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Yiksek Lisans Tezi

FERULIK ASIDIN METABOLIK VE ANTIOKSIDAN ENZIMLER UZERINE
OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ezgi Giirler

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Ozlem Yildirim

Ferulik asit (FA) bitkilerde yiiksek miktarda bulunan fenolik asitlerden biridir. Misir kepegi
(2610-3300 mg/100 @), bugday kepegi, patlican gibi gidalarda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. FA, gidalarda hem konjuge hem de serbest formlarda bulunur ve ¢ok diisiik bir
toksisiteye sahiptir. Oksidan ve antioksidan molekiiller arasindaki dengenin bozulmasi sonucu
serbest radikallerin hiicre hasarina neden olmasinin bir sonucu olarak oksidatif stres meydana
gelmektedir. Giiglii bir antioksidan molekiil olarak bilinen FA’nin, antioksidan potansiyeli
kimyasal yapisinda yer alan fenolik ¢ekirdegindeki fenoksi radikallerinden kaynaklanmaktadir.
llaveten, FA, serbest radikal zincir reaksiyonlarmni temizleyebilme ve durdurabilme ozelligine
sahiptir. Bu ¢alismada FA’ nin antioksidan metabolizmasinda ve metabolik yolaklarda gorev alan
GST, SOD, GPx, KAT, KO, AR, HMG-KO0A enzimleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. FA ve
kontrol olarak kullandigimiz gallik asidin DPPH radikali i¢in ICso degerleri sirasiyla; 0.02 ve
0,003mg/mL olarak hesaplanmistir. FA’nin 1mg/mL konsantrasyonda SOD, GPx ve HMG-KoA
enzimlerini, en diisik konsantrasyonda ise GST enzimini etkili bir sekilde aktive ettigi
gozlenmistir. FA” nin HMG-Ko0A, SOD ve GPx enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendiginde ise,
Img/mL konsantrasyonda sirasiyla, % 21, % 12,14 ve % 13,89 oraninda aktivasyon
gozlemlenmistir. En diisiik konsantrasyon degeri olan 0,03125mg/mL FA konsantrasyonunda ise
GST enzim aktivitesinde % 11 oraninda bir artis tespit edilmistir. KO, KAT ve AR enzimlerinin
aktivasyon/inhibisyon degerlendirmesinde tiim konsantrasyonlarda inhibisyon gézlemlenmistir.
KO, KAT ve AR enzimlerinin 1mg/mL i¢in inhibisyon degerleri sirastyla, % 10, % 4.75, % 11
seklinde hesaplanmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda caligmamizda kullanmig oldugumuz
antioksidan ve metabolik enzimlerin FA {izerindeki etkisi belirlenmistir.

Haziran 2019, 93 sayfa
Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, ferulik asit, hidroksisinnamik asit,

hidroksibenzoik asit, fenolik bilesikler



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF FERULIC ACID ON METABOLIC AND ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITIES
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Ankara University

Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology
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Ferulic acid (FA) is one of the most abundant phenolic acids in plants and might be found in
high concentrations in foods such as navy bean, corn bran, wheat bran and eggplant. FA is
present in food in both conjugated and free forms, and presents a very low toxicity. The
uneven balance between oxidant and antioxidant molecules, which results in the induction of
cell damage by free radicals, is referred to as oxidative stress and can trigger a series of chronic
degenerative diseases such as arthritis, atherosclerosis, diabetes, cataracts. The antioxidant
potential of FA can be attributed to the formation of a phenoxy radical from the phenolic
nucleus. FA especially able to scavenge and stop free radical chain reactions. Therefore, the
effects of FA on GST, SOD, GPx, KAT, KO, AR, HMG-Ko0A enzymes were investigated.
The 1Cs values for the DPPH radical of FA and the gallic acid used as a control were as
follows; 0.02 and 0.003mg/mL. It has been observed that FA activates on SOD, GPx and
HMG-KoA enzymes at a concentration of 1mg/mL and GST enzyme at the lowest
concentration of 0,03125mg/mL The effect of FA on HMG-CoA, SOD and GPx enzyme
activity was examined, as a result, enzyme activation at a concentration of 1mg / mL was
observed in 21 %, 12.14 % and 13.89 % respectively. At the lowest concentration of
0.03125mg / mL FA, an increase of 11% was observed in GST enzyme activity. Inhibition on
all concentrations was observed in the activity / inhibition evaluation of KO, KAT and AR
enzymes. Inhibition values of KO, KAT and AR enzymes for 1mg / mL were calculated as 10
%, 4.75 % and 11%, respectively. As a conclusion, the effect of antioxidant and metabolic
enzymes on FA was determined.

June 2019, 93 pages
Key Words: antioxidant system, ferulic acid, hydroxycinnamic acid, hydroxybenzoic

acid, phenolic compounds
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Cizelge 4.1 Ferulik asit ve gallik asit ¢ozeltilerinin IC50 degerleri



1. GIRIS

Modern kimya ve biyoloji alaninda iki asirdir siiregelen bilimsel ¢alismalar sonucunda
hiicre boliinmesi, bliylimesi, solunum, depolama ve lireme gibi temel yasamsal islevlerde
birincil metabolitlerin islevlerinin 6nemli bir yer aldig1 goriilmektedir. Biyoloji alaninda
yapilmig bilimsel arastirmalar sonucu ikincil metabolit kavramini ortaya koyan Alman
biyokimyaci Kossel’ dir (Kossel 1891). 30 yil sonra ise Alman botanikgi F. Czapek bitki
biyokimyasi serisinde ikincil metabolitleri son tiriin olarak tanimlamustir (Czapek 1921).
Giiniimiizde ikincil metabolitler tizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalar son 50 y1l igerisinde
gitgide artan bir grafik ¢izmektedir. Bitkilerin gevreye adaptasyonunda 6nemli rol
oynamalarim1 saglayan ikincil metabolitler bilimsel anlamda ©6nemli bir konuma
getirmistir (Bourgaud vd. 2001). 1960’li yillarin sonuna dogru gelistirilen ve
uygulanmaya baslanan bitki hiicre kiltiirti teknikleri ikincil metabolitlerin daha iyi
arastirtlmasina ve iretilmesine olanak saglamistir. In vitro sistemler tizerinde farkli
stratejilerin  gelistirilmis olmast bu bilesiklerin yaygin olarak {iretilmesine olanak
saglamistir. Ozel islem ve siireclerden gecerek biyoreaktorlerde bitki hiicrelerinin ve
organ kiiltiirlerinin tasarlanmasi ikincil metabolit iiretimi i¢in 6nemli bir adim olarak
goriilmektedir (Bourgaud vd. 2001). ikincil metabolitlerin antibiyotik, antifungal ve
antiviral ozelliklerinin varligi bu metabolitleri tasiyan Dbitkileri patojenlere karsi
korunmasinda yardimci olmustur. Bununla birlikte bu metabolitler UV’ nin zararli

etkilerine kars1 bitki yapraklarinin korumasinda gérev almaktadirlar (Li vd. 1993).

Bitki ikincil metabolitleri genellikle igerisinde bulunduklari biyosentetik yolaklara gore
simiflandiriimisitr. Giiniimiizde fenolikler, terpenler, steroidler ve alkaloidler olmak iizere
dort biyiik ikincil metabolit grubu yer almaktadir (Harborne ve Williams 2000). Bu
bilesikler arasinda en yaygin metabolit grubu fenoliklerdir. Fenolik bilesikler lignin
sentezinde gorev almakta ve hemen hemen biitiin yiksek yapili bitkilerin yapisinda
bulunmaktadir. Bunun yanisira alkaloidler ise bitkiler aleminde spesifik cins ve tiirlere

0zgii olarak dagilmislardir (Harborne ve Williams 2000).

Ikincil metabolitlerin bu denli yayilm gostermeleri kemotaksonomi ve kimyasal

ekolojinin temelini olusturmustur. Bitki ikincil metabolitleri, genis spektrumlu biyolojik



aktiviteleri nedeni ile yiizyillardir geleneksel tipta kullanilmislardir. Son yillarda yapilan
calismalarda bati iilkelerinin ila¢ endiistrisinde kullandigi kimyasal molekiillerin %
25’inin dogal bitki kaynakli oldugu ortaya belirlenmistir. Buna 6rnek olarak salisilattan

tirevlenen aspirin gosterilebilir (Payne vd. 1991).

Fenolik asitler, yaygin olarak “fenolikler” olarak adlandirilan daha biiyiik bir metabolit
kategorisinin alt sinifidir. Fenolikler terimi karbon iskeletlerinde fenol aromatik halkasina
bagli en az bir hidroksil grubu igeren ve yaklasik 8000 dogal bileseni biinyesinde
barindiran bir grubu kapsamaktadir (Croteau vd. 2000). Antioksidan ozellikleri ile
literatiirde dikkat ceken fenolik asitler, saglik alanindaki potansiyel kullanimlar1 ve
faydalar1 agisindan ilginin giderek arttigi molakiiller arasinda yer almaktadir (Rice-Evans
vd. 1996; Rice-Evans vd. 1997; Lodovici vd., 2001). Vejeteryan temelli bir diyete sahip
olan insanlarin giinliik tahmini fenolik asit tiiketimi 25 miligram - 1 gram (meyve, sebze,
tahil, cay, kahve, baharatlar) arasindadir (Clifford 1999). Fenolik asit grubuna ait olan
ferulik asit (FA / IUPAC: (E)-3-(4-hidroksi-3-metoksi-fenil) prop-2-enoik asit) tizerine
gectigimiz yillarda yapilmis bir ¢ok bilimsel ¢alisma, serbest radikalleri temizleyerek,
hiicre stresinin dengelenmesinde gérev aldigini ve ayni zamanda giiglii bir antioksidan
islevi oldugunu géstermistir (Mancuso ve Santangelo 2014). Hiicrelerde yaratmis oldugu
diisiik toksisitesi nedeniyle, ferulik asit gida ve kozmetik endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ham madde olarak vanilin ve gesitli koruyucu maddelerin tiretiminde,
sporcularin kullandig1 6zel gidalarin iretiminde ve cilt koruyucu triinlerin bilesiminde
ferulik asit bulunmaktadir (Ou ve Kwok 2004). Bununla birlikte ferulik asitin,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, kaspaslarin ve siklooksijenaz-2 gibi sitotoksik
enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Mancuso ve Santangelo 2014). Biitiin
bu kanitlara dayanarak ferulik asidin alzheimer, cilt kanseri, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklara kars1 potansiyel bir tedavi maddesi olarak

kullanilmasi onerilmistir (Mancuso ve Santangelo 2014).

On klinik arastirmalarin ¢ogunluguna ragmen, ferulik asidin insanlar iizerinde yeterli
diizeyde calisilmamis olmasi, klinik etkinliginin daha fazla belirlenmesi gerektigine ve

daha fazla ¢aligma yapilmasina itmektedir (Mancuso ve Santangelo 2014).



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 ikincil Metabolitler

Bitki bilesikleri birincil ve ikincil metabolitler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Organik
asitler, amino asitler ve lipitler birincil metabolit grubuna ait olup dogrudan biiyiime ve
gelismede rol almaktadir. Bunun tersine ikincil metabolitlerin birincil fonksiyonlari
yoktur (Croteau 2000; Kaufman 2006). Ikincil metabolitler ise biyolojik cevre ile
bitkilerin etkilesimi sonucu olusan ve iiretici organizmanin yasami igin zorunlu olmayan
kiiciik biyomolekiillerdir (Agostini-Costa 2012). ikincil metabolitler ilag bileseni olarak
tipta yaygin bicimde kullanilmaktadir. Birgok antibiyotik, antitimor ajanlar1 ve
antiviraller ikincil metabolitlerden tiiretilmistir. Aspirin gibi antipiretikler, LSD (liserjik
asit dietilamid) gibi haliisinojenler ve lovastatin gibi kolesterol diisiirticii ilaglar ikincil
metabolitlerden elde edilmistir (Mousa ve Raizada 2013; Khazir vd. 2013). Ayni
zamanda ikincil metabolitler tarimda herbisitler veya fitotoksinler olarak (Duke vd.
2000), gida katki maddeleri olarak (renk, aromalar ve tatlandiricilar) ve ayrica koku
maddesi olarak kullanilmaktadirlar (Ramachandra ve Ravishankar 2002). ikincil
metabolitler olmak iizere {i¢ ana sinif altinda incelenmektedir: Terpenoidler (% 55),
alkaloidler (% 27) ve fenolik bilesikler (% 18) (Sekil 2.1).

Alkaloidler
%27

Fenolikler
18

Sekil 2.1 Bitki ikincil metabolitlerinin ana gruplar1 (Croteau vd. 2000)



Fenolik bilesikler sahip olduklari iskelet yapilarina gore siniflandirilmiglardir: Cs (basit
fenoller, benzokinonlar), Ce-C1 (fenolik asitler ve aldehitler), Cs-C> (asetofenonlar,
fenilasetik asitler), Ce-Cs ( hidroksisinnamik asitler, kumarinler, fenilpropanlar,
kromonlar), Ce-Cs4 (naftokinonlar), Cs-C1-Cs (ksantonlar), Ce-C2-Cs (Stilbenler,
antrakinonlar), Ce-C3-Cs (flavonoidler, izoflavonoidler, neoflavonoidler), (Ce-C3-Ce)2,3
(bi-triflavonoidler, proantosiyanidin  dimerleri, trimerleri), (Cs-C3z)2 (lignanlar,
neolignanlar), (Ce-Cs)n (ligninler), (Cs)n (katekol melaninler, florotanninler), (Ce-C3-Cé)n
(kondanse edilmis tanenler) (Harborne 1980, Ishimaru vd. 1987, Quideau vd. 2009). Bu
bilesiklerin biiylik ¢ogunlugu bitki hiicre duvarinda gérev yapmaktadir. Antosiyaninler
bitki organlarinda kirmizi ve mavi rengi veren fenolik bilesik grubudur. Cicek ve
meyvelerde olusan bu renk degisiklikleri tozlasma ve tohum yayiliminda énemli bir yere
sahiptir. Flavonoidler ise bitki organlarin1 UV 1sinlara karsi korumaktadir (Winkel-
Shirley 2002). Bitkiler aleminde fenolik bilesik cesitliligi olduk¢a zengindir ancak 6zel
bitki ailelerine 6zgii olan ve bitkinin belirli organlarinda yogunlasmis sekilde bulunan
fenolikler de bulunmaktadir. Bu nedenle bitki fenolikleri terimi son derece 6nemli yapisal

cesitlilige sahip bir grubu kapsamaktadir (Quideau vd. 2011, Harborne vd. 1989).

