglar1 ile bir arada
tutuluyorsa, bu baglar elektroforezden ©Once 2-merkaptoetanol ve 1s1 araciligi ile
kirilmalidir. Her bir proteini ve proteinlerin alt birimlerini jel iizerinde tek bant

olusturacak sekilde ayirt etmek miimkiindiir.

1. Cam tabakalar once % 70’lik etanol ve sonra distile su ile temizlenerek oda

sicakliginda kurutuldu.

2. Kisa cam plaka bize dogru bakacak sekilde genis cam plakanin iizerine
yerlestirildi. Cam plakalar arasinda 0,75 mm kalinliginda “spacer” adi verilen
bosluk olusturucular konuldu. Plakalar plaka tutturuculart ile kilitlendi ve
Pasteur pipeti yardimiyla cam plaka kenarlarinin spacer ile yaptig1 dis bosluklar
agaroz ¢Ozeltisi konularak kapatildi. Olusturulan jelsiz cam plaka sistemi dik bir

vaziyette yerlestirildi (Sekil 3-19).

Sekil 3-19: Vertikal (dikey) jel elektroforez cam plaka sisteminin hazirlanmsi.

SDS-PAGE elektroforez sisteminde iki tip tampon ve iki farkli jel
konsantrasyonu kullanildi. Sistemin alt kismma pH’s1 8,8 olan ve % 12,5 akrilamit jeli
iceren ayristirma (resolving) jeli, tist kismina ise pH s1 6,8 olan ve % 4,5 akrilamit
iceren sikilastirma (stacking) jeli dokiildii (Rybicki ve Purves 1996, icinde: Coyne ve
ark. 1996).
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3. 50 ml’lik Falkon tiipii icerisinde Once ayirim yapilacak jel tabakasi hazirlandi

(Tablo 3-3).

Tablo 3-3: 0, 25 M Tris - HCI’deki (pH 8,8) % 12,5’lik ayristirma jelinin hazirlanmasi.

Ayrraclar 0,25 M Tris - HCI’deki (pH 8,8) % 12,5’lik
ayristirma jelinin hazirlanmasi

% 40 (w/v) akrilamit, % 1,09 (w/v), N, N'- 9,4 ml
bisakrilamit (38: 1; w: w)

1 M Tris - HC, pH 8,8 7,5 ml
% 10 SDS 0,3 ml
% 1 Amonyum peroksodisiilfat 0,5 ml
Distile su 12,3 ml
TEMED 20 ul
Toplam hacim 30 ml

4. 10 ml’lik pipet araciligi ile jel karigimi cam plakalar arasma dokiildii. Jelin iist

kisminin diiz olmasi i¢in jel daha polimerize olmadan iizerine su ile doyurulmus

butanol ilave edildi ve jel en az 30 dakika kadar oda sicakliginda polimerize

olmas:1 icin birakildi. Jelin polimerize oldugundan emin olduktan sonra

tizerindeki butanol tabakasi su ile yikanarak siizgec¢ kagidi yardimiyla kuruland:

ve jel yapiminda ikinci adim olan sikilastirma jelinin yapimia gecildi (Tablo 3-

4),

Tablo 3-4: 0,125 M Tris - HCI’deki (pH 6,8) % 4,5’lik sikilastirma jelinin hazirlanmasi.

Ayraclar

0,125 M Tris - HCI’deki (pH 6,8) % 4,5’lik
sikilagtirma jelin hazirlanmasi

% 40 (w/v) akrilamit,

% 1,09 (Wiv) 1,70 ml

N, N'-bisakrilamit (39: 1; w: w)

1 M Tris - HCI, pH 6,8 1,90 ml
% 10 SDS 0,15 ml
% 1 Amonyum peroksodisiilfat 0,50 ml
Distile su 10,80 ml
TEMED 20 ul

15,0 ml

Toplam hacim
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50 ml’lik Falkon tiipti igerisinde hazirlanan karisim yukarida hazirlanan
ayristirma jelinin iizerine dokiildii ve kuyucuklar1 olusturmak i¢in jelin iizerine tarak
takildi. Bu tarak 12 adet dis icerir ve bu dislerin bulundugu kisimlar polimerizasyondan
sonra jel iizerinde kuyucuk olarak kalir. Dislerin kalinlig1 ile cam plakalar arasindaki
boslugun kalinligmin ayni1 olmasmna dikkat edildi. Jelin polimerlesmesi i¢in an az 30

dakika beklendi.

3.6.9.3. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Denatiire edici SDS-PAGE’de 950 ul ornek yiikleme tamponuna (0,125 mM
Tris - HC1, % 2 SDS, % 10 gliserol, % 0,02 bromfenol mavisi) 50 ul 2-merkaptoetanol
ilave edildi ve protein drnekleri ile 1:1 oraninda karigtirilarak 95°C’de 5 dakika 1sitildi.

3.6.9.4. Jelin Yiiriitiilmesi

Alttaki spacer cikartildi. Cam tabakalar igerisinde polimerize olmus jel tank
icerisine 6zenle yerlestirildi. Her iki tank bdlmesi elektroforez yiiriitme tamponu (192
mM glisin; % 0,1 SDS; 25 mM Tris baz iceren elektroforez tamponu, pH 8,3) ile
dolduruldu. Mikropipet kullanilarak 25’er pl ham ekstre ve affinite kromatografisi ile
saflagtirilan lektin ¢ozeltisinden Sekil 3-20’de goriildiigii gibi kuyucuklara tatbik edildi.
Jel 100 ile 120 volt arasmnda bir voltaj secilerek jel basina 5 mA akim gegirildi.
Bromfenol mavisi, ayristirma jelinin alt kismina gelene kadar elektroforeze 3 - 4 saat

devam edildi.