Polifenoller ise ilk olarak Bate Smith ve Swan tarafindan 1962 yilinda ‘500 ile 3000
Dalton molekiiler agirliga sahip suda ¢oztinebilir fenolik bilesikler olarak tanimlanmustir.
Genis kapsamli tanimu ile polifenol teriminin fenolik bir bilesigin esanlamlisi olarak
kullanilmasina ragmen iskelet yapisinda en az iki fenolik halka igeren ve kimyasal
yapilarinda azot grubu bulundurmayan molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Quideau vd.
2011). Bu bilesikler bitki kaynakli gidalarin ortak bilesenleridir. Polifenoller sahip
olduklari fenol halkasi ve halkaya bagli hidrojen atom sayisina bagli olarak, fenolik asitler
(hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler), flavonoidler, stilbenler, lignanlar
olarak cesitli alt gruplara ayrilmaktadir (D'Archivio vd. 2007). Flavonoidler ve fenolik
asitler toplam polifenollerinin sirasiyla % 60 ve % 30' unu olusturmaktadir (Nichenametla
vd. 2006). Beslenme ile giinde alinan polifenol miktar1 yaklagik olarak 1 gramdir. Bu
miktar karotenoidler i¢in S5mg/giin, vitanim E i¢in 12mg/giin, vitamin C i¢in 90mg/giin
olup, giinliik tiiketim miktari ile karsilastirildigi zaman 6nemli bir degerdir (Wallace
2011).



Gaz kromatografisi (GC-MS), sivi kromatografisi (LC-MS) ve kiitle spektrometresi (MS)
gibi yiiksek ¢oziintirliiklii ayirma teknikleri ile kombine edilmis yeni yontemler, fenolik
bilesiklerin kimyasal analizlerine yeni bir yon vermistir (Corradini vd, 2011; Vukics ve
Guttman, 2010; Van Beek vd, 1959; Andersen, 2008; Daayf ve Lattanzio, 2008;
Eisenreich ve Bacher, 2007; Hartmann, 2007; Cuyckens ve Claeys, 2004). Dogal olarak
olusan bu fenolik asitler hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik yapilar olarak ayirt edici
iki farkl1 yapisal karbon gergevesi tasimaktadirlar. Biyokimyasal yapilari itibari ile temel
iskeletin ayn1 kalmasina karsin, aromatik halka tizerindeki hidroksil gruplarinin sayilari

ve konumlarmin farklilasmasi gesitliliginin olusmasinda en 6nemli faktordiir (Robbins
2003).

Hidroksibenzoik asitler dogrudan benzoik asitten tiiretilmis olup Ce-C1 karbon iskeletine
sahip bilesiklerdir. Hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitlerin konformasyonel
yapilarindaki degisiklikler, aromatik halkanin hidroksilasyon ve metilasyonu sonucu
olusmaktadir (Macheix vd. 1990). Hidroksibenzoik asitlere Ornek olarak; p-
hidroksibenzoik asit (p-HBA); salisilik asit (SA); 2,3-dihidroksibenzoik asit (2,3-
DHBA); 2,5-dihidroksibenzoik asit (2,5-DHBA); 3,4-dihidroksibenzoik asit (3,4-
DHBA); 3,5-dihidroksibenzoik asit (3,5 DHBA); galik asit (GA); ve vanilik asit (VA)
gosterilebilir (Goleniowski vd. 2013) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Fenolik asit grubuna ait hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit grup
tiyeleri (Goleniowski vd. 2013).

Hidroksisinnamik asitler (HCAs), bitkiler aleminde genis bir dagilim gostermektedir.
Basit kimyasal iskeletleri fenilpropanoidden tiiretilmis olup Ce-Cs karbon yapisina
sahiplerdir. Cay yapragi, kahve, kirmizi sarap, sebzelerde, tahillarda ve 6zellikle kirmizi
meyvelerde bolca bulunurlar. Hidroksisinnamik asitler i¢erisinde, p-kumarik asit, sinapik
asit ve ferulik asit dogada onemli rol oynadig: bilinen elemanlaridir. Hidroksisinnamik
asitler dogada yiiksek konsantrasyon ve genis dagilim gostermelerinden dolayr daha

karmasik fenolik sistemlerin biyosentezinde rol oynamaktadirlar (Teixeira vd. 2013)

2.2 Ferulik Asit

Ferulik asit [IUPAC; (E) -3- (4-hidroksi-3-metoksi-fenil) prop-2-enoik asit)], yaygin
olarak meyve, sebze gibi besinlerde, kahve, bira gibi baz1 igeceklerde bulunan, Cin’de
sifali bitkiler arasinda yer alan Angelica sinensis, Cimicifuga racemosa ve Ligusticum
chuangxiong (Sakai vd. 1999) bitkilerin ana bileseni olan bir kafeik asit tlirevidir
(D’Archivio vd. 2007; Rechner vd. 2001). Ferulik asit fenilalanin ve tirozin
metabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikan ve bitkilerde yaygin olarak bulunan bir fenolik

bilesiktir. Bitki yapisinda oncelikle tohumlarda ve yapraklarda serbest formda bulunur.



Ayrica lignin ve diger biyopolimerlere kovalent bagli sekilde bulunmaktadir. Ferulik
asitin dusiik toksisiteye sahip olmasi ve kolaylikla metabolize edilebilmesi nedeniyle

onemli bir fenolik madde olarak degerlendirilebilir (Goleniowski vd, 2013).

Ferulik asidin antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-tromboz ve antikanser
aktiviteleri de dahil olmak iizere bircok fizyolojik fonksiyona sahip oldugu bildirilmistir
(Fujisawa vd, 2002; Hosoda vd. 2002). Ferulik asidin koroner hastaliklara karsi koruyucu
olmasi, kolesterol diisiiriicti etkisi ve sperm Kalitesini arttirict etkilerinin oldugu da
bildirilmistir (Fujisawa 2002; Hosoda vd. 2002). Buna ek olarak ferulik asidin saglik
acisindan faydalar1 arasinda, menapoz donemindeki kadinlarda kemik dejenerasyonunu
onleyici etkisi, cildi UV (Ultraviyole) 1sinlara kars1 koruyucu olmasi, kanda LDL (diistik
yogunluklu lipoprotein) kolesterolii diisiiriicii etkisinin olmasi, kan glukoz seviyesini
diislirerek diyabet hastaligini tedavi edici olmasi gibi 6zellikleri de bulunmaktadir (Lee
vd., 2011). Ferulik asit (FA, 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit), ilk kez Ferula foetida
(Apiaceae) bitkisinden 19. yiizyilin ortalarinda izole edilmis bir fenolik asittir (Hlasiwetz
ve Barth 1866). Ferulik asit 2 izomere sahiptir: cis (sar1 ve yagli-sivi yapida) ve trans
(beyaz kristal). Trans formu % 90 oraninda dogal formunu igerir (Fulcher 1983). 1925
yilinda, ferulik asit ilk kez kimyasal olarak sentezlenmis ve spektroskopik tekniklerle
kimyasal yapis1 dogrulanmistir. Ferulik asidin yan zincirinde bulunan ¢ift bag cis-trans
izomerasyonuyla iliskilendirilmistir (Sekil 2.4). Buna ek olarak yapisinda bulunan
fenoksi radikallerinin rezonans dengesi ferulik asidin antioksidan etkinligi ile
aciklanmistir. Ferulik asit, kovalent olarak bagli bulundugu bitki hiicresi duvar
bilesenlerinde, sinnamik asitin muazzam derecede bol ve genis bir yayilim gosteren
fitokimyasal bir fenolik tiirevidir (Rosazza vd, 1995). Ferulik asit ve nciilleri, p- kumarik
asit (p-hidroksisinnamik asit) ve kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit), ligninlerin
biyosentezinde gorev alan metabolitlerdir. Bu bilesikler fenilalanin veya tirozinden
sikimat yolu ile tretilirler ve ara {irinleri p-kumaril alkol, klorojenik asit, kurkumin,
diferiilik asitler, sinapik asit, sinapil alkol, koniferil alkol ve vanilin gibi etken

maddelerdir (Zhao ve Moghadasian 2008; Dewick 2009) (Sekil 2.7).

Biitiin bu 6zelliklerinin yamisira ferulik asit, bitkiler aleminde en yaygin bulunan

hidroksisinnamik asit iiyesidir.



Misir kepeginde % 3.1 (w/w) oraninda bulunarak iimit verici bir antioksidan kaynagi
olarak yer almaktadir (Mathew ve Abraham, 2004). Ferulik asitin serebral iskemik
hasarla indiiklenen hastaliklara karsi noroprotektif bir etki gosterdigi ortaya ¢ikmustir
(Koh 2012; Sung vd. 2012). Ayni zamanda iskemi/reperfiizyon sonucu olusan hiicre
apoptozunu Onledigi ¢aligmalarla ortaya konmustur (Cheng vd. 2010; Kim ve Lee, 2012).
Yapilan bir ¢alismada siganlara, gii¢lii bir organa 6zgii laboratuvar karsinojeni ve
immunosupresor olarak gorev alan ve kanser arastirmalarinda siklikla tiimor olusumunun
baglama yani ilk evresinde yer alan 7,12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) ile indiiklenen
karsinojenezde ferulik asidin kemopreventif etkisinin oldugu bulunmustur (Balakrishnan
vd. 2010; Prabhakar vd. 2012). Bu bilgiler 1siginda ferulik asidin kanser tedavilerinde
umut verici bir ajan olarak kullanilmasi ongoriilmektedir. Gegtigimiz yillarda yapilan
calismalar, ferulik asidin ve dimerlerinin, bitki hiicresi duvar yapisinin gelisiminde ve
korunmasindaki roliinii kanitlamistir. Polisakkaritlerin yapisal karakterizasyonundan
kaynakl1 baglar olusturabilen, hidroksisinnamik asit ailesinin bir iiyesi olarak karsimiza
cikan ferulik asit ve tirevlerinin, bitki hiicre duvarinda yeralan ferulat polisakkarit
komplekslerinin anlasilmasinda kilit rol oynamaktadir (Mathew ve Abraham 2004).
Ferulik asidin bitki hiicre duvar yapisinin gelisiminde yer almasi ve bu alandaki
ilerlemeler ferulik asidin ve tirevlerinin, enzimolojik aktivitelerini, katalitik
mekanizmalarini, aktif saha modifikasyonlarini, iliskili oldugu protein yapilarinin
belirlenmesi ve daha sonrasinda ii¢ boyutlu yapi tahminlerinin ortaya cikartilmasi ile
devam ettirilmelidir. Gelecekteki arastirmalar, ferulik asidin vanilin gibi tarimsal kdkenli
yan triinlere doniistiiriilmesi igin endiistriyel 6l¢ekli siiregler gelistirme sorununu ele

almalidir (Mathew ve Abraham 2004).
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Sekil 2.3 Ferulik asidin kimyasal yapis1 (Mancuso ve Santangelo 2013)

N A N\

OH OH

CH’ CH!

(2) ()

Sekil 2.4 Ferulik asidin cis(a) ve trans(b) formlar1 (Kumar ve Pruthi 2014)
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Sekil 2.5 Ferulik asidin ilk olarak 1866 yilinda izole edildigi bitki: Ferula foetida
(Amalraj ve Gopi 2016)

2.2.2 Ferulik asidin dogal kaynaklardan iiretimi ve kimyasal sentezi

Ferulik asit sentetik olarak vanilinin, piperidin ile katalize edilen malonik asit ile
kondensasyon reaksiyonu ile hazirlanmaktadir (Sekil 2.6). Bu yontem trans ve cis-
izomerlerini beraber igeren ferulik asit liretimine dayanmaktadir ve elde edilen ferulik
asidin verimi yiiksektir. Ancak tepkimenin tamamlanmas ii¢ hafta siirmektedir (Adams
ve Bockstahler 1952). Da ve Xu’ in 1997°de katalitik ajan olarak benzilamin, solvent
olarak metilbenzen kullanarak modifiye ettikleri reaksiyonda 85-95 °C sicaklikta tepkime
gerceklestirilerek reaksiyon verimi arttirilmis ve reaksiyon siiresi iki saate diistiriilm{istiir.
Ferulik asidi dogal kaynaklardan iirettirmek i¢in 3 temel yol bulunmaktadir; (1) Diisiik
molekiil agirlikli ferulik konjiigatlardan, (2) bitki hiicre duvarlarindan, (3) doku kiiltiiri
veya mikrobial fermantasyon yolu Taniguchi ve arkadaglarinin 1999 yilinda yapmis
oldugu ¢alismada biiyiik bir alanda yetisen piring kepegi tarlasindan piring kepegi yagi
iretimi stirecinde olusan siyah-kahverengi bir atik yagdan yiiksek miktarda ferulik asit
elde etmislerdir (Taniguchi 1999).

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amalraj%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28725631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gopi%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28725631

Bu kimyasal siirecte piring kepeginin atik iirliniiniin sodyum hidroksit veya potasyum
hidroksit ile 90-100 °C derecede 8 saat siireyle atmosferik basing altinda hidrolize
edilmesi sonucu % 70-80 oraninda safliga sahip ferulik asit {iretilmistir. Bu kimyasal
siire¢ igerisinde cozeltiden ferulik asiti ¢okeltmek icin ferulik asitin alkali tuzu

seyreltilmis siilfirik asit ile asidifiye edilmistir (Taniguchi 1999).

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen feruloil esterazlarin bitki hiicre duvarlarindan
ferulik asit salinimi yaptigina dair bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Feruloil esterazlar,
karboksil esterazlarin bir alt sinift olup ferulik asidin bir dizi esterlenmis trtinlerinden
(feruloillenmis oligosakaritler ve polisakaritler gibi) saliniminda gorev almaktadirlar
(Kroon 1999). Bu enzimler Aspergillus niger, Pycnoporus cinnabarinus, Streptomyces
avermitilis, Clostridium thermocellum, Bacillus spp, Lactobacilli, Pseudomonas
fluorescens ve Brettanomyces anomalus gibi ¢esitli mantar, bakteri ve mayalar tarafindan

salgilanirlar (Kroon 1999).

Feruloil esterazlar ticari olarak heniiz ferulik asit {iretiminde dogrudan
kullanilmamaktadir ancak bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir. Bunun iizerine
baglatilan arastirmalarin  ilk asamasi1 olarak, feruloil esterazlar1 {iretebilen
mikroorganizmalarin belirlenmesi yer almaktadir (Bonnin vd. 2001; Bartolome vd.,
1997). ikinci asama olarak ferulik asit iiretiminde kullanilmasi diisiiniilen enzimlerin;
Kimyasal yapilari, optimal ¢aligma sicakliklari, pH, stabilitelerini etkileyen faktorler,
kullanilacak substratin etkinligi ve polisakkaritleri degrede eden enzimlerin yapilari
arastinlmustir (Prates vd. 2001; Faulds vd. 1997. Ugiincii olarak feruloil esterazlarin
tiretiminde 6nemli olan faktorler arasinda karbon kaynaklari, nitrojen kaynaklar1 ve
ferulik asidin kimyasal yapis1 hakkinda g¢alismalar yapilmistir (Faulds vd., 1997) (Sekil
2.3). Son olarak ferulik asitin fermentasyon sivilarindan saflastirilabilmesi igin aritma
yontemleri gelistirilmistir (Edlin vd. 1998; Couteau ve Mathaly 1998). Bunun yani sira
Beta vulgaris, Zea mays ve Chenopodium rubrumun bitkisel kaynakli hiicre kiiltiirlerinde

ferulik asit birikimi gozlemlenmistir (Bokern vd. 1991).
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Dogal igerikli iiriinlere artan talepler dogrultusunda, bitki hiicre kiiltiirii ile ferulik asit

tiretimi, gelecek galismalar igin farkli bir bakis agis1 ortaya koymustur.
Aym zamanda gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalar arasinda feruloil esterazlarin

optimize edilmis bir fermentasyon sisteminden eldesi ve genetik mithendisligi ¢alismalari

On plana ¢ikmaktadir.
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Sekil 2.7 Ferulik asit ve diger aromatik bilesiklerin sikimat yolu ile sentezi (PAL:
fenilalanin amonyak liyaz; TAL: tirosin amonyak liyaz; SAM: S-adenosil

metiyonin) (Kumar vd. 2014).
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2.2.3 Antioksidan madde olarak ferulik asit

Giiniimiizde "antioksidan aktivite" terimi, modern toplumlarda yillar igerisinde kitle
iletisim araglarinin yardimi ile popiiler hale gelmistir. Antioksidan maddenin geleneksel
ve genel olarak tanimi, “herhangi bir bilesik veya materyalin oksijen veya peroksit
varliginda, oksidasyona veya inhibe edici reaksiyonlara karsi koruyucu etki gésteren
cesitli tirtinler” olarak belirtilmistir (Huang 2005). Teknik olarak, antioksidan aktivite bir
molekiiliin veya bilesimin serbest radikal olusum kapasitesini azaltma ve ROS' u
slipiirme, bunun yanisira diger molekiillerin ve biyomolekiillerin oksidasyon ve
bozunmasindan kaynaklanan yaralanmalari inhibe etme ve/veya tamir etme kabiliyeti
olarak tanimlanmaktadir (Fridovich 1989; Roginsky ve Lissi 2005).

Aragtirmacilar reaktif ara maddeleri 2 ana gruba ayirmaktadir (Wiseman ve Halliwell
1996, Huang 2005). Birinci olarak tanimlanan "Reaktif oksijen tiirii" (ROS); siiperoksit
(O2- -), hidroksil (OH"), peroksil (RO2-) ve alkoksil (RO-) gibi oksijen radikalleri ve ozon
(O3), peroksinitrit (ONOO-), singlet (tek) oksijen (102) ve hidrojen peroksit (H20,) gibi
oksitleyici ajanlar ya da kolayca radikal haline dondistiiriilen bazi radikal olmayan
maddeleri icermektedir (Silva ve Batista, 2017). "Reaktif azot tiiri" (RNS) olarak bilinen
2. grupta ise, nitrik oksit radikali (NO), ONOO-, azot dioksit radikali (NO2), diger azot
oksitleri ve NO. ortamda bulunan Oz - -, RO - ve RO; - ile reaksiyona girmesi sonucu

olusan ara tirtinleri igerir (Silva ve Batista 2017) (Sekil 2.8).

Farkli patolojik kosullar altinda, normal hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
serbest radikallerin rolii gectigimiz yillarda farmakolojik ¢alismalarin odak noktasi haline
gelmistir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve genel olarak serbest radikaller, hiicre
sinyalizasyonu ve bir takim yasamsal fizyolojik fonskiyonlar i¢in onemli olmakla
beraber, Ol¢iisiiz oranda alinmasi hiicre seviseyinde rediiksiyon/oksidasyon (redoks)
dengesini degistirerek biyolojik fonksiyonlar1 bozabilmektedir. Bunun sonucu olarakta,
ROS ve antioksidan/siipiiriicii savunma sistemlerinin faaliyetleri arasinda bir dengesizlik

oldugunda oksidatif stres meydana gelmektedir (Aprioku 2013).
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Oksidasyon, belirli bir maddenin enzimatik, kimyasal veya fiziksel faktorler tarafindan
desteklenen bir takim reaksiyonlar sonucu elektron kaybina neden olan reaksiyonlar
dizisidir (Fridovich 1989; Battino vd. 2002). Oksidasyon reaksiyonlar1 yasamsal 6neme
sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri malign hiicrelerin ve enfekte olmus hiicrelerin yok edildigi
fagositozun en Onemli elemanlari arasindadir. Ayrica yiiksek reaktiviteleri nedeniyle
ROS hiicre igi aracilar olarakta gorev almaktadir (Ivanova vd. 2015). Bununla birlikte,
baz1 negatif faktorler ROS birikimine neden olup, oksidatif strese neden olmaktadir.
Biitiin bu etmenler géz Oniine alindiginda, organizmada makromolekiillerin oksidatif
modifikasyonu maruz kalmasi ile hiicresel diizeyde; DNA, proteinler, lipidler ve diger

onemli kompozisyonlar {izerinde yapisal hasar olusturmaktadir (Silva ve Batista 2017).

Sonug olarak oksidasyon reaksiyonlari, zincir reaksiyonlarin1 baglatan ve lipidler,
proteinler ve niikleik asitler gibi biyokimyasal agidan 6nemli molekiillerin oksidatif
bozunmasint  hizlandirici  etki  gosteren serbest radikalleri {iretebilmektedir.
Antioksidanlar ortamda bulundugunda, bu tip zincir reaksiyonlarinin 6niinii keserek
oksidize bilesiklerin neden oldugu hasari 6nler veya tamir ederler (Villa Caballero, 2000).
Simdiye kadar yaymlanmis bir¢ok calisma da ferulik asidin ve kimyasal yapisinda yer
alan hidroksil gruplarinin varligi, diger ilgili bilesiklere kiyasla daha yiiksek antioksidan
kabiliyetine sahip oldugu ve gii¢lii antioksidan aktivitesi sayesinde radikal temizleme
mekanizmasi yoluyla radikal zincir reaksiyonlarini durduran 6nemli bir bilesik oldugu
vurgulanmaktadir (Toda vd, 1991, Graf 1992, Kikuzaki 2002, Nenadis vd, 2003, Kadoma
ve Fujisawa 2008, Itagaki vd, 2009, Shahidi ve Chandrasekara 2010) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.8 Antioksidan mekanizmasinin etki ettigi 5 temel basamak (Silva ve Batista
2017).
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Sekil 2.9 Ferulik asidin radikal temizleme etkisi (Silva ve Batista 2017).

2.2.4 Ferulik asidin antimikrobiyal ve anti-inflamatuvar etkisi

Ferulik asidin bir takim virus tiplerinde (grip, solunum sinsisyal viriisu ve AIDS gibi)
inhibitor aktiviteye sahip oldugu gesitli caligmalarla kanitlanmistir. Edeas ve arkadaslari
1995 yilinda yapmis olduklar1 calismada ferulik asidin ve tiirevlerinin AIDS viriisiinii
inhibe edici ozellik gosterdigi ve potansiyel bir kemopreventif ajan olarak
kullanilabilecegini vurgulamislardir (Edeas vd. 1995). Ferulik asit ve izoferulik asit
Japonya’nin bolgesel ilaglarinin iiretiminde kullanilan Cimicifuga tiirlerinde spesifik
olarak bulunan rizomun aktif bileseni olup, bu bilesikler siklikla anti-enflamatuvar
ilaglarda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, ferulik asit, gram pozitif ve gram negatif
bakterilerde ve mayalarda genis bir spektrumda antimikrobiyal aktivite gostermektedir
(Jeong vd. 2000). insan gastrointestinal sisteminde yer alan bir takim dnemli mikrobiyota
elemanlarindan olan; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
Citrobacter koseri, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori ve Shigella sonnei
(Tsou 2000; Lo ve Chung 1999) gibi bakterilerin tireme siireclerini inhibe edici 6zellik
gosteren ferulik asidin antimikrobiyal mekanizmasi bakterilerde, arilamin N-

asetiltransferaz inhibisyonu ile iligskilendirilmistir (Lo ve Chung 1999).
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2.2.5 Ferulik asidin anti-kanser etkisi

“Malign timor” terimi ile baglantili olarak kanser, hiicrelerin anormal ve konstrolsiiz bir
bi¢imde biiyiimesi, kan ve lenf sistemlerinin vasitasiyla diger doku ve hiicrelere yayilma
potansiyeli gdstermesi ile tanimlanan bir terimdir. Malignant timor fenotipinin yayilma
ve ifadesinde kimyasal, fiziksel, metabolik, genetik faktorler, yas ve ¢evrenin dogrudan
veya dolayl1 olarak etkisi goriilmektedir (Kampa vd. 2007; Orlikova vd. 2014). Ozellikle
metastaz geciren kanser hiicreleri tarafindan, yiiksek konsantrasyonlu olarak ROS’un ve
H>0> in iiretilmesi, proliferasyon (¢ogalma) ve apoptoz arasindaki dengenin saglanmasi
igin belirli bir diizeyde oksidatif stresin gerekli oldugu hipotezini dogrulamaktadir (Loo
2003). Ferulik asit sahip oldugu gii¢lii antioksidan ve prooksidan (oksidasyonu
hizlandirict) (Maurya ve Devasagayam, 2010) 6zelliklerinden dolayr 6nemli anti-kanser
ve apoptoz mekanizmalarinda dogrudan dikkate alinan bir bilesik olmustur (Loo 2003;
Kampa vd. 2004; Azmi vd. 2006; Fresco vd. 2006). Agirlikli olarak ferulik asit igerikli
meyve ve sebze tliketimine dayanan bir diyet, diizenli uygulandiginda bir ¢ok kanser
riskini azalttigi literatiirde bulunan ¢esitli calismalarla kanitlanmigtir (Bourne ve Rice-
Evans 1998; Kampa vd. 2007). Daha 6nce ¢aligilmis 6nemli kanser hiicre hatlar1 arasinda;
insan meme hiicresi (Kampa vd. 2004; Indap vd. 2006; Serafim vd. 2011), Caco-2 kolon
(Janicke vd. 2011), histiyositik lenfoma U937 (Chiang vd. 2003), osteosarkom (Wang vd.
2016), insan servikal ME-180 (Panwar vd. 2015) ve melanom (Yang vd. 2015)
gelmektedir.
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2.3 Antioksidan ve Metabolik Enzimler

2.3.2 Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.19) enzim aktivitesi igin gerekli, 80kDa
agirh@inda, benzer 4 alt {initesinin her birinde bir adet selenosistein (Sec) iceren
tetramerik yapida bir peroksidaz enzimidir (Tappel 1978). GPx enzimi, rediiklenmis
glutatyon tripeptidi (GSH) ile cesitli hidro peroksit (ROOH ve H202) molekiillerinin
reaksiyonunu katalize ederek, peroksit molekiillerinin suya doniistiiriilmesini saglamaktadir.
Boylece glutatyon peroksidaz enzimi, oksidatif hasara karsi memeli hiicre membranini ve
hiicre organellerini korur (Drevet 2006). Glutatyon (GSH); glutamat, sistein ve glisinden
olusan diisik molekiil agirhikli bir tripeptittir. Glutatyon metabolizmast en onemli
antioksidan savunma mekanizmalarindan birisidir (Esterbauer vd 1992, Rikans ve
Hornbrook 1997, Grazioli vd. 1998, Sigalov ve Stern 1998).

GPX
ROOH + 2GSH ‘ ROH + GSSG + H20

Glutatyon peroksidazlar (GPxs) filogenetik acidan iliskili enzimler ailesine dahildir.
Memelilerde simdiye kadar 8 tip glutatyon peroksidaz tanimlanmistir (Brigelius-Flohé ve
Maiorino 2013). GPx-1 ve GPx-4 katalitik merkezlerinde selenosistein (Sec) igeren
selenoproteinlerdir. GPx-6 sadece insanlarda bulunan bir selenoprotein tiridiir.
Filogenetik olarak glutatyon peroksidaz enzim ailesi evrimsel siiregte sistein (Cyn) igeren
lic ana gruptan olugsmaktadir: GPx-1,GPx-2; GPx-3,GPx-5,GPx6 ve GPx-4-GPx-7,GPx-
8 (Herbette vd. 2007, Toppo vd. 2008). Glutatyon peroksidazlar, hiicrenin farkli
lokasyonlarinda antioksidan fonskiyonlarn1 yerine getirirler. GPx-1, sitozol ve
mitokondride, GPx-2 intestinal epitelde, GPx-3, hiicre plazmasinda, GPx-4 ise hiicre
zarin oksidatif hasardan korumakla gérevli hiicre bolgelerinde bulunur (Ghyselinck ve
Dufaure 1990).
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2.3.3 Siiperoksit dismiitaz (SOD)

Stiperoksit dismiitazlar (SOD) (EC 1.15.1.1) son derece reaktif olan siiperoksit
anyonunun, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen molekiiliine doniistiiriilmesi islemini
katalize etmektedir ve boylece hiicreyi aerobik solunumun toksik tirtinlerine karsi kritik
koruma gorevini dstlenir (McCord ve Fridovich 1969; Fridovich 1997). Siiperoksit
dismutaz enzimi hiicre igerisinde detoksifikasyonda gorevli, hiicrede reaktif oksijen
tirlerine kars1 ilk savunma sisteminde rol alan antioksidan ozellik gosteren en giiglii
antioksidan enzimlerden biridir (Ighodaro ve Akinloy 2017). SOD, O2™ 'nin metabolize
edilmesinde 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Bununla birlikte superoksit dismutaz
enzimleri, hipoklorit (OCI"), peroksinitrat (ONOZ2"), hidroksil radikali (HO") ve hidrojen
peroksit de (H20.) dahil olmak tizere zararli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna
ve hiicrede genis capta hasara neden olabilecek oksitleyici zincir reaksiyonlarini

onlemede 6nemli bir rolii vardir (Miller 2012).