@ annt
I,

5

ampon

Sekil 3-20: Vertikal jel elektroforezi diizenegi - Lehninger ve arkadaslari (1993)’den.
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3.6.9.5. Proteinlerin Jel Uzerinde Goriiniir Hale Getirilmesi - Jelin Boyanmasi
Cam plakalar arasindan cikartilan jel % 0,2' lik Coomassie brillant blue R-
250’nin metanol: su: asetik asit (45: 45: 10; v/v) karnisimindaki ¢ozeltisinde bir gece
calkalayicida oda sicakliginda bekletildi. Jel, boyandiktan sonra bir spatiil yardimiyla
boya icerisinden alinarak metanol: su: asetik asit (25: 65: 10; v/v) karisimindan olusan
dekoloran ¢ozeltide, ¢ozelti sik sik degistirilerek, bekletildi. Buradan alinan jeller asetik

asit: metanol: su (10: 5: 85; v/v) karisim iceren kapta saklandi.

3.6.10. Molekiil Agirhg Tayini
Proteinlerin SDS’li ortamda poliakrilamit jel elektroforezi yonteminde saptanan
fraksiyonlarmin sayisindan altbirim sayis1 anlasilacagi gibi, ayn1 zamanda altbirimlerin

molekiil agirliklar: da tayin edilebilir.

Dekolorasyondan sonra bromfenol mavisinin go¢ ettigi mesafeye kadar jellerin
uzunluklar1 ve protein bantlarmin yerleri cm olarak 6lciildii. Buradan, Denklem 3-9’a

gore protein fraksiyonlarinin mobilite (Rf)’leri hesaplandi.

Mobilite = Protein gogme uzaklig1 / Bromfenol mavisi gécme uzakligi (3-9)

Bu yontemle molekiil agirlig1 tayininde, molekiil agirhiklar1 belli olan alt1
proteinin mobiliteleri ile molekiil agirliklarmin logaritmalar1 arasinda grafik c¢izildi.
Molekiil agirlig1 bilinmeyen proteinin mobilite degeri grafikte yerine konarak tekabiil

eden molekiil agirligi bulundu.

LMW proteinleri iceren karisim (Tablo 3-5) 200 pl denatiire edici yiikleme
tamponunda ¢oziildii, 8 pl tatbik edildi.

Tablo 3-5: Marker olarak kullamlan diisiik molekiil agirhkh (LMW) proteinlerin Mr (Da)
ve Rf degerleri.

Protein Mr(Da) Rf

Fosforilaz 97 000 0,07
Albumin 66 000 0,13
Ovalbumin 45 000 0,25
Karbonik anhidraz 30 000 0,46
Tripsin inhibitor 20 000 0,67

a-Laktalbumin 14 000 0,89
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4. BULGULAR

4.1. A. vera Ekstresinin Antioksidan Bilesiklerinin ve Antioksidan Aktivitesinin
Incelenmesi

4.1.1. A. vera Ekstresinin Antioksidan Bilesiklerinin incelenmesi
Bu calismada A. vera ekstresi 50 g yaprak pulpasindan hazirlandi ve 0,0264 g/g
yaprak pulpasi ekstre edilebilen madde miktar1 elde edildi.

A. vera yaprak pulpasinda antioksidan aktiviteye sahip askorbik asit (0,422 +
0,029 mg/g yaprak pulpasi), B-karoten (15,51 £ 2,39 ug/g yaprak pulpasi), a-tokoferol
(1,47 £ 0,11 pg/g yaprak pulpasi), fenolik (0,241 + 0,014 mg/g yaprak pulpasi) ve
flavonoit (0,245 £ 0,005/mg yaprak pulpasi) gibi bilesikleriin miktar1 saptandi
(Tablo 4-1).

A. vera ekstresinin fenol ve flavonoid bilesiklerinin miktar1 arasinda yiiksek

korelasyon (r2 =0,9939) gozlendi.

A. vera sulu ekstresinin konsantrasyona bagli olarak lipid peroksidasyonu
inhibisyon ytizdeleri, MDA, TEAC ve FRAP degerleri Tablo 4-2’de, o-tokoferoliinkiler
Tablo 4-3’de ve askorbik asidinkiler Tablo 4-4’de gosterildi. A. vera ekstresinin ve

standartlarin antioksidan aktivitelerinin konsantrasyona bagli olarak arttig1 goriildii.

4.1.2. A. vera Yaprak Pulpasi Ekstresinin Lipozom Peroksidasyonu Uzerine
Antioksidan Etkisinin Incelenmesi

Lipit peroksidasyonunun inhibisyonu seklinde yansiyan antioksidan aktivitesinin
incelenmesinde, ekstrenin en diisilk antioksidan aktiviteyi 5 mg/ml’de, en yiiksek
antioksidan aktiviteyi ise 60 mg/ml’de gosterdigi ve bu konsantrasyonda platoya
ulastig1 goriildii (Sekil 4-1). Ekstrenin 60 mg/ml’de gosterdigi antioksidan aktivitenin
(% 71,91 £ 0,65), a-tokoferoliin 0,5 mg/ml’de (% 82,90 = 0,56) gosterdigi antioksidan
aktivitesinden daha diisiik (p < 0,05) oldugu goriildii.

Ekstrenin ve standartlarin antioksidan aktivitelerini kiyaslayabilmek icin efektif
konsantrasyonlar1 (ECsg) hesaplandi (Tablo 4-5). Diisiik ECso degeri yiiksek antioksidan

aktivitesinin gostergesidir.
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A. vera yaprak pulpasi ekstresinin (41,74 £ 0,18 mg/ml) ve a-tokoferol’iin (0,30
+ 0,01 mg/ml) ECsy degerleri kiyaslandiginda A. vera ekstresinin antioksidan

aktivitesinin a-tokoferoliin aktivitesinden diisiik (p < 0,05) oldugu saptandi.

Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Uc veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir. MDA lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle MDA 6lciilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii

olarak kullanilir.