SOD

O+ Oy + 2H* ‘ H.0; + O,

SOD enzim ailesi, enzimin iskelet yapisinda bulundurdugu iyon farkliligi sonucu olarak
tic gruba ayrilir: SOD’ 1n kimyasal yapisina bagli Ni (Nikel) iyonu, Cu-Zn (Bakir-Cinko)
iyonlar ile olusturulan kompleksler ve sonuncu olarak enzimin yapisina bagl olarak Fe
(Demir) veya Mn (Manganez) igeren kompleksler (Sekil 2.10). SOD’ nin bu ti¢ grubunun
farklilig1 sadece enzimin aktivitesini belirleyen metal iyonlarina bagli olmamakla beraber

proteinin katlanma yapsi ile de iligkilendirilir (Miller 2012).

21



Sekil 2.10 Siiperoksit dismutaz ailesine ait {i¢ enzimi karakterize eden {i¢ boyutlu
yapilart (Miller 2012).

Cu-ZnSOD ve FeSOD komplekslerinde tek, NiSOD kompleksinde iki monomer
renklendirilmistir (Sekil 2.10). Ikinci sirada yer alan yapilar, iist siradaki es yapilarinin
sayfa diizlemi tizerinde yaklasik 90 derece dondiiriilmesi ile elde edilmistir. NiSOD ailesi
toplam agirhigr yaklagik 80kDa olan dort adet homoeksomer sarmal demet igerir
(Barondeau vd. 2004). Her bir sarmal, N-terminal (Amin) ucunda (yesil renkli sarmallar)
Ni (Nikel) iyonlari igerir. Cu-ZnSOD ise yaklasik 32kDa agirhiginda olup homodimer
yapisindadir. Ug boyutlu iskeletinde bulunan her bir monomer sekiz adet beta plakas:
icerir. Cu ve Zn iyonlari (sirasiyla altin ve giimiis renkli) iki ilmek (loop) ile birbirine
bagli beta plakalarinin disindan kisa bir alfa sarmali ile iskelete baglanirlar. Fe veya
MnSOD’lar yaklasik 45kDa agirliginda olup homodimer yapisindadir. Her monomer, N-
terminal ucuna bagli bir alfa sarmali ve C-terminal ucuna baglh alfa-sarmallari ile ¢evrili
ticlii bir beta plakasi icerir (DeLano 2002; Wuerges vd. 2004; Strange vd. 2003; Lah vd.
1995; Ramirez vd. 2009).
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2.3.4 Katalaz (KAT)

Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6) enzimi, 4 benzer alt tiniteye sahip, 240 kDa agirliginda olup
11. kromozomda CTT1 geni tarafindan kodlanan tetramerik bir proteindir (Radi vd.
1991). Katalaz enziminin her bir polipeptit alt {initesi 60 kDa agirhigindadir ve
merkezinde bir adet ferriprotoporfin icermektedir (Surai, 2006). Katalaz enzimi oksijeni
kullanan tiim canli dokularinda yeralan antioksidan bir enzimdir. Katalaz enzimi kofaktor
olarak demir veya manganez kullanmaktadir. Hidrojen peroksidazin (H202) su ve oksijen
molekiiliine indirgenmesi reaksiyonunu gerceklestirir ve bu sayede siiperoksit dismutaz
enzimi gibi detoksifikasyon siirecini tamamlamis olur (Marklund 1984; Chelikani vd.
2004). Katalaz enzimi saniyeler igerisinde milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii
pargalayabilir. Enzim esas olarak peroksizomlarda bulunmaktadir ancak memeli hiicre
mitokondrilerinde de yer almaktadir. Tek istisna sican kalbinde bulunan mitokondrilerde
katalaz enzimine rastlanilmamistir (Radi vd. 1991). Bu istisnanin sonucu olarak memeli
hiicre mitokondrilerinde hidrojen peroksit su ve oksijene glutatyon peroksidaz enzimi ile

parcaladigini gstermektedir.

KAT
2 H,0,0 ‘ 2 H,0 + 0,

KAT

ROOH + AH; ‘ H.0 + ROH + A

Peroksidaz aktivitesi sayesinde katalaz, cesitli hidrojen donorleri ile (metanol, etanol,
formik asit ve fenoller gibi) reaksiyona girer. Katalaz enzim aktivitesi iki sekilde
gerceklesir. Hidrojen peroksidaz molekiilii demir grubunu oksiferil tiirlerine okside eder.
Bir oksidasyon iiriinii demirden ve bir porfirin halkasindan uzaklastirildiginda porfirin
katyon radikali olusur. Ikinci hidrojen peroksidaz molekiilii indirgeyici ajan olarak su ve
oksijen molekiilii tireterek, enzimi yeniden olusturmak i¢in harekete geger (Chelikani vd.
2004).
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Hidrojen peroksit diisiik miktarda da olsa hiicre proliferasyonu, hiicre oliimii,
karbonhidrat metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyon ve trombosit aktivasyonu, normal
tiyol redoks dengesinin korunmasi gibi baz1 fizyolojik siire¢leri diizenlemede 6nemlidir
(Droge 2002). Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonda hiicreler igin ¢ok zararl oldugu
rapor edilmistir (Ercal vd. 2001). Katalazin hiicrelerdeki hidrojen peroksit
konsantrasyonunu etkili bir sekilde sinirlayabilme yetenegi yukarida bahsedilen
fizyolojik siireglerin yani sira antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir elemani

olmasindan da kaynaklanmaktadir (Gé6th vd. 2004).

2.3.5 Glutatyon S-transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar (GST'ler) (GST; EC 2.5.1.18), ksenobiyotik bilesiklerin faz-II
detoksifikasyonunda ve 6nemli metabolitlerin biyosentezinde rol oynarlar (Angelucci vd.
2005). GST dimerik (heterodimerik) enzimlerdir. Genel olarak, GST'ler, GSH' nun aktive
tiolatinin elektrofilik substratlara niikleofilik atagini katalize eder ve katalitik dongiiniin
onemli bir adim1 olarak GSH’ nun GS-‘a aktivasyonunu saglar (Angelucci vd. 2005).
Enzim ¢ogu aerobik mikroorganizma, bitki ve hayvanlarda bulunur (Armstrong 1990).
Okaryotlarda GST' ler hiicresel lokalizasyonlarina gore, sitosolik GST'ler, mitokondriyal
GST' ler ve mikrozomal GST' ler olmak iizere en az ii¢ ana protein ailesine boliiniirler.
Mitokondriyal GST"' ler ayrica kappa sinifi GST'ler olarak bilinir ve sitosolik GST" lerle
yapisal benzerlikler tasiyan ¢oziinebilir enzimlerdir. Diger taraftan, MAPEG olarak da
bilinen mikrozomal GST' ler (eikozanoid ve glutatyon metabolizmasinda rol alan
membrana bagl proteinler) diger ana gruplarla evrimsel olarak iligkisi bulunmayan
integral zar proteinleridir (Allocati vd. 2009). Indiiklenmis ekspresyona bagl olarak
Glutatyon S-transferaz enziminin ¢esitli formlar1 evrimsel siiregte hiicrelerin oksidatif
strese ve toksisiteye bagli olarak karsi koyma durumu olarak agiklanmigtir (Hayes vd.
2005; Zimniak ve Singh 2006). Glutatyon S-transferaz enzimi, hiicresel
detoksifikasyondan sorumlu endojen kaynakli toksik metabolitlerin, siiperoksit
radikallerinin ve eksojen kaynakli toksik kimyasallarin temizlenmesinde gorevli ¢ok

yonlii bir enzimdir (Allocati vd. 2009; Zimniak ve Singh 2006).
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Bunun yani sira glutatyon S-transferaz, oksidatif stresle iligkili dejeneratif bozukluklar ve
kanser terapilerinde siklikla rastlanan ilag direncinde 6nemli rol oynamaktadir. Glutatyon
S-transferazlarin izoenzimleri kanser siirecinde gorev almaktadir (Hayes vd 2005;
Zimniak 2006). Mitojenle aktive edilmis protein (MAP) kinazlarin aktivasyonunda ve
cesitli transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonunda, apoptoz ve hiicrelerin hayatta
kalmasinda rol oynayan glutatyon S-transferaz enzimi (Zimniak vd. 2006, Yang ve
Awasthi 2006) hiicresel antioksidanin korunmasinda, farkli hiicresel kompartmanlardaki
bakimi gibi bir takim mekanizmalar1 diizenlenmektedir. Mikroplar, hayvanlar ve
bitkilerde yaygin olarak dagilimi ve ¢oklu gen ailesine sahip olmasi glutatyon S-

transferaz’ larin fizyolojik olarak 6nemini artirmaktadir (Raza 2011).

2.3.6 Aldoz rediiktaz (AR)

Aldoz rediiktaz (AR, EC 1.1.1.21) enzimi poliol yolaginda yer alan, diyabetik
komplikasyonlarin onlenmesinde ve tedavisi igin iretilen ilaglarin tasarlanmasinda
onemli bir yeri olan aldo-keto rediiktaz ailesine ait bir enzimdir. Ligandlar ve alan hedefli
mutajenez ile kristalize edilmis komplekslerin yapisi aldoz rediiktaz enziminin iskelet
yapisinin tanimlanmasini saglamistir. Enzim 315 aminoasit residiisiinii kapsayan tek
polipeptit kiimesinden olusmaktadir (Schade vd. 1990). Sorbitol dehidrogenaz (SDH)
formlar1 ile birlikte aldoz rediiktaz, poliol yolaginda rol oynamaktadirlar. Poliol
yolaginda, aldoz rediiktaz ilk olarak sorbitolu olusturmak icin NADPH’ e bagli olarak
glukozun aldehit formlarinin rediiksiyonunu katalize eder. Sorbitol dehidrogenaz NAD’
larin varliginda ara sorbitolii fruktoza okside eder. Aldoz rediiktaz varliginda glukozun
sorbitole katalize edilmesi ilk olarak 1956 yilinda Hers tarafindan tanimlanmistir (Hers
1956).

Kisa bir siire sonra poliol yolaginda sorbitoliin rolii diyabetik sican lenslerinde Van
Heyningen tarafindan 1959 yilinda kanitlanmistir (Van Heyningen vd. 1959). 1965
yilinda, aldoz rediiktazin patojenik etkisi ve poliol yolag: ile olan iliskisi ilk olarak

Kinoshita tarafindan lenslerde tanimlanmistir (Kinoshita 1965).
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Sekil 2.11 Poliol yolag: ve glikoz metabolizmas1 (Ramana ve Srivastava 2011).

Poliol yolunda glikoz, NADPH bagimli bir enzim olan aldoz rediiktaz ile sorbitole
donistirtlir. Daha sonra sorbitol, NAD* bagimli bir enzim olan sorbitol dehidrogenaz
varhiginda fruktoza doniistiiriiliir. Hiperglisemi sirasinda meydana gelen sorbitol fazlaligi
zar yapisini gegirimsiz bir hale sokarak hiicre icerisinde osmotik strese neden olmaktadir.
Hiperglisemi sirasinda osmotik stresin artisi ikincil diyabetik komplikasyonlarin ana
nedenini olusturmaktadir. Ayrica bu siire¢ i¢erisinde NAPDH/NAD+ oraninda meydana
gelen diisiis inflamatuvar sinyallemelerinde degisiklikler yaratarak oksidatif strese neden
olmaktadir (Sekil 2.11).