Antioksidan icermeyen kontrol deneyinde 6,99 * 0,18 nM/g lesitin MDA
olusurken, 60 mg/ml ekstreyi iceren deneyde 1,98 + 0,03 nM/g lesitin MDA, 0,5 mg/ml
a-tokoferolii iceren deneyde ise 0,91 + 0,07 nM/g lesitin MDA olustugu goézlendi, A.
vera yaprak pulpasi ekstresinin ve o-tokoferoliin MDA olusumunu ve dolayisiyla lipit

peroksidasyonunu inhibe edici etkiye sahip oldugu sonucuna varildi.

A. vera ekstresinin antioksidan aktivitesi ile fenol (r2 =0,9998) ve flavonoit (r2 =

0,9956) miktar: arasinda yiiksek korelasyon gozlendi.

4.1.3. Troloks Ekivalan Antioksidan Kapasitesinin (TEAC Deneyi) Incelenmesi

Bu calismada A. vera sulu ekstresinin ABTS *giderici aktivitesine sahip oldugu
belirlendi. 60 mg/ml konsantrasyonda A. vera yaprak pulpasinm sulu ekstresi (% 78,22
+ 0,85), 0,5 mg/ml askorbik asidin (% 98,03 £ 0,64) ve 1 mg/ml o-tokoferoliin (%
99,41 + 0,45) aktivitesine gore daha diisik (p < 0,05) ABTS"" giderici aktivitesi
gosterdigi saptandi (Sekil 4-2).

Ekstrenin EC50 degeri (34,77 + 0,41 mg/ml) askorbik asidin (0,276 = 0,0028
mg/ml) ve o-tokoferoliin (0,533 £ 0,0021 mg/ml) EC50 degerlerinden yiiksek oldugu

icin antioksidan aktivitesinin standartlara kiyasla diisiik (p < 0,05) oldugu sonucuna

varildi.

Ekstrenin total antioksidan kapasitesi TEAC degeri (Troloks Ekivalan
Antioksidan Kapasite) olarak degerlendirildi. 1 TEAC 1 mM/L troloksa ekivalan test
edilen ekstre veya standartin konsantrasyonu olarak ifade edildi. TEAC degeri
antioksidan aktivitesinin kantitatif tayini oldugu i¢in yiiksek TEAC degeri yiiksek
antioksidan aktivitesinin gostergesidir. Askorbik asit 0,5 mg/ml’de (2,09 = 0,011 mM/L



68

veya) ve o-tokoferol 1 mg/ml’de (2,12 £ 0,010 mM/L) yiiksek TEAC degeri gosterirken
A. vera sulu ekstresinde 60 mg/ml’de (1,66 = 0,017 mM/L veya 1,21 £ 0,020 mM/g
yaprak pulpasi) daha diisiik (p < 0,05) TEAC degeri saptand1.

A. vera ekstresinin TEAC degeri ile fenol (r2 = 0,9904) ve flavonoit (r2 =

0,9691) miktar: arasinda ytiksek korelasyon gozlendi.

4.1.4. DPPH Radikali Giderici Aktivitesinin Incelenmesi

A. vera yaprak pulpasi sulu ekstresinin yiiksek konsantrasyonlarda hidrojen
atomu vericisi olarak etki gosterdigi goriildii. 60 mg/ml konsantrasyonda A. vera yaprak
pulpasinin sulu ekstresinin (% 70,81 £ 0,27), askorbik asidin 0,25 mg/ml’de (% 96,01
0,37) ve a-tokoferoliin 0,5 mg/ml’de (% 88,31 + 1,81) gosterdikleri DPPH" giderici
aktivitesine gore daha zayif (p < 0,05) DPPH radikali giderici aktivitesi gosterdigi
saptandi (Sekil 4-3).

Ekstrenin ve standartlarin EC50 degerleri kiyaslandiginda askorbik asidin en

yiksek DPPH radikal giderici aktivitesi (69,22 + 2.65 upg/ml) gosterdigi, bunu
a-tokoferoliin (341,02 £ 1,05 pug/ml) takip ettigi ve en diisiik (p < 0,05) aktiviteyi ise

A. vera ekstresinin (41,81 £ 0,55 mg/ml) gosterdigi goriildii.

A. vera ekstresinin DPPH radikal giderici aktivitesi ile fenol (r2 = 0,9999) ve
flavonoit (r* = 0,9927) miktar arasinda yiiksek korelasyon gézlendi.

4.1.5. Siiperoksit Radikali Giderici Aktivitesinin incelenmesi

Ekstrenin siiperoksit radikali giderici aktivitesi 10 mg/ml konsantrasyonunda (%
62,92 t 1,23), askorbik asidin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda (% 62,06 + 1,44)
gosterdigi aktivitesine yakin (p > 0,05) bulundu (Sekil 4-4).

ECsp degerleri kiyaslandiginda ise A. vera ekstresinin (5,76 = 0,19 mg/ml),
askorbik asite (0,389 + 0,010 mg/ml) gore daha zayif (p < 0.05) siiperoksit radikali
giderici aktivitesi gosterdigi goriildii. o-Tokoferol ise siiperoksit radikal giderici

aktivitesi gostermedi.

4.1.6. Ferri Iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyelinin (FRAP Deneyi)
Incelenmesi

A. vera sulu ekstresinin indirgeyici giici FRAP degeri olarak ifade edildi.

Yiiksek FRAP degeri yiiksek indirgeyici giiciin gostergesidir. 60 mg/ml
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konsantrasyonunda A. vera sulu ekstresi (1,02 + 0,003 mM/L Fe** veya 1,14 £ 0,041
mM/g yaprak pulpasi Fe*"), askorbik asidin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda (1,84 + 0,011
mM/L Fez+) ve a-tokoferoliin 1 mg/ml konsantrasyonundaki (1,81 + 0,012 mM/L Fez+)
indirgeyici giiclinden daha zayif (p < 0,05) indirgeyici gii¢ gosterdigi belirlendi.

A. vera ekstresinin indirgeyici giicli ile fenol (> = 0,9918) ve flavonoit (1> =

0,9717) miktar: arasinda ytiksek korelasyon gozlendi.