2.3.7 Ksantin oksidaz (KO)

Ksantin oksidaz (KO; EC 1.17.3.2); siit, bobrek, akciger, kalp ve vaskiiler endotelyumda
yaygin olarak bulunan ¢ok yonlii bir molibdoflavoproteindir. Insanlarda ksantin oksidaz
aktivitesi en yliksek karaciger ve bagirsakta bulunmaktadir (Harrison 2002). Ksantin
oksidaz enzimi, ksantinin ve hipoksantinin iirik aside doniisiimiinii katalize etmektedir
(Sekil 2.12). Bununla birlikte piirin metabolizmasinda, hiperurisemi ve gut hastaliginda
onemli rol oynamaktadir. Normal fizyolojik kosullar altinda, ortamda bulunan ksantin
dehidrogenazin (KDH) varliginda siilthidril residiilerinin oksidasyonu veya proteoliz
sonucu ksantin oksidaz olusmaktadir (Nishino vd. 2008, Pacher vd. 2006). Piirin
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substratlariin katalitik oksidatif hidroksilasyonu siirecinde, ksantin oksidaz enzimi
superoksit anyonlari ve hidrojen peroksit tiretimine baslar ve bunun sonucu olarak demir
varliginda yiiksek reaktif ozellige sahip hidroksil radikallerine dontsiir (Stockert vd.
2002; Hille vd. 2006) (Sekil 2.13). Bu reaktif oksijen tiirleri (ROS) metabolik
bozukluklar, enflamasyon, hiicresel yaslanma, reperflizyon hasari, ateroskleroz ve
karsinojenez gibi patolojik olaylarla iliskilidir. ROS, programlanmis hiicre olusumunu
veya nekrozu uyararak bir¢ok genin ekspresyonu indiikler veya baslatir. DNA {izerinde
oksidatif hasarin olusumu, cesitli kanser tiirlerinin gelisimi, lipid oksidatif hasarmin
olusumu ve bu siiregte damar hastaliklarinin olusumu reaktif oksijen tiirlerinin yogunlugu
ile iligkilendirilmistir (Pacher vd. 2006). Ksantin oksidazin {irik asit ve reaktif oksijen
tirleri gibi bir takim metabolitlerin fazla diizeyde iiretimi, gut gibi ¢esitli hastaliklara
sebebiyet verebildigi gibi dokularda oksidatif hasarada neden olmaktadir (Borges vd.
2006).
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Sekil 2.12 Piirin bozulma yolu (Cristine vd. 2004)
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elektron dagilimi
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Sekil 2.13 Ksantin oksidorediiktaz (KOR)’ 1n ksantin ile reaksiyon mekanizmasi; A)
indirgeyici yari reaksiyon; B) oksidatif yar1 reaksiyon (Cristine vd. 2004)
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2.3.8 3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz

HMGR (3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A rediiktaz) (EC 1.1.1.88) iki adet dimer
olusturan dort 6zdes monomer alt birimlerinden olusan karmasik bir zar gecis proteinidir.
Her dimer iki adet aktif bolge igermektedir. Her aktif bolge monomerlerin i¢ bolgesinde
yer almaktadir. Bir monomer nikotinamid dinukleotid kofaktoriiniin baglanmasindan
sorumlu iken diger monomer HMG-KoA (3-hidroksi-3-metilglutaril KoenzimA)® nin
baglanmasindan sorumludur. HMGR’ 1 hedef alan klinik inhibitorler statinler olarak
adlandirilir. Statinler kolesterol disiiriicii tedavilerde yaygin olarak kullanilan etkili ve
giiclii ilaglardir (Endo vd. 1976). Kolesterol diisiiriicii etkilerinin yanisira statinler, nitrik
oksit varliginda kan damari genislemesinde (Kureishi vd, 2000), kemik olusumunun
uyartlmasinda (Mundy vd. 1999), disik yogunluklu lipoproteinlerin oksidatif
modifikasyonuna karsi korumada, anti-inflamatuar etkileri ile birlikte, C-reaktif protein
diizeylerinde azalmaya neden olmaktadirlar (Davignon ve Laaksonen 1999). Tim
statinler, izoprenoidler ve sterollerin biyosentezini inhibe ederek calisir (Corsini vd.
1995). Tepkimesel olarak 4 elektronun rediiktif deasilasyona ugramasi sonucu HMG-
KoA (3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A) molekiiliiniin koenzim A ve mevalonata

dontismesi ile meydana gelmektedir. Tepkime su sekilde gergeklesir:

HMGR
(S)-HMG-CoA + 2NADPH + 2H ‘ (R)-mevalonat + 2NADP + CoASH

NADP-1 (Nikotinamid adenin dintikleotit-1), nikotinamid adenin diniikleotidin okside
formudur. NADPH (Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat) ise NADP-1" in indirgenmis
formudur. KoASH (Koenzim A siilthidril fonksiyonel grup) ise koenzim A’nin
indirgenmis formudur. Statinler ilk olarak 1970 yilinda Akira Endo tarafindan
Penicillium citrinum bakterisinin fermentasyon iriinlerinden elde edilen, HMGR
tizerinde giiclii inhibitor etki gosteren bilesikler olarak kesfedilmistir (Endo vd. 1976)
(Sekil 2.14). Ticari olarak iretilen ilk statinler, dogal bir bilesik olan ve ayni zamanda

kompaktin bilesigine yakin kimyasal benzerligi ile lovastatinlerdir (Alberts vd. 1980).
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1988 ve 1991 yillarinda piyasaya siiriilen diger iki statin (fluvastatin ve pravastatin) ile
beraber bu li¢ statin inhibitorleri HMGR’1 hedef alan ilk nesil bilesikleri temsil etmektedir
(Tobert 2003). Kisa siire sonra ikinci nesil statinler gelistirilmeye baslanmistir. Sentetik
olarak tretilen bu statinler (simvastatin, atorvastatin, serivastatin, rosuvastatin ve
pitavastatin) ilk nesilden daha iyi etki sunmaktadir (Tobert 2003).

2
HO\,____.-—"'AH'H.H' - —— -
CO0 II. ahsighita 4.. HD N D
H asit komiponent L »..\T/}.
G\\ P _ [
i CGG Ll M f__.-DH 1 D \""\-\_..-'O
HyC § ;‘O -,M,H 5 IH‘D -
Y ' I ol
N
'Zincir

HMGE oA HMGEoA Inhibitérd (Statin) | kompaktin (Mevastating

Sekil 2.14 HMG-KoA, HMGR’ 1n dogal substrati ve ilk statin olarak kullanilan
kompaktinin kimyasal yapisi (Oliveira vd. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan; nikotinamidadenin dintikleotit fosfat (NADPH), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), sodyum 3,5 dikloro-2-hidroksi benzen siilfonat
(DHBYS), 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH), ksantin, ksantin oksidaz (XOD), kuersetin
dihidrat, etilenediaminetetraasetik asit (EDTA), HMGR Kkiti ve glutatyon (GSH) Sigma
firmasindan, 4-aminoantipirin (4-AP), hidrojen peroksit (H202), tert-butil hidroperoksit
(t-BOOH) ve sodyum azit (NaN3) Acros firmasindan, sodyum potasyum tartarat (Na-K
tartarat), sodyum nitrat (NaNO2) Carlo Erba firmasindan, etil alkol (EtOH), sodyum
karbonat (Na.COs3) , potasiyum mono fosfat (KoHPO.) ve potasyum di fosfat (KH2POas),
tris hidroklorid, tris baz, sodyum asetat ve glutatyon rediiktaz (GR) Fisher Scientific
firmasindan, nitro blue tetrazolyum (NBT) ve horseraddish peroksidaz (HRP) Thermo
Scientific firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH) aliiminyum kloriir (AICI3), gallik asit
(GA) ve sodyum kloriir (NaCl) Merck firmasindan, ferulik asit TRC (Canada)

firmasindan analitik kalitede temin edilmistir.

Calismada; ferulik asidin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin
hesaplanmas1 amaciyla yapilan spektrofotometrik oOl¢iimler i¢in spektrofotometre
(Biochrom Libra, UK) kullanilmigtir. Bunlarin disinda ¢alismamizda kullanilan cihazlar;
otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya), buzdolab: (Profilo, Italya), Vorteks (Labnet,
Tiirkiye), hassas terazi (Mettler Toledo, Ispanya), pH metre (Hanna, Almanya), saf su
cihaz1 (Millipore, Fransa), isiticili manyetik karigtirici (Termal, Tiirkiye) firmalarindan

temin edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Ferulik asidin antioksidan aktivite analizi

Bu calismada hazirlanan ferulik asidin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir (Blois 1958). DPPH yontemi,
kararli serbest radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’in elektron veya hidrojen
atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan
giderilmesi ile karakteristik mor rengin siddetine bagli olarak spektrofotometrik olarak
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Ferulik asidin ¢esitli konsantrasyonlarinda (0,03125,
0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 mg/mL) saf DMSO iginde hazirlanmis 100 pL’lik ¢ozeltileri,
400 pL etanol ve 500 puL’lik DPPH metanol ¢6zeltisi ile karistirilmistir. 30 dakika, oda
sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona birakilip, inkiibasyon sonrasinda 517 nm’de
(OD517) ferulik asidin DPPH absorbans1 okunmustur. Orneklerin absorbans degeri kore
kars1 (100uL DMSO+400uL ethanol+500ul. DPPH) degerlendirilmistir. Farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ferulik asidin % antioksidan aktivitesi asagida verilen

formiilden yararlanarak belirlenmistir;

% RSA = [(kontrol — 6rnek) / kontrol] x 100

3.2.2 Sigir karacigerinden homojenat hazirlanmasi

Glutatyon-S-transferaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinin tayini igin
sigir karacigerinden elde edilen homojenat kullanilmistir. Karaciger dokusunun
agirligimin iki kat1 kadar, 0.15 M potasyum kloriir, | mM EDTA ve 1 mM ditiyotreitol
iceren 10 mM’lik potasyum fosfat tamponu (pH=7.0) eklenmistir. Sonra, doku
homojenizatdr yardimiyla homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat +4°C, 10,000 x
g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tliplerde olusan siipernatant alinip
temiz tliplere aktarilarak elde edilen slipernatan ikinci kez +4 °C, 30,000 x g’de 60 dakika

santrifiij edilmistir.
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Santrifiij sonunda elde edilen siipernatant enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak
amaciyla mikro santrifiij tiipleri igerisinde -80 °C’de muhafaza edilmistir (Shomali

Moghaddam vd. 2015).

3.2.3 Sigir karacigerinden aldoz rediiktaz enzim izolasyonu

Deneylerde kullanilan AR enzimi normal sartlarda yetistirilen sigirin karaciger
dokusundan izole edilmistir. Mezbahadan alinan sigir karaciger dokusu, bekletilmeden
stv1 azot igerisine konulmus ve enzim izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.
izolasyon islemi daha 6nce optimize edilmis yontem (Yildirim vd. 2014) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu metotta, -80°C’de saklanmis karaciger dokusu makas yardimiyla
kiigiik pargalara kesilip 1 mM EDTA ile yikanmis ve karaciger dokusunun ii¢ katt 1 mM
EDTA, 50 uM PMSF ¢o6zeltisi kullanilarak homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat
+4°C’de, 10,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. % 40 doygunluk i¢in, elde edilen
her 100 mL siipernatant iizerine 22.6 gr kati amonyum siilfat eklenip 5 dakika
manyetik karistirici ile karistirilmistir. Daha sonra, +4°C’de, 10,000 rpm’de 25 dakika
santrifiij edilmistir. % 40 doygunluktaki slipernatant1 %50 doygunluga ulastirmak igin,
elde edilen her 100 mL supernatant {izerine 5.8 gr katt amonyum siilfat eklenip 5 dakika
manyetik karistirict ile kanstirllmistir. Karistirildiktan sonra tekrar +4°C’de, 10,000
rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. %50 doygunluktaki supernatanti % 75 doygunluga
ulagtirmak amaciyla elde edilen her 100 mL siipernatant lizerine 15.9 gr kat1 amonyum
stilfat eklenip 5 dakika manyetik karistiric1 ile karistirllmis ve sonra tekrar +4°C’de,
10,000 rpm’de 25 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen pellet,
50 mM sodyum klortir ile ¢oziilerek enzim aktivite deneyleri yapilincaya kadar -80°C’de

saklanmustir.
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3.2.4 Ferulik asidin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi iizerine etkisi

Ferulik asidin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini belirtmek
amaciyla GPx enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR) igeren dolayli 6lgiim
metoduyla gergeklestirilmistir. Tiim deneyler 1mL kiivetlerde ferulik asit i¢in ii¢ tekrar
olarak gergeklestirilmistir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen peroksitin su
ve yikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniistimii ile aciga ¢ikan GSSG iirlin miktarina
bagli olarak GR’1n ne kadar NADPH molekiiliiniin NADP’ye oksitledigi 340 nm’de takip
edilmigtir. Tim deneyler 1mL kiivetlerde ferulik asit igin triplike olarak
gercgeklestirilmistir. Ferulik asidin GPx enzim aktivitesine olan etkilerinin tespiti igin her
ornege karsilik kor ve enzim kontroli hazirlanmistir. Koér (Tris-HCI-pH:8 Tamponu),
enzim kontrolii (sadece DMSO) ve her konsantrasyondan 20uL ferulik asit igeren
kiivetlere sirayla 805uL 50 mM’lik Tris-HCI (pH=8.0) tamponu, 25uL glutatyon
rediikktaz (20 U/mL) enzimi, 100uL 20 mM’lik GSH, 25 ulL 30mM’lik tert-biitil
hidroperoksit, 25 pL 10 mM’lik NADPH ve 100 uL GPx enzimi (0,25U/mL) eklenerek
karigimin toplam hacmi 1100uL’ye tamamlanip karisim hazirlandiktan hemen sonra 340
nm’de optik dansitedeki (ODzs0) diisiis, 5 dakika siiresince takibe alinmigtir. Enzim

aktivitesi ise deneysel verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmustir.

EA (1U/mL)=(ODzso/dakika)x(1/e340)*(seyreltme faktorii)

NADPH icin 340 nm’deki séniimleme katsayis1 (ess) 0,00622 nM2.cm™? olarak

alinmistir.
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3.2.5 Ferulik asidin siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitesi iizerine etkisi

Ferulik asidin siiperoksit dismiitaz (SOD) enzim aktivitesi {izerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Geller ve Wing (1984) tarafindan gelistirilmis metot, tarafimizdan
kismen degistirilerek kullanilmasi planlanmistir. SOD enzim aktivitesinin tayini amaciyla
0.3 mM ksantin, 12.5 mM nitro blue tetrazolyum (NBT) ve 10,4 u/mL ksantin oksidaz
iceren ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusmus siiperoksit radikalleri, SOD enzim
sisteminde kullanilmadiginda ortamda bulunan NBT bilesiginin rediiksiyonuna ve
ortamda renk degisimine neden olmustur. Ferulik asidin SOD enzim aktivitesine olan
etkisini belirlemek i¢in, her ferulik asit konsantrasyonuna karsilik kor ve enzim kontrolii
hazirlanmistir. Kor, enzim kontrolii (sadece tampon) ve her konsantrasyondan 20 uL
ferulik asit iceren kiivetlerin {izerine sirayla 20 pL 1:2 oraninda seyreltilmis karaciger
homojenati, 600 pL, sodyum karbonat (Na,COz) tamponu (200 mM, pH=10.0), 300 puL
ksantin (0.3 mM), 40 uL NBT (12,5 mM) ve XOD (0.28 U/mL) enziminden 20uL
eklenmistir. Ornek iyice karistirildiktan sonra kiivetlerde olusan reaksiyonlarin 550 nm
dalga boyunda 5 dakika siiresince absorbaslari kaydedilmistir. Tiim deneyler ImL
kiivetlerde ferulik asit igin li¢ tekrar olarak gerceklestirilmistir. Deney sonunda, elde
edilen veriler asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar ise

Microsoft Excel programi yardimiyla analiz edilmistir.