A. vera ekstresinin rediikleyici giicii ile antioksidan aktivitesi (r* = 0,9955),
DPPH’ (r* = 0,9857) ve ABTS™" (r* = 0,9916) giderici aktiviteleri arasinda yiiksek
korelasyon bulunarak ekstrenin antioksidan aktivitesinin, serbest radikal giderici

aktivitesi ile indirgeyici giiclinden ileri gelebilecegi diisiiniildii

A. vera yaprak pulpasindan affinite kromatografisi ile saflastirilan lektinin

DPPH’ giderici aktivitesi olmadig1 saptandi.



Tablo 4-1: A. vera yaprak pulpasindan hazirlanan sulu ekstrenin icerdigi total ekstre edilebilen madde miktar1 (EC), askorbik asit, B-karoten, o-
tokoferol, fenolik maddelerin (PC, yaprak agirhgimin her gramn icin gallik asit ekivalam olarak) ve flavonoit (yaprak agirh@gimin her gramm icin
katesin ekivalam olarak) miktarlari.

Ekstre EC Askorbik asit B-Karoten a-Tokoferol PC Flavonoit
g/g yaprak mg/g yaprak ng/g yaprak ng/g yaprak mg GAE/g yaprak mg KE/g yaprak
pulpasi pulpasi pulpasi pulpasi pulpasi pulpasi
A. vera ekstresi 0,0264 0,422 £0,029 15,51 £2,39 1,47 £0,11 0,241 £0,014 0,245 + 0,005

0L



Tablo 4-2: A. vera yaprak pulpasindan hazirlanan sulu ekstrenin konsantrasyona bagh olarak gosterdigi lipit peroksidasyonu inhibisyon

yiizdeleri; ABTS™, DPPH" ve siiperoksit radikali giderici aktivitesi yiizdeleri; MDA, TEAC ve FRAP degerleri.

Ekstre mg/ml LP ABTS™ giderici DPPH" giderici Siiperoksit MDA nM/g TEAC FRAP
inhibisyonu aktivitesi aktivitesi l‘ad;liililvzigtlgfibrlcl lesitin (mMJ/L) (mMJ/L)
(%) (%) (%)
(%)
A. vera 80 72,73 £ 1,16 78,65 £ 0,34 71,84 £ 1,13 62,92 £ 1,23 1,85+ 0,02 1,67 £0,010 1,260,014
ekstresi
60 71,91 £ 0,65 78,22 0,85 70,81 £ 0,27 62,92 + 1,23 1,98 + 0,03 1,66 £ 0,017 1,02 0,003
40 56,01 £1,90 67,34 £ 1,45 62,64 = 1,14 62,92 £1,23 3,23 £0,36 1,42 +0,028 0,79 £0,017
20 34,51 £3,21 45,27 + 1,48 36,08 £2,08 62,92 £ 1,23 4,71 £0,14 0,94 +0,034 0,55%0,017
10 24,50 + 3,77 23,59 £ 0,81 19,60 + 1,88 62,92 + 1,23 5,12+ 0,08 0,47+0,017 0,44 0,006
5 12,08 £ 1,38 12,67 £ 0,96 6,47 £ 0,84 62,72 £ 2,06 5,66 £ 0,56 0,22 £0,020 0,32 £ 0,003
2,5 38,55 +£0,62
1,25 20,24 + 1,34
0,625 10,20 + 1,33

IL



Tablo 4-3: a-Tokoferoliin konsantrasyona bagh olarak gosterdigi lipit peroksidasyonu inhibisyon yiizdeleri; ABTS** ve DPPH" radikali giderici

aktivitesi yiizdeleri; MDA, TEAC ve FRAP degerleri.

Standart mg/ml LP ABTS™ DPPH’ MDA TEAC FRAP
inhibisyonu giderici aktivitesi giderici aktivitesi nM/g lesitin (mM/L) (mM/L)
(%) (%) (%)

o-tokoferol 1,0 83,33£0,84 99,41 £0,45 88,89 £ 1,19 0,90 +0,15 2,12+0,010 1,81 +£0,012
0,5 82,90 £ 0,56 51,36 £2,12 88,31 + 1,81 0,91 +£0,07 1,07 £0,073 1,34 £0,130
0,25 61,91 £1,70 35,22 +1,19 62,57 +3,80 2,74 10,13 0,72 £0,028 0,88 £0,013
0,125 45,07 + 1,60 17,29 £0,43 32,47 +2,97 3,20£0,25 0,33£0,010 0,66 £ 0,098
0,0625 27,29 +1,83 14,15+ 1,80 5,15£0,01 0,56 £0,056

0,031 9,44 +0,76 8,71 £ 1,06 6,43 £0,03

L



Tablo 4-4: Askorbik asidin konsantrasyona bagh olarak gosterdigi ABTS", DPPH’ ve siiperoksit radikali giderici aktivitesi yiizdeleri; TEAC ve

FRAP degerleri.
Standart mg/ml ABTS™ DPPH’ Siiperoksit radikali TEAC FRAP
giderici aktivitesi  giderici aktivitesi giderici aktivitesi (mM/L) (mMJ/L)
(%) (%) (%)

AsKkorbik asit 0,5 98,03 + 0,64 96,47 + 0,36 62,06 + 1,44 2,09 £ 0,011 1,84 £ 0,011
0,25 56,22 + 1,08 96,01 + 0,37 38,19+ 1,26 1,18 £ 0,023 1,02 £ 0,038
0,125 29,70 £ 0,69 88,73 £ 1,09 22,41+ 1,27 0,60 £ 0,015 0,60 £0,014
0,0625 14,86 + 0,78 70,451 276 6,63 1,23 0,27 £0,015 0,40 £0,011
0,031 44,17 £0,92 0,20 £ 0,007
0,016 19,93 £ 0,74
0,008 10,69 + 1,74

€L



Tablo 4-5: A. vera yaprak pulpasindan elde edilen sulu ekstrenin ECsp, TEAC ve FRAP degeri olarak antioksidan aktivitesi.

Ekstre Antioksidan aktivitesi® ABTS ° DPPH ¢ SOD"‘ Total Antioksidan FRAP degeri '
(lipozom sistemi) ~ ECs) (mg/ml) ECs) (mg/ml)  ECs) ( mg/ml) potansiyeli * ( mM Fe **/g yaprak
ECsy ( mg/ml) (mM TEAC/g yaprak pulpast)
pulpasi)
A. vera ekstresi 41,74+ 0,18 34,77+0,41 41,81 £0.55 5,76 £0,19 1,21 £0,020 1,14 £0,041

* ECsq degeri (% 50 TBARS olusumunun inhibisyonunu saglayan ekstre konsantrasyonu).

® ECs, degeri (% 50 ABTS radikal katyonu giderici aktivitesi gostermesi icin gerekli olan antioksidan miktarr).
¢ ECs degeri (% 50 DPPH radikali giderici aktivitesi gostermesi i¢in gerekli olan antioksidan miktart).

ECs degeri (% 50 siiperoksit radikali giderici aktivitesi gostermesi icin gerekli olan antioksidan miktarr).

¢ mM Troloks ekivalani olarak ifade edildi.

" mM Fe (II) iyonlan1 ekivalam olarak ifade edildi.

YL
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Sekil 4-1: A. vera yaprak pulpasindan elde edilen sulu ekstrenin TBA metoduna gore
antioksidan aktivitesi.

Deneyler ii¢ kez tekrarland: ve elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi (n = 3).
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Sekil 4-2: A. vera yaprak pulpasindan elde edilen sulu ekstrenin ABTS radikal katyonu
giderici aktivitesi.

Deneyler ii¢ kez tekrarland: ve elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi (n = 3).
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Sekil 4-3: A. vera yaprak pulpasindan elde edilen sulu ekstrenin DPPH radikali giderici
aktivitesi.

Deneyler ii¢ kez tekrarland: ve elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi (n = 3).
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Sekil 4-4: A. vera yaprak pulpasindan elde edilen sulu ekstrenin siiperoksit radikali
giderici aktivitesi.

Deneyler ii¢ kez tekrarland: ve elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak verildi (n = 3).
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4.2. A. vera Yaprak Pulpasindaki Lektinin Saflastirnlma Evrelerindeki Protein
Miktarlar1 ve Hemaglutinasyon Aktivitelerinin incelenmesi

A. vera yaprak pulpasindaki lektinin saflagtirma evrelerindeki protein miktarlar:
ve hemaglutinasyon aktiviteleri Tablo 4-6’da, ham ekstre % 50 amonyum siilfat

kesitinin affinite kolon kromatografisi eliisyon grafigi ise Sekil 4-5’te gosterilmistir.

Tablo 4-6: A. vera yaprak pulpasindan lektin saflastirilmasi evreleri.

Saflastirma evresi Hacim Protein Total HA  HB/mg Saflastirma

(ml) (mg/ml) protein titresi orani
(mg)

Ham ekstre 450 4,22 1899 8 7,58 1

% 50 Amonyum 176 0,84 147,8 64 152,4 20,1

siilfat Kkesiti

Affinite 3 0,28 0,84 64 457,1 60,3

kromatografisi

499,96 g A. vera yaprak pulpastyla ¢alisildi.

Absorbans (280 nm)
Spesifik aktivite (HB/mg)

0 10 20 30 40 50 60
Tiip sayist

Sekil 4-5: A. vera yaprak pulpast ham ekstresi % 50 amonyum siilfat kesitinin affinite
kolon kromatografisi eliisyon grafigi.

Stitun boyutlart: 16 x 1,5 cm., Akig hizi: 75 ml/saat. e—e: Spesifik aktivite (HB/mg), A—A : Protein (mg/ml).
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4.3. Poliakrilamit Jel Elektroforezi
A. vera yaprak pulpasmndaki lektinin affinite kromatografisi ile elde edilen
eliatmimn dogal poliakrilamit jel elektroforezindeki tek protein bandi Sekil 4-6’da

goriilmektedir.

Sekil 4-6: A. vera yaprak pulpasindaki lektininin affinite kromatografisiyle elde edilen
eliiatin dogal poliakrilamit jel elektroforezindeki tek protein bandi.

A. vera yaprak pulpasmndaki lektinin affinite kromatografisi ile elde edilen
eliiatin SDS-PAGE’deki jel elektroforezinde biri ¢ok hafif digeri kalin iki protein bandi
Sekil 4-7°de goriilmektedir. Bu bantlardan birinin molekiil agirligi 45 000, digerinin ise
14 400 olarak bulundu (Sekil 4-8).

—g __—" Fosforilaz 97 000
p— s — Albumin 66 000
¥ oubumn 45 000
. —» Karbonik anhidraz 30 000
@8 | ——> Tripsin inhibitorii 20 100
‘ —> o-Laktalbumin 14 400

a b C

Sekil 4-7: A. vera yaprak pulpasi ham ekstresi ile bu ekstreden affinite kromatografisi ile
elde edilen lektin eliiatimin, diisitkk molekiil agirhkh standart proteinlerle karsilastirmah
olarak calisihnan SDS-PAGE’deki protein bantlari.

a) Ham ekstre, b) Lektin, c) Diisiik molekiil agirlikli standart proteinler (LMW).
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Fosforilaz )
' ~ Ovalbumin
5] . Albumin _ _
5 / Karbonik anhidraz
. / Tripsin inhibitorii
454 / o-Laktalbumin
_ ' Lektin alt birimi
=
z /
[«
= y =-0,94(Rf) + 4,95 .
3 R%=0,9631
4 4
3,5 T T 1
0 0,3 0,6 0,9
Rf

Sekil 4-8: Diisiikk molekiil agirhkh standart proteinlerin SDS-PAGE standart egrisi ve
regresyon denklemi.
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S. TARTISMA