EA(U/mL) = (ODkor - ODtest)/(ODkor)*(seyreltme faktorii)

3.2.6 Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi iizerine etkisi

Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
katalaz aktivite tayini, bu enzimin hidrojen peroksiti suya katalizledigi reaksiyonun
spektorofotometrik olarak 520 nm’de okunarak, peroksit miktarindaki diismeye bagh

olarak goriilecek absorpsiyondaki azalmanin takibiyle gergeklestilmistir (Aebi 1984).
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Deney iki asamali olup, aktivite tayini spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Tlk
ferulik asit 6rneginden SuL oraninda alinarak ve 1.5 mL’lik mikro santrifiij tliplerine
konulmustur. Ferulik asit 1 mg/mL — 0,03125 mg/mL araliginda DMSO ile 1:2 oraninda
seri seyreltmelerle hazirlanmistir. Sonra, kor ve ferulik asit igeren mikro santrifiij
tiiplerine sirasiyla 100.1 U/mL katalaz enziminden 20pL, 50 mM’lik fosfat tamponundan
40 uL ve 10 mM’lik H2O3 ¢ozeltisinden 100 uL eklenerek 2 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 karisima 825 pL 15 mM’lik sodyum azit (NaNs3) ilave edilip ve 5
dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Ikinci inkiibasyondan sonra, her karisimdan 10’ar
uL 6rnek alinarak ve yeni mikro santrifiij tiiplerine konulup bunlara 1000 uL kromojen
karistmi  eklenerek, toplam hacim 1010 pL’ye tamamlanmistir. Omek iyice
karistirildiktan sonra karanlik ortamda 40 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, ortamda kalan H>O; ile kromojen arasinda olusan reaksiyonda ortaya gikan
pembe renk 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Tiim deneyler ImL

kiivetlerde ferulik asit i¢in triplike olarak gergeklestirilmistir.
Enzim aktivitesi agagida sunulan formiile yerlestirilerek hesaplanmustir.

EA(IU/mL) = (AH20/dakika) x (seyreltme faktorii)/ deney hacimi
Kromojen karigimi ayn1 giinde kullanmak amactyla 4-aminoantipirin (4-AP), sodyum
3,5 dikloro-2-hidroksi benzen siilfonat (DHBS) ve horseraddish peroksidaz (HRP)
enziminden (ImL:1mL:1pL) hazirlanmistir.

Elde edilen sonuclar ise Microsoft Excel program1 yardimiyla analiz edilmistir.

3.2.7 Ferulik asidin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi iizerine etkisi

Ferulik asidin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi tizerindeki etKilerini
belirlemek amaciyla Habig tarafindan gelistirilmis yontem (Habig vd. 1974)

kullanilmustir.
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Deney diizeneginde tampon ve kofaktor karigimi 20 mM’lik 10 mL fosfat tamponu (pH:
6,5), 50 mM’lik 400 uL GSH ile 7,6 mL ddH20 seklinde hazirlanmistir. Reaksiyon, 10uL
ferulik asit, 930uL fosfat tamponu (pH=6.5) kofaktor karisimi, 10 pL 1:3 oraninda
seyreltilmis karaciger homojenati ve 20 mM’lik 50uL CDNB ile ImL’lik toplam
hacimde, 1mL kiivette 120sn’de ve 340 nm dalga boyunda yiiriitiilmiistiir.

Enzim aktivitesi ise deneysel verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle

hesaplanmustir.

EA(IU/mL)=(OD34o0/dakika)*(1/e340)*(seyreltme faktorii)
Séniimleme Katsayis1t CDNB igin 9,60 nM™.cm™ dur.

3.2.8 Ferulik asidin aldoz rediiztaz (AR) enzim aktivitesi iizerine etKisi

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enziminin aktivitesi daha Once
yayinlanmis olan (Hayman ve Kinoshita 1965) spektrofotometrik metodun bazi
modifikasyonlarla gelistirilmesi sonucu olusturulan analiz metodu ile tayin edilmistir. Bu
yontemde, substrat olarak kullanilan DL-Gliseraldehit, AR enzimi tarafindan gliserole
indirgenmistir. Ayn1 zamanda, AR enziminin kofaktorii olan NADPH da NADP* ‘ya
okside edilmistir. Reaksiyon ortami AR enzimi (4,54 u/mL) ve Li>SO4 (400mM),
NADPH (1.5M) igeren fosfat tamponunun (50 mM, pH 6.2) eklenmesiyle hazirlanmistir.
Hazirlanan karisim 5 dakika 37°C’de inkiibe edildikten sonra 340 nm’de kore karsi
okuma yapilmistir ve tiizerine DL-gliseraldehit (10mM) ilave edilerek reaksiyon
baglatilmistir. Reaksiyon karigimindaki absorbans azalmasi 6 dakika siiresince takip
edilmistir. AOD’lerden ve NADPH 1n ekstinksiyon katsayisindan yararlanarak AR enzim
aktivitesi hesaplanarak enzim aktivitesi, her bir dakikada oksitlenen NADPH miktarina
gore ifade edilmistir. Tim deneyler ImL kiivetlerde ferulik asit igin triplike olarak

gergeklestirilmistir.

EA (IU/mL)=(0ODsso/dakika)x(1/e340)*(seyreltme faktorii) NADPH i¢in 340 nm’deki

soniimleme katsayisi (es40) 0,00622 nMt.cm™ olarak almmustir.
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3.2.9 Ferulik asidin ksantin oksidaz (KO) enzim aktivitesi iizerine etkisi

Deney karigimi1 10uL ferulik asit, 300 pL fosfat tamponu (0.2 M, pH: 9.0) ve 100uL
enzim soliisyonu (0,28 U/mL™1) seklinde hazirlanmistir. Karisim oda sicakliginda 2dk
inkiibasyona birakildiktan sonra reaksiyon; 500uLl ksantin soliisyonu (0.15 mM)
eklenmesiyle baslatilmis ve absorbanstaki degisiklikler 2 dakika boyunca oda
sicakliginda 295nm’de okunarak kaydedilmistir. Tiim deneyler ImL kiivetlerde ferulik
asit icin tg¢lii tekrar olarak gercgeklestirilmistir. Ksantin oksidazin inhibisyon yiizdesi

asagidaki formiilden hesaplanmustir;

%inhibisyon ksantin oksidaz = [(X-Y) x 100] / X

X: ornek eklenmemis tiipteki absorbans degisikligi

Y: ornek eklenmis tiipteki absorbans degisikligi (Bangou 2011)

3.2.10 Ferulik asidin Hmg KoA rediiktaz enzim aktivitesi iizerine etKisi

HMG-KoA rediiktaz aktivitesi ve inhibisyon tahlili UV uyumlu bir 96 kuyulu mikro
plakada HMG-KoA Rediiktaz Test Kiti (Sigma) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Yaklasik 6ug enzim 37 ° C'de 400uM NADPH, 0.3 mg/ml HMG-KoA ve belirli bir
HMG-KoA rediiktaz inhibitorii olan farkli konsantrasyonda pravastatin ile inkiibe

edilmistir.

(ODa40 (6rnek) /dakika — ODa4o (kor)/dakika) x (seyreltme faktorii)

EA (IU/mL) =
12.44 x 0.002 x 0.6 X 0.55

Seyreltme faktorii deney sonuglarinin 96’lik mikroplaka ile okumasi gerceklestigi icin

0.2mL alinmustir.
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3.2.11 istatistiksel analiz

Tiim deneyler en az 3 bagimsiz tekrar seklinde ve 3 farkli giinde analiz edilerek, degerler
ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol enzim aktiviteleri ile ferulik
asitin alt1 farkl1 konsantrasyonlar1 arasindaki degisiklik ve giinler arasindaki anlaml1 bir
iliski olup olmadigini karsilastirmak igin, Dunnett testi ve hesaplamalar i¢in Excel

kullanilmastir. Istatistiksel anlamlilik p <0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ferulik Asidin Total Antioksidan Aktivitesi

Bu ¢alisma ferulik asit bilesiginin DPPH radikalini giderici etkisini saptamak amaciyla
yapilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri standart olarak
kullanilmustir. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ferulik asit ¢dzeltilerinin
radikal giderici etkileri belirlenerek, total antioksidan aktivitesi hesaplanmistir. Ferulik
asitin DPPH radikalini temizleme yetenegi mg/mL cinsinden belirlenmis ve ICso degeri
olarak ifade edilmistir. Ferulik asidin farkli konsanstrasyonlarda gdstermis oldugu
antioksidan aktivite Sekil 4.1°de, standart olarak kullanilan gallik asit ¢dzeltisinin
antioksidan aktivitesi ise Sekil 4.2°de gosterilmistir. Ferulik asit ve gallik asitin 1Cso

degerleri ise Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1 Ferulik asit ¢6zeltisinin antioksidan aktivite grafigi
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Sekil 4.2 Standart gallik asit ¢ozeltisinin antioksidan aktivite grafigi

Cizelge 4.1 Ferulik asit ve gallik asit ¢ozeltilerinin 1Cso degerleri

Bilesik I1Cs0 degerleri (mg/mL)
Ferulik Asit 0,02164 = 0,00477
Gallik Asit 0,003002 + 0,00022

4.2 Ferulik Asidin Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in, glutatyon rediiktaz (GR) iceren
indirek 6l¢tim metodu kullanilmistir. Bu yontemde GPx enzimi etkisiyle glutatyon (GSH)
ve hidrojen peroksitin (H202), su ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisiimii
sirasinda aciga ¢ikan GSSG miktarina bagl olarak, GR enziminin NADPH substratini
NADP’ye doniistiiriilmesi 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmistir. Ferulik
asit olmadan sadece GPx enziminin olusturdugu aktivite degeri 3 mg/ml saf enzim i¢in
Ol¢iilen 0.25 pmol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak
kullanilmis ve ferulik asidin GPx enzim aktivitesi tizerine etkileri bu degerle kiyaslanarak

ifade edilmistir.
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GPx Enzim Aktivite Grafigi
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Sekil 4.3 Ferulik asit ¢ozeltisinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine olan

etkisi

DMSO igerisinde hazirlanmis ferulik asit ¢ozeltisinin sirastyla 0.03125, 0.0625, 0.125,

0.25, 0.5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda GPx enzimi iizerine etkileri aragtirilmistir.

1 mg/mL konsantrasyonda, yani en yiiksek dozda GPx enzim aktivitesinin kontrole
gore % 13,89 arttig1 gorilmektedir. 0,5 mg/mL ferulik asit konsantrasyonunda ise

GPx enzim aktvitesinin kontrole gore %5 olarak arttigi sonucuna varilmistir (Sekil
4.3).

4.3 Ferulik Asidin Siiperoksit Dismiitaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

SOD enzim aktivitesini belirtmek amaciyla, Geller ve Wing (1984) tarafindan
gelistirilmis yontem kullanilmigtir. S1ir karacigerinden elde edilen sitozol, SOD enzim
kaynagi olarak kullanilmistir. Bu metot dahilinde, 30 mM, 25 mM NBT ve ksantin

oksidaz iceren ksantin-ksantin oksidaz sisteminden meydana gelen siiperoksit radikalleri
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SOD enzim sisteminde kullanilmadigi takdirde ortamda bulunan NBT bilesiginin

rediiksiyonuna ve dolayisiyla ortamdaki renk degisimine neden olmustur.

Ortamdaki renk degisimi spektrofotometrik olarak 550 nm’de ortamda bulunan

rediiklenmis NBT miktarina gore Sl¢iilmiistiir.

DMSO igerisinde hazirlanmis ferulik asit ¢ozeltisinin sirasiyla 0,03125; 0,0625; 0,125;
0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit dismiitaz enzimi tizerine etkileri
aragtirtlmistir. 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ferulik asit dozlar1 i¢in SOD enzim aktivitesindeki
artis sirastyla % 6,13 ve % 12,14 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4).

SOD Enzim Aktivite Grafigi
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Sekil 4.4 Ferulik asit ¢ozeltisinin siiperoksit dismiitaz enzim aktivitesi lizerine olan

etkisi

4.4 Ferulik Asidin Katalaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisi
Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi lizerine olan etkilerini belirlemek igin

ortamdaki hidrojen peroksitin, kromojen reaktifi ile arasinda olusan reaksiyon

spektrofotometrik olarak 520 nm dalga boyunda takip edilmistir. Ferulik asit olmadan
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sadece KAT enziminin olusturdugu aktivite degeri 4,53 mg/ml saf katalaz enzimi igin
100,1 pmol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger, % 100 enzim aktivitesi olarak kabul
edilmis ve ferulik asit Orneklerinin katalaz enzimi iizerine olan etkileri bu degerle
kiyaslanarak elde edilmistir. KAT enzim aktivitesinin belirlenebilmesi icin farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan H>O> ¢6zeltileri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisine

gore hesaplanmistir (Sekil 4.5).

H,O, Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.5 H202 kalibrasyon egrisi
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Katalaz Enzim Aktivite Grafigi
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Sekil 4.6 Ferulik asit ¢ozeltisinin katalaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi

Ferulik asit ¢ozeltisinin katalaz enzim aktivitesi tizerine etkilerini belirlemek amaciyla
0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1 mg/mL olmak iizere DMSO igerisinde hazirlanmis

farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Ferulik asidin tiim konsantrasyonlari i¢in hesaplanan KAT enzim aktivitesi % 100 enzim
kontroliiniin altinda kalmistir (Sekil 4.6).
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4.5 Ferulik Asidin Glutatyon S-transferaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sigir karaciger dokusundan elde edilen sitozol GST enzim kaynagi olarak kullanilmistir.
GST enziminin aktivitesi, 340 nm’de CDNB-GSH konsantrasyonundaki artisa bagh
olarak oOl¢iilmistiir. Ferulik asidin GST enzim aktivitesi tizerine etkisi i¢erisinde ferulik
asit bulunmayan yani enzim kontrolii ile kiyaslanarak belirlenmistir. GST enzim aktivite

egrisi Sekil 4.7°de gosterilmistir.

En yiiksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL i¢in %11 oraninda inhibisyon
hesaplanmistir. 0,5 mg/mL ferulik asit dozu i¢in %?2’lik bir inhibisyon degeri
hesaplanmistir. 0,03125 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL ve 0,25 mg/mL ferulik
asit konsantrasyonlari i¢in ise sirastyla % 11, % 9,9, % 6,95 ve % 2,7 oranlarinda GST

enzim aktivitesi olarak hesaplanmustir (Sekil 4.7).

GST Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.7 Ferulik asit ¢ozeltisinin glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan
etkisi
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4.6 Ferulik Asidin Aldoz Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enzim aktivitesi 340 nm’de NADPH
konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak Ol¢iilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ferulik asit ¢ozeltileri olmadan, yani sadece AR enziminin olusturdugu aktivite
degeri 4,54 mg/mL enzim i¢in 6l¢iilen 0,496 mg/min/mL olarak hesaplanmigtir. Bu deger
% 100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve ferulik asit ¢ozeltilerinin AR enzim
aktivitesi tizerine etkileri bu degere kiyaslanarak belirlenmistir. AR enzim aktivite egrisi

sekil 4.8’de sunulmustur.

En yiiksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL i¢in % 43 oraninda inhibisyon
hesaplanmistir. En diisiik ferulik asit konsantrasyon degeri olan 0,03125 mg/mL ise % 27

oraninda bir inhibisyon ger¢eklesmistir.
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Sekil 4.8 Ferulik asit ¢ozeltisinin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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4.7 Ferulik Asidin Ksantin Oksidaz Enzim AKktivitesi Uzerine EKisi

Deney ortaminda saf ksantin oksidaz enzim aktivitesi 295 nm’de ksantin
konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak 6lciilmiistiir. 2:1 oraninda seri diliisyon ile
DMSO icerisinde hazirlanan ferulik asidin ¢esitli konsantrasyonlari, kore kars1 (ferulik
asit icermeyen) okumasi gergeklestirilmistir. Kor degeri %100 enzim aktivitesi olarak
kabul edilmis ve ferulik asit ¢ozeltileri KO enzim aktivitesi {izerine etkileri bu deger ile
kiyaslanarak belirlenmistir. Ksantin oksidaz enzim aktivite egrisi Sekil 4.9’da

gosterilmistir.

Ferulik asidin tiim konsantrasyonlarinda inhibisyon goriigsmiistiir. En yiiksek ferulik asit
konsantrasyonu olan 1 mg/mL i¢in % 10 oraninda inhibisyon hesaplanmistir. En diisiik

ferulik asit konsantrasyon degeri olan 0,03125 mg/mL ise % 13 oraninda bir inhibisyon

gerceklesmistir.
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Sekil 4.9 Ferulik asit ¢ozeltisinin ksantin oksidaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi
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4.8 Ferulik Asidin HMG-KoA Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

Ferulik asidin HMG-KoA rediiztaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in Sigma’dan temin
edilen HMG-KoA Rediiktaz Assay Kit’i (Sigma) kullanilmistir. Deney, substrat HMG-
KoA'nin varliginda HMGR' 1n Katalitik alt birimi tarafindan NADPH' in oksidasyonunu
temsil eden 340 nm' de absorbanstaki diislisiin spektrofotometrik Olglimiine
dayanmaktadir. Ferulik asidin aktivite tayini ic¢in; 179ul uygulama tamponu, 4ulL
NADPH, 12uL HMG-KoA, 2ulL. HMGR ve 3uL ferulik asit {i¢ tekrarli olarak 5 dakika
boyunca 40sn’lik periyodlar halinde kinetik okumasi yapilmistir. Kor 6rnek i¢in 184ul
uygulama tampon, 4uL NADPH, 12uL HMG-KoA’ nin yine 5 dakika boyunca kinetik

olarak 40sn’lik periyodlar halinde okumasi yapilmistir.

En yiiksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL i¢in % 21 oraninda aktivasyon
hesaplanmistir. En diisiik ferulik asit konsantrasyon degeri olan 0,03125 mg/mL ise % 47

oraninda bir inhibisyon ger¢eklesmistir.
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Sekil 4.10 Ferulik asit ¢ozeltisinin HMG-KoA rediiktaz enzim aktivitesi lizerine olan

etkisi
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Sekil 4.11 Ferulik asidin konsantrasyon araliginin g¢alisilmis tiim enzimlerin aktivitesi

lizerine olan etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksidasyon, hidrojen veya elektronlar1 bir maddeden oksitleyici bir maddeye aktaran
kimyasal bir reaksiyondur ve oksidasyon reaksiyonlar1 serbest radikallere neden olabilir.
Serbest radikaller ayrica oksijen molekiiliiniin kimyasal olarak indirgenmesinin bir
sonucu olarak da iiretilir (Kohen vd. 2002). Olusan serbest radikaller biyomolekiillerde
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olabilir. Antioksidanlar, biyolojik sistemleri
serbest radikallerin hasarlarina karsi korur. Yetersiz endojen ve eksojen antioksidan
seviyeleri, oksidatif strese neden olabilir; oksidanlar ve antioksidanlarin bu dengesizligi
dengesizligi, hiicresel hasar veya 6liimle sonuglanabilir. Oksidatif stres, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, enflamatuar hastaliklar ve erken yaslanma (progeria) gibi ¢esitli
hastaliklarda 6nemli bir rol oynar (Valko vd. 2007, Uttara vd. 2009). Antioksidan kaynagi
olarak bitki bilesenleri de bir¢ok hastaligin dnlenmesinde etkilidir (Krishnaiah vd. 2011).
Ikincil metabolitler, bir organizmanimn biiyiimesine ve gelismesine dogrudan dahil
olmayan ve bitki savunmasinda énemli bir rol oynayan organik bilesiklerdir. Ornegin
birgok sektérde hammadde olarak kullanilirlar: besin antioksidanlari, antimikrobiyaller
ve farmasoétikler gibi. Bitki sekonder metabolitlerinin en biiyiik siniflarindan biri fenolik
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, hiicre i¢i molekiiler hasar1 ve diger zararli faktorleri
onlemek i¢in reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu temizleyerek veya onleyerek
antioksidan savunmasinda goérev alirlar. Bitkiler, antioksidan vitaminler (A, C ve E),
karotenoidler, koenzim-Q, likopenler ve fenolikler (fenolik asitler, flavonoidler,
flavonoller, antosiyaninler, tanenler ve ligninler) gibi antioksidan aktiviteye sahip ¢esitli
tipte bilesikler igerir (Mollica vd. 2016).

DPPH yontemi antioksidan analizler arasinda en yaygin kullanilan yontemdir. DPPH
metodu basit, verimli ve kismen diger metodlara gore daha ucuz ve hizl bir yontemdir.
Diger bir cok antioksidan methoda benzerlik gostererek, UV spektrofotometresi
gerektirir. DPPH metodu 1958 yilinda Blois tarafindan gelistirilmis ve 1995 yilinda
Williams’s ve arkadaglar tarafindan giiniimiizde kullanilan haline modifiye edilmistir.
DPPH molekiilii sabit serbest radikallere sahip olup 517nm’de koyu mor renkte

absorbsiyon vermektedir.
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Antioksidan varliginda DPPH radikalleri ortama elektron veya hidrojen vererek daha
kararli DPPH molekiiliine doniismektedir. Bu siiregte DPPH bilesiginin orjinal rengi olan
koyu mor, antioksidan aktivite ve konsantrasyon yogunluguna bagl olarak sarimsi bir
renge biiriiniir. Antioksidan molekiiliiniin DPPH molekiiliinii %50 oraninda siipiirme

yetenegi SCso (veya ICso) olarak ifade edilmektedir (Molyneux 2004, Kedare vd. 2011).

Ferulik asit veya kimyasal olarak hidroksilatlanmis sinnamik asit, fenolik bir
fitokimyasal, gii¢lii bir antioksidan (Srinivasan vd. 2007, Ogiwara vd. 2002) olmasinin
yanisira ¢esitli terapotik etkileri olan Onemli fito-molekiilden biridir. Biyolojik
sistemlerde hidroksil ve peroksil radikal oksidasyonuna karsi koruma saglar (Kanski vd.
2002). Ferulik asit diisiik toksisiteye sahiptir ve bircok fizyolojik fonksiyona sahiptir
(anti-enflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal aktivite, antikanser ve antidiyabetik etki).
Ferulik asit bitki hiicre duvarmin 6nemli bir bileseni olup ilag, gida ve kozmetik
endistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ferulik asit serbest bir radikal

temizleyicidir, ayn1 zamanda serbest radikal olusumunu katalize eden bir enzim

inhibitortdir (Zdunska vd. 2018).

Fenolik asitlerin, 6zellikle de sinamik asit tiirevlerinin en 6nemli rollerinden biri, esas
olarak fenil halkasina bagli hidroksil ve metoksi gruplarinin sayisina bagli olarak
degisiklik gosteren antioksidan aktiviteleridir (Bezerra vd. 2017, Aguilar-Hernandez vd.
2017). Ferulik asit viicutta daha kolay emilir ve diger fenolik asitlere kiyasla daha uzun
stire kanda kalir. Ferulik asit, iistiin bir antioksidan olarak kabul edilir (Teengam vd.
2013). Ferulik asidin antioksidan etki mekanizmasi, esas olarak reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) veya azotun olusumunun inhibisyonuna istinaden es zamanli olarak serbest
radikallerin notrlestirilmesine (siipiirme) dayanmaktadir. Buna ek olarak ferulik asit,
protonlanmis metal iyonlarin1 (Cu(Il), Fe(ll) gibi) selatlamaktan da sorumludur (Rice-
Evans vd. 1996, Rice-Evans vd. 1997). Ferulik asit ti¢ boyutlu kimyasal konfiglirasyonu
g0z Oniline alindiginda serbest radikal temizleme 6zelliginin yanisira giiglii bir enzim
inhibitorii olarakta calisir (Bezerra vd. 2017, Lodovici vd. 2011, Masella vd. 2004,
Masella vd. 1999).
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Ferulik asidin antioksidan aktivitesinin mekanizmasi, radikal molekiiliiniin antioksidan
molekiili ile tepkimesiyle stabil fenoksil radikalleri olusturma kabiliyetine
dayanmaktadir. Bu, serbest radikallerin olusmasina yol acan karmasik bir reaksiyon
kademesinin baslatilmasini zorlastirir. Ferulik asit ayni zamanda atomlar1 dogrudan
radikallere veren hidrojen vericisi olarak da islev gorebilir. Istenmeyen otoksidasyon
islemlerinden hiicre zar lipid asitlerini korunmak i¢in ferulik asidin bu 6zelligi onemli
bir noktada durmaktadir (Kiewlicz vd. 2015). Buna ek olarak bu koruma, hiicre zari
peroksidasyonuna yol agan toksik hidroksil radikallerinin olusumunuda Onler

(Scharffetter-Kochanek vd. 2000).

Calismamizda ferulik asitin seri seyreltme yontemiyle DMSO igerisinde ¢6zerek
hazirlamis oldugumuz 1mg/mL — 0.03125mg/mL konsantrasyon araligina sahip
cozeltileri kullanilmistir. Ferulik asidin alti farkli konsantrasyonu total antioksidan
aktivite 6l¢timiinde, antioksidan enzimlerin ve metabolik enzimlerin (GPx, GST, KAT,
KO, AR, SOD ve HMG-KoA Rediiktaz) aktivasyon/inhibisyon etkisinin belirlenmesi
amaglanmistir. Antioksidan aktivite ¢aligmalarinin ilk basamagi olarak, ferulik asidin
radikal giderici etkileri DPPH yontemiyle hesaplanmistir. Calismalarimiz sonucunda,
ferulik asidin radikal temizleyici yeteneginin oldukca yiiksek oldugu goézlenmistir.
Ferulik asidin hesaplanan radikal temizleyici etkisi, en kii¢lik konsantrasyon i¢in % 21,26
iken, maksimum konsantrasyona ¢ikildiginda bu oran % 92,05 olarak elde edilmistir.
Ferulik asit i¢cin hesaplanan 1Cso degeri ise 0,021647 mg/mL olarak bulunmustur. Radikal
giderici etki caligmasinda standart olarak kullandigimiz gallik asit i¢in hesaplanan ICso
degeri 0.003002 mg/mL’dir. Gallik asit i¢in hesaplanan radikal indirgeme giicii ise R =
0.974 olarak hesaplanmistir. Xican Li ve arkadaglarinin 2009 yilinda yapmis olduklari
calismada ferulik asit i¢in hesaplanan indirgeme giicii R = 0.933 olarak belirlenmistir.
Calismalarimiz  sonucu ferulik asitin indirgeme giici R = 0,98934 olarak
hesaplanmistir.Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi
elemanlarindan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT),
askorpik asit (vitamin C), alfa-tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH), beta-karoten ve
vitamin A’nin aktivasyon calismalari fotometrik analizler ile degerlendirilmektedir
(Beaudeux vd. 1996, Hall vd. 1998, Jankowska vd. 1994, Stahl vd. 1998, Stait vd. 1996).

Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizin ikinci basamaginda giiclii bir antioksidan olarak
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literatiirde yer alan ferulik asidin alti farkli konsantrasyonu, antioksidan savunma
sisteminin 6nemli tiyeleri olan; glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, aldoz
rediiktaz, glutatyon S-transferaz, ksantin oksidaz ve HMG-KoA rediiktaz enzimleri

tizerindeki aktivasyon ve inhibisyon etkileri spektrofotometrik 6l¢timler ile aragtirilmustir.

Ferulik asitin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisini belirlemek
amaciyla yapilan c¢alisma sonucunda; maksimum konsantrasyonda %713,89 enzim
aktivitesi hesaplanmistir. 1mg/ml’lik ve 0,5mg konsantrasyonlar hari¢ kalan 4
konsantrasyonda dikkate deger inhibisyonlar hesaplanmistir. En diisiik ferulik asit
konsantrasyonu olan 0,03125 mg/mL igin % 0 enzim inhibisyonu gbézlemlenirken, bu

rakam 0,5mg/mL ferulik asit konsantrasyonu i¢in % 5’e yiikselmistir.