5.1. A. vera Yaprak Pulpasinin Antioksidan Aktivitesi

Bitkilerin cesitli biyokimyasal ve farmakolojik etkilerinin antioksidanlarla ilgili
oldugu son yillarda tartisilmaya baslanmistir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin
en Onemli gruplarin1 olustururlar. Bu bilesikler icerisinde en fazla bulunanlari
flavonoidler ve fenolik asitlerdir (Scalbert ve ark. 2005). Fenol ve flavonoitler yaygin
olarak taninan ve biyolojik membranlardaki lipit peroksidasyonunu inhibe eden dogal
antioksidan yapilardir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisinin, serbest radikalleri
giderme, metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet oksijen
olusumunu engelleme veya azaltma (Rice-Evans ve ark. 1997) gibi 6zelliklerinden
kaynaklandigr oOne siiriilmiistiir. Antioksidanlar hidrojen atomu vericisi olarak etki
gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere doniistiiriirler. Bu
sekilde olusan antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik halka tiizerindeki
ciftlesmemis elektronun yer degistirmesiyle stabilize olur. Bu nedenle antioksidan

molekiiller yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tagirlar.

A. vera’nin antioksidan aktivitesiyle ilgili az sayida calisma son on yilda
yapilmustir. A. barbadensis’in metanolik ekstresinden antioksidan 6zelliginde 8-C-B-D-
[2-O-(E)-kumaril]glukopironozil-2-[2-hidroksil]-propil-7-metoksi-5-metilkromon izole
edildigi bildirilmistir (Lee ve ark. 2000).

Yagi ve arkadaslar1 (2002) A. vera’dan izole edilmis antioksidan aktivitesi
gosteren aloesin, aleresin (p-kumarolaloesin), feruloaloesin, izorabaikromon,
izoaloeresin D, izoaloeresin E ve 7-metoksi-8-glukosilaloesol gibi fenolik bilesikleri

sekil halinde vermistir (Sekil 5-1).
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Sekil 5-1: A. vera’dan izole edilen baz1 bilesiklerin kimyasal konfigiirasyonlari-Yagi ve
arkadaslar (2002)’den.
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A. vera’dan izole edilen aloesin tiirevlerinden izorabaikromon, feruloilaloesin ve
p-kumaroilaloesinin gii¢lii DPPH ve siiperoksit radikali giderici aktivitesi gosterdikleri
bildirilmistir ve izorabaikromon bilesiginin siiperoksit radikali giderici aktivitesinin
kafeoil grubundan ileri gelebilecegi diisiiniilmiistiir (Yagi ve ark. 2002). Kafeoil grubu
hidrojen atomunu kolayca vererek ortamdaki serbest radikalleri giderir ve lipit
peroksidasyonunu devam ettiren zincir reaksiyonunu durdurur. Ayni ¢calismada askorbat
ile indiiklenmis lipit peroksidasyon sisteminde feruloialoesinin (ICso 85 uM) ve
barbaloinin (ICso 64 uM), NADPH oksidasyonu ile indiiklenmis lipit peroksidasyonu
sisteminde ise isorabaikromonun (ICsy 23 uM) lipit peroksit olusumunu inhibe edici
aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Aloesin ve benzeri tiirevlerinin ise her iki sistemde

diisiik aktivite gosterdikleri bildirilmistir.

Beppu ve arkadaslar1 (2003) A. arborescens’in kaynatilmig yaprak derisinde
(skin) fenolik bilesiklerin en biiyiik kismini kromon tiirevleri olan 2'-O-p-
kumaroilaloesin (ECsp 69,3 uM) ile 2'-O-feruloilaloesinin (ECso 38,7 uM)
olusturdugunu ve bu bilesiklerin DPPH radikali giderici aktivitelerinin antron tiirevleri
olan izobarbaloin (ECsy 373,7 uM) ve barbaloin (ECsp 377,7 uM) aktivitelerinden daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutazin Mn-SOD izomerinin A. vera
yaprak derisi ve yaprak pulpasindaki varhigi tespit edilmis ve molekiil agirligi tayin
edilmistir (32-42 kDa) (Sabeh ve ark. 1996). Siiperoksit dismutazin Cu- ve Zn-SOD
izoenzimlerin aktiviteleri ise Kidachi aloe (A. arborescens Miller var. natalensis Berger)
yaprak derisi ve pulpasinda tespit edilmistir. Aloe yaprak pulpasinin SOD aktivitesi
diisiik molekiil agirlikli vitamin C, E ve karotenoitlerin varligim diisiindiirmektedir. Bu
calismada A. vera yaprak pulpasinda bu vitaminlerin varhigi kanitlanmistir. A. vera
yaprak pulpasinin antioksidan aktivitesinin, icerdigi fenol bilesikleri, flavonoitler,
karotenoitler, a-tokoferol ve askorbik asitden ileri gelebilecegi diisiiniilmiistiir (Kato ve

Arai 1997; Eshun ve He 2004)

Aloe bitkisinde diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin en biiyiik kismini antrakinon

ve antronlarin olusturdugu bildirilmistir (Malterud ve ark. 1993)

A. vera’dan siiperoksit ve hidroksil radikali giderici aktivitesi gosteren iki

kumarin izole edilmistir (Zhang ve ark. 2006).
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A. vera ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin, bitkinin c¢esitli gelisme
zamanlarina gore degistigi gosterilmistir (Hu ve ark. 2003). Aym ¢alismada A. vera
ekstresinin DPPH radikali giderici aktivitesinin BHT ve o-tokoferolle esit veya daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. A. vera yaprak derisinin etanol ekstresinin DPPH radikali
giderici aktivitesi % 39,7 olarak bildirilmistir (Hu ve ark. 2005). Bizim caligmamizda
A. vera yaprak pulpasmdan elde edilen sulu ekstrenin daha gii¢clii bir DPPH radikali
giderici aktivitesi (% 70,81) gosterdigi goriilmektedir.

A. vera yaprak derisinin etanol ekstresinin TEAC degeri 2,60 mM/mg olarak
bildirilmistir (Hu ve ark. 2005). Rice-Evans ve arkadaslaria (1997) gore yiiksek radikal
giderici etkisine sahip olan flavonoitlerin TEAC degerleri 1,9 mM’den yiiksektir, 1,5
mM TEAC degerini gosteren flavonoitlerin radikal giderici etkisi diisiiktiir. Bu
smiflandirma goz Oniine alinirsa A. vera yaprak pulpasimdan elde edilen sulu ekstrenin

TEAC degeri (1,21mM /g) antioksidan aktivitesi diigiiktiir.

Bircok arastirmada antioksidan aktivite ile indirgeyici gii¢ arasinda yiiksek
korelasyon bulunmus ve indirgeyici giiciin, antioksidan aktivitesinin bir gostergesi
olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bizim caligmamizdaki sonuglar da bunu
dogrular niteliktedir. Aloe ekstresinin FRAP degeri (1,14 mM/g) fenolik bilesikleri
iceren bircok ekstre ile uyum gostermektedir (Li ve ark. 2006; Kanatt ve ark. 2007).

5.2. A. vera Yaprak Pulpasi Lektini

Lektinlerin ~ antioksidan  aktiviteleri ~ hakkinda  literatirde  kaynaga
rastlanmamistir. Bazi polisakkaritlerin antioksidan etkileri bildirilmistir. Bunlardan, A.
barbadensis’in jel ve yaprak derisinden anyon degistirici ve tekrarlanan jel
kromatografileri kullanilarak izole edilen ve GAPS-1 ile SAPS-1 olarak adlandirilan
polisakkaritlerin, giiclii siiperoksit ve orta derecede hidroksil radikali giderici aktivitesi,
ferri iyonu kelatlama aktivitesi, indirgeyici giicii ve lipid peroksidasyonu inhibe edici

aktivitesi gosterdikleri bildirilmistir (Chun-hui ve ark. 2007).

Bagka bir calismada A. vera var. chinensis (Haw.)’in yapraklarindan anyon-
degistirici ve tekrarlanan jel kromatografileri kullanilarak mannoz ve glukozdan olusan
polisakkaritinin (APS-1) siiperoksit ve hidroksil radikali giderici giicli, bakir ile
indiiklenmis LDL oksidasyon sisteminde inhibitor etkisi ve farelerdeki PC12
hiicrelerinde (feokromositoma hiicreleri) hidrojen peroksit ile indiiklenmis lezyonlara

kars1 koruyucu etkisi gosterdigi bildirilmistir (Wu ve ark. 2006).
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KardoSovd ve Machovd (2006) A. vera yapraklarindan izole ettikleri
polisakkaritlerin soya lesitininden hazirlanan lipozomlarda Fenton reaksiyonu sonucu
olusan OH radikalleri ile baglatilan lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini ileri

stirmiislerdir.

Calismamizda Aloe yaprak pulpasindan saflastirilan ve glikoprotein yapisinda
oldugu daha onceki caligmalarda gosterilmis olan lektinin ve polisakkaritce zengin
oldugu bilinen jelin Aloe’nin sulu ekstresinin gosterdigi antioksidan aktiviteyi

gostermemesi bu ¢aligmalarla uygunluk gostermemektedir.

Bitkilerin gosterdikleri antitimor etkilerin igerdikleri antioksidan bilesiklerle
ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Daha 6nce laboratuvarimizda A. vera yaprak pulpasindan
saflastirilan ve Aloctin I olarak adlandirilan lektinin, tiimér koruyucu etkisinin Aloe
yaprak pulpasimin antitiimor etkisinden daha az olmasi (Akev ve ark. 2007b), bu tezde

lektinin antioksidan aktivite gdstermemesi ile a¢iklanabilir.

Lektinler, genellikle glikoprotein yapisinda proteinler olduklar1 gibi, ayni
zamanda hiicre zarinda karbohidratlara veya glikoproteinlere spesifik olarak baglanirlar.
Bu ozelliklerinden affinite kromatografisi ile saflastirilmalarinda yararlanilir.
Laboratuvarimizda daha 6nce A. vera yaprak pulpasindan (Akev ve ark. 2002-2003) ve
jelinden (Malko¢ ve Akev 1999) elde edilen lektinlerin de glikoprotein yapisinda

olduklar1 saptanmustir .

Lektinlerin molekiil agirliklarinin 26 000 - 400 000 dalton arasinda degistigi
bildirilmistir (Akev 1989). Aym: kaynakta bulunan, alt birimleri ve biyolojik etkileri
aynt veya benzer olan lektinlere izolektin adi verilmistir. Farkli genler tarafindan
kodlandig: ileri siiriilen izolektinlerinin igerdikleri alt birimlerin, 6zdes veya degisik

olabilecegi de bildirilmistir (Sharon ve Lis 1972; Lis ve Sharon 1981b).

Lektin elde edilmesinde cesitli saflastirma yontemlerinden yararlanilmistir.
Lektinler amonyum siilfatla ¢oktiirme, kolon kromatografisi (iyon degistirici ve
hidroksilapatit), jel filtrasyon gibi ayirma yontemlerinin kullanilmasiyla cesitli
kaynaklardan elde edilmistir (Sharon ve Lis 1972). Affinite kromatografisinin
lektinlerin saflastirilmasinda kullanilmast 1980°1i yillarda baslanmistir (Lis ve Sharon
1981b). Son yillarda affinite kromatografisinin uygulanmasi lektinlerin tek basamakli
saflastirilmalarina olanak saglamistir. Adsorban olarak CNBr ile aktive adilmis Sefaroz

4B, ligand olarak fetuin, tiroglobulin, BSA gibi serum glikoproteinleri veya
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karbohidratlarin kullanilmasiyla liganda baglanan lektinler, daha sonra, pH degisikligi /
tuz ¢ozeltileri veya ligand ilavesiyle kolondan eliie edilerek c¢esitli bitkisel kaynaklardan
saflagtirilmiglardir (Sela ve ark. 1975; Nowak ve ark. 1977). Ancak degisik
kaynaklardan saflastirilan her bir lektin i¢in uygun ligandin bulunmasi gerekmektedir.
Calismamizda yapilan aglutinasyon deneyleri sonucunda N-asetil-D-galaktozamin ve
ovalbumin uygun ligant olarak saptanmustir ve aralarindan ovalbumin se¢ilmistir. Sonug
olarak A. vera lektininin saflastirmasinda affinite kromatografisi yontemi ilk kez

uygulanmis ve lektin bu yontemle 60 kez saflastirilmistir (Tablo 4-6).

Son yillarda Aloe cinslerinde lektinlerin varhigmdan s6z edilmektedir. ilk kez
1979 yilinda A. aborescens yapraklarindan iki lektin saflagtiridmistir. Bu lektinlerin
molekiil agirliklarinm 18 000 ve 24 000 dalton oldugu ve her birinin iki alt biriminden
olustugu saptanmistir (Suzuki ve ark. 1979). Laboratuvarimizda A. vera yaprak
pulpasindan tuzla fraksiyonlu ¢oktiirme ve hidroksilapatit siitun kromatografisi
yontemleriyle Aloctin I ve Aloctin II olarak adlandirilan iki izolektin izole edilmistir
(Akev ve Can 1999). Yapraklarin jel kismindan elde edilen lektinle, yaprak pulpasindan
saflastirilan Aloctin II'nin, her ikisinin de hidroksilapatit siitundan 0,05 M tamponla
eliie olmalar1 dolayisiyla 6zdes olduklar: ileri siiriilmiistiir (Malko¢ ve Akev 1999).
Aloctin I’in Sephadex G-50 jel filtrasyonu ile daha ileri saflastirilmasi sonucunda dogal
poliakrilamit jel elektroforezinde Aloctin I ve Aloctin II’nin molekiil agirliklarinin
45 000 dalton oldugu belirlenmis ve SDS — PAGE’de her birinin molekiil agirhigi
15 000 dalton olan ii¢ altbiriminden olustugu sonucuna vardmistir (Akev ve ark. 2002-
2003). SDS-PAGE’de goriilen 45 000 daltonluk molekiil agirhigidaki hafif bant, kiiciik
bir kirliligi veya tam ayrilmamis ovalbumini gosterebilir (Sekil 4-7). Asil bandin 14 400
dalton molekiil agirligindaki proteini gostermesi (Sekil 4-8), saflastirilan lektinin daha
once Akev ve Can tarafindan saflastirilan Aloctin I’le ayni oldugunu kanitlamaktadir.
Tarafimizdan saflastirilan lektinin  molekiil agirligi daha O©nceki c¢aligmalarda
A. arborescens’ten saflastirilan lektinlerinkiyle tam ayni olmasa da yakin bulunmustur

(Suzuki ve ark. 1979; Koike ve ark. 1995).

Tezimizde daha 6nce ayni laboratuvarda saflastirilan Aloctin I, ¢ok daha spesifik
bir saflastirma yontemi olan affinite kromatografisi ve dogal PAGE’inde tek bant

gosteren saflikta elde edilmistir.
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5.3. Sonu¢

Bu calismada tarafimizdan kiiltiirii yapilan A. vera (L.) Burm. fil. bitkisinin
yaprak pulpasi ve jelinin sulu ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri 5 adet antioksidan
deneyi kullanilarak incelenmistir. A. vera yaprak pulpasi ekstresinin referans maddelere
gore daha diisiik antioksidan aktivitesi gosterdigi saptanmustir. A. vera yaprak jeli ile
yapilan DPPH radikali giderici aktivitesi deneyinde jelin antioksidan 0Ozellik

gostermedigi saptanmuistir.

Bu calismanin sonucunda, A. vera yaprak pulpasi sulu ekstresinden tuzla
coktiirme ve affinite kromatografisi yontemleriyle elde edilen lektinin saflastirilmasinda
yeni bir afinite kromatografisi yontemi gelistirilmis ve lektin bu yontemle poliakrilamit
jel elektroforezinde tek bant gosterecek saflikta, 60 kez saflastirilmistir. A. vera
lektininin DPPH radikali giderici aktivitesi gostermedigi saptanmis ve A. vera’nin
antioksidan 6zelliginin fenolik bilesiklerden ve antioksidan vitaminlerden ileri geldigi

One siiriillmektedir.
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E-mail eda0014 @hotmail.com |Telefon No. 05446650977
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Doktora
Yiiksek Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya
. 1 2008
Lisans Anabilim Dali
Lisans Cf:lal Bayar }vaersﬁesh Fen-Edebiyat Fakiiltesi, 2006
Biyoloji Boliimii
Lise Se‘:hremlm Anadolu Lisesi (Yabanci Dil Agirlikli Siiper 2002
Lise)
Yabanc1 | Okudugunu KPDS/UDS (Diger)
e Konusma*| Yazma* Puam Puam
Dilleri Anlama*
(Smav yih) (Smav yih)
UDS Istanbul Un}ver51t651
S, ‘. . . Yabanci Dil Sinavi
Ingilizce Iyi Iyi Iyi 41,250
(2006) 68,75
(2006)
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 49,358 54,943 52,153
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Word Cok iyi
Microsoft Office Power Point Cok iyi
Microsoft Office Picture Manager Cok iyi
Microsoft Office Excel Iyi
Paint Iyi
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Yayinlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri

Sertifikalar Veren kurulus Tarih
Upper Intermediate Business Bilge Adam Bilgi Teknolojileri

. . 2008
English Akademisi

. T MATED
Toplam Kalite Yonetimi (Manisa Teknik Elemanlar Dernegi) 2008
TS EN ISO 22000 Giivenli Gida MATED 2008
Yonetim Sistemi (H.A.C.C.P.) (Manisa Teknik Elemanlar Dernegi)
(DETAE)
Eensl}; m:lag:/anlan laboratuvar| .. nbul Universitesi Deneysel Tip 2007
e Arastirma Enstitiisii

Ozel ilgi Alanlan (Hobileri): Basketbol, yiizme, satrang, metafizik ve kisisel gelisim
ile ilgili konular.