Ferulik asitin siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi tizerine olan etkisini belirlemek
i¢in yapilan ¢aligmada da maksimum konsantrasyonda % 12 enzim aktivitesinde artis
hesaplanmistir. Bu oran 0,5mg/mL ferulik asit konsantrasyonu i¢in % 6 degerinde enzim
aktivitesi seklinde goriilmiistiir. 0,03125mg/mL olan en diisiik konsantrasyona sahip
ferulik asit ¢ozeltisinin siiperoksit dismutaz enzimi iizerine olan etkisi % 22 inhibisyon
olarak hesaplanmistir. Bu oran 0,25mg/mL ferulik asit konsantrasyonu igin % 18 enzim

inhibisyonu olarak degerlendirilmistir.

Katalaz enzimi i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda diger iki enzim ile kiyaslandiginda
glutatyon peroksidaz enzim aktivitesine benzer bir grafik ortaya konulmustur.
Hesaplanan inhibisyon degeri 0,03125mg/mL ve 1mg/mL igin sirasiyla % 36 ve % 4 iken
diger konsantrasyonlarinda aktivite goézlenmemistir. Hesaplanan tiim ferulik asit

konsantrasyon degerleri genel itibariyle kontroliin altinda kalmistir.

Ferulik asitin glutatyon S-transferaz enzimi aktivitesine etkisi de benzer sekilde 0,03125
- 1 mg/mL konsantrasyon araliginda arastirilmistir. Glutatyon S-transferaz enziminin
aktivite/inhibite etkisinin degerlendirimesi sonucu hesaplanan aktivite degeri
0,03125mg/mL ferulik asit konsantrasyonu i¢in % 11 iken 1mg/mL i¢in enzim inhibisyon

degeri % 11 olarak hesaplanmistir.
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Aldoz rediikktaz enzim aktivitesinin ferulik asit varlifinda spektrofotometrik
incelemesinde maksimum konsantrasyon olan Img/mL ferulik asit varliginda % 43
oraninda inhibisyon gériildiigii hesaplanmistir. Inhibisyon degeri en diisiik konsantrasyon

olan 0,03125mg/mL ferulik asit varliginda ise % 27 degerine gerilemistir.

Ksantin oksidaz enzim aktivasyonu i¢in yapilan deney i¢in hesaplanan tiim ferulik asit
konsantrasyon degerleri genel itibariyle kontroliin altinda kalmistir. Ksantin oksidaz
enziminin inhibisyon degeri tiim ferulik asit konsantrasyonlari i¢in % 10-13 arasinda

degismektedir.

Son olarak ferulik asitin HMG-KO0A rediiktaz enzim aktivitesine etkisi de benzer sekilde
0,03125 - 1 mg/mL konsantrasyon araliginda arastirilmistir. HMG-KoA rediiktaz
enziminin aktivite/inhibite etkisinin degerlendirimesi sonucu hesaplanan aktivite degeri
1mg/mL ferulik asit konsantrasyonu i¢in % 21 iken 0,03125mg/mL i¢in enzim inhibisyon

degeri % 47 olarak hesaplanmistir.

Ferulik asit, serbest bir radikal temizleyici olmasinin yanisira serbest radikal olusumunu
katalize eden bir enzim inhibitoriidiir ve enzim aktivitesini arttirici etkileri direkt olarak
kimyasal yapisi ile ilgilidir (Bezerra vd. 2017; Lodovici vd. 2001; Masella vd. 2004,
Masella 1999). Ayrica yara iyilesimi sirasinda ferulik asit igerikli merhem kullanimimnin
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi buna bagl olarak katalaz, siiperoksit dismutaz ve
glutatyon enzim aktivitelerini arttirdigi gosterilmistir. Bu baglamda ferulik asit, yaranin
tyilesme siirecinde, yaranin biiziilmesini 6nemli 6l¢iide hizlandirdigini 6ne siiriilmektedir
(Ghaisas vd. 2014). Literatiir verileri, ferulik asit ve tiirevlerinin, ksantin oksidaz ve
siklooksijenaz aktivitesinin azaltilmasindaki yiiksek etkinligini rapor etmektedir (Nile vd.
2016). Ferulik asidin, enzim katalizli doniisim mekanizmasinin trettigi ROS miktarini

azalttigina inanilmaktadir (Nile vd. 2016).

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan aktiviteye sahip
enzimler, saf etanol, saf aygicek yagi varliginda sigan karacigerlerinde onemli olgiide

aktiviteyi diisiiriicii etki gostermistir (de Paiva, 2013). Bizim elde ettigimiz veriler
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dogrultusunda ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan GST ve KAT
enzimleri i¢in sirastyla en diisiik ferulik asit konsantrasyonunda (0,003125mg/mL)
yaklasik % 35 enzim inhibisyonu ve % 11 enzim aktivasyonu goriilmiistiir. En diisiik
konsantrasyonda GST {izerinde ferulik asidin yaklasitk % 11 enzim aktivasyonu

gostermesi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu agisindan anlamli bulunmustur.

Aldoz rediiktaz enzim aktivitesi hiperglisemi (yliksek seker) ile iligkili olarak kabul edilen
lensed ve siyatik sinirlerde yiiksek orandan bulunmaktadir. Sonu¢ olarak, dokularda
katarakt, diyabetik nefropati, diyabetik noropati, diyabetik retinopati olusumuna yol
acmaktadir. Aldoz rediiktaz inhibitorleri bu tip doku hasar1 durumlarinda etkili ajanlar
olarak kullanilmaktadir. Poliol yolaginin ilk enzimi olan aldoz rediiktazi ve sorbitol
dehidrogenaz, glikozu sirasiyla sorbitole ve fruktoza ¢evirmektedir. Olusan sorbitol hiicre
zarindan kolayca diffiize olamaz. Bu nedenle hiicre i¢inde birikerek osmotik strese neden
olmaktadir. Son basamak olarak osmotik stres, oksidatif stresi takip ederek epitel
dokularda hasara yol acacaktir. Ferulik asit gibi antioksidan 6zelligi kanitlanmis bir
molekiil, caligmalarimiz sonucu en yiiksek konsantrasyonda (1mg/mL) yaklasik % 40

oraninda aldoz rediiktaz enzimini inhibe edebilmistir.

Piirin metabolizmasinin insanlarda son iriinii tirik asittir. Plirin metabolizmasinda ise
DNA ve RNA sentezi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda kullanilan
ferulik asidin en yiiksek ve en diisilk konsantrasyonlarinda ksantin oksidaz enzimi
yaklasik % 15 oraninda inhibe edilebilmistir. Antioksidan molekiillerin DNA hasari

tizerindeki etkisi g6z oniine alindiginda bu oran gelecek vaad etmektedir.

Calismamizda kullanilan HMG-KoA enzimi yiiksek seker hastalarinda kolesteroliin
inhibe edilmesi mekanizmasinda gorev almaktadir. Statinler adi altinda satilan HMG-
KoA inhibitorleri bu enzimin inhibisyonunda gorev almaktadir. Hiperglisemi hastalari
icin 6nemli bir kaynak olan bu inhibitdrler enzimin insanlarda endoplazmik retikulum
tizerinden tiretimi ile iligkilidir. Bu nedenle ¢alismamizda, gii¢lii bir antioksidan molekiil
olan ferulik asidin en yiiksek konsantrasyonda yaklasik % 20 oraninda enzim aktivasyonu
gostermesi ileri ki ¢alismalar i¢in 6nemli bir kaynak olarak yerini alacaktir. Bununla

birlikte, FA’nin ¢esitli dozlar1 verilen siganlarin karacigerinde ise bu enzimlerin
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aktiviteleri arttirilmis ve oksidatif stresin azaltilmasi en diisiik dozda (20 mg FA / kg viicut
agirhigl) bile saglanabilinmistir (de Paiva, 2013). Bu pozitif sonuglar, FA' nin diyette
yaygin olarak alinan toksinlere karsi hepatoprotektif bir ajan oldugunu ve hicbir yan
etkiye sahip olmadigin1 géstermektedir. Bu nedenle FA, karaciger hasarinin alternatif
tedavileri i¢in potansiyel bir molekiil olarak kabul edilebilir. Bizim c¢alismamizda ise,
Img/mL ferulik asit konsantrasyonunda karacigerin en 6nemli enzimlerinden olan katalaz
enzimi i¢in kontrol altinda bir deger alinmustir. ileri ki galismalar i¢in daha yiiksek bir
ferulik asit konsantrasyonu belirlenmesi enzim aktivitesi tizerindeki etkiyi etkileyecegi
yorumlanmistir. FA ayrica, Srinivasan ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
karbon tetrakloriir tarafindan in vivo olarak indiiklenen toksisiteye karst hepatoprotektif

etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Paiva vd. 2013).

Yeh ve Yen (2006), in vivo sistemde FA'nin modiilator etkilerini arastirmis,
caligmalarinda fareler 14 giin boyunca 100 mg FA / kg viicut agirlhiginda doz almiglardir.
Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz aktiviteleri, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda FA uygulamasindan sonra yiikselmis (p <0.05) ve FA ile muamele
edilen si¢anlarin karaciger homojenatlari kontrol grubundan daha fazla oksijen radikal
emme kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Antioksidan enzimlerden siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri, tedavi edilmemis diyabetik gruba
kiyasla FA dozlar1 alan diyabetik si¢anlarin karacigerinde daha yiiksek oldugu

gosterilmistir.

Akcigerlerin ana enzimatik antioksidanlart SOD (EC 1.15.1.11), katalaz (EC 1.11.1.6) ve
GSH-Px (GPx) enzimleridir (EC 1.11.1.9) (Birben vd. 2012). H20. ve lipid
hidroperoksitlerin (membran lipid peroksidasyonunun bir sonucu olarak {iretilir)
azalmasindan sorumlu olan redoks dongiistindeki enzimler arasinda GSH-Px' ler (Flohé
L. 1998) bulunur. GSH-PxX' ler, aktif merkezlerinde 6zel bir aminoasit olan selenosistein
iceren tetrametik enzim ailesi iiyesidir. Selenosisteinler aktif merkezlerinde diisiik
molekiiler agirlikli tiyoller barindirir. Buna 6rnek olarak, GSH, H202’ i ve lipid
peroksidazlarina karsilik gelen alkollerine indirgeme gorevi vardir. GSH-Px-3 (hiicre dist
GSH-Px), hiicre dis1 boliimde bulunan ve memelilerdeki en 6nemli hiicre dis1 antioksidan

enzimden biri olduguna inanilan GSH-Px ailesinin tek tiyesidir. Bu aile igerisinde, hiicre
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dis1 GSH-PX’ ler, insan akcigerinde en yaygin sekilde arastirilan grubu kapsamaktadir
(Combhair vd. 2001). Siiperoksit, ¢esitli kaynaklardan iiretilen birincil ROS olmasinda
dolay1, SOD ile dismutasyonu tiim hiicreler i¢in birincil 6éneme sahiptir. 3 farkli SOD
formunun hepsi, yani CuZn-SOD, Mn-SOD ve EC-SOD, insan akcigerinde yaygin olarak
eksprese edilir. Mn-SOD, mitokondri matrisinde lokalizedir. EC-SOD temel olarak hiicre
dis1 matrikste, ozellikle de yiiksek miktarda tip I kollajen lifleri igeren bolgelerde ve
pulmoner ve sistemik damarlarin ¢gevresinde lokalizedir. Ayrica bronsiyal epitel, alveolar
epitel ve alveolar makrofajlarda da tespit edilmistir (Kinnula ve Crapo 2003, Kinnula
2005). Genel olarak, CuZn-SOD ve Mn-SOD' n, genellikle siiperoksit radikallerinin
temizleyicileri olarak hareket ettigi diisiiniilmektedir (Birben vd. 2012). Katalaz, her biri
aktif bolgede bir heme grubu igeren 4 es monomerden olusan bir tetramer olarak bulunur.
H-O2' in degradasyonu, katalaz-ferrikatalaz’in (suya koordine edilmis demir) 2
konformasyonunun ve bilesik I (bir oksijen atomuyla komplekslenmis demir) arasindaki
doniisiim yoluyla gerceklestirilir. Bagka bir antioksidan enzim ailesi olan GST'ler (EC
2.5.1.18), doymamus aldehitler, epoksitler ve hidroperoksitler gibi ikincil metabolitleri
etkisiz hale getirir. GST ayn1 zamanda eikosanoid ve GSH metabolizmasinda rol

oynamaktadir (Jakobsson vd. 1999).

Aldoz rediiktaz inhibitdrleri, biyotransformasyon enzim indiiksiyonunda tiirlere bagl
farkliliklara sahip olduklart bilinmektedir. Antioksidan potansiyeli olan aldoz rediiktaz
inhibitdrlerinin oksidatif stres yolunu degistirip degistirmedigi bilinmemektedir (Spycher
vd. 1997). Buna 6rnek olarak, aldoz rediiktaz mRNA’s1, birkag farkli oksidatif stres etkeni
tarafindan uyarilmasi sebebiyle aldoz rediiktazin kendisinin hiicresel antioksidan
savunma mekanizmalarina dahil olabilecegini diisliniilmektedir (Spycher vd. 1997).
Fenolikler ve flavonoidler, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve lipooksigenaz gibi
metabolik enzimlere karsi gii¢lii inhibitorler olarak gorev yapabilir (Hoorn vd. 2002).
Statinlerin antioksidan Ozellikleri arasinda, bu ajanlarin lipit disiiriicii etkilerinden
bagimsiz olarak koruyucu kardiyovaskiiler etkilerine karsi katkida bulundugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, statinlerin glukoz homeostazi tizerindeki olasi olumsuz
etkileri redoks sistemi ile ilgili olabilir. Bu nedenle redoks sinyallerinin statinlerle

modiilasyonunu arastiran ¢aligmalara ihtiyag vardir (Lim ve Barter 2014).
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Ferulik asidin ¢esitli antioksidan 6zellik gosteren enzimler ve metabolik yolaklarda
gorevli enzimler lizerindeki etkisinin belirlenmesi ile ilgili mevcut ¢caligmalar literatiirde
yer almaktadir. Ancak simdiye kadar yapilan calismalar igerisinde spektrofotometrik
yontemlerle direkt etkisi bizim c¢alismamizda kullandigimiz enzimler iizerinde
calisilmamistir. Bu nedenle ¢aligmamiz literatiirde 6nemli bir noktada yer alacaktir.
Bununla birlikte son zamanlarda yapilan ¢alismalar ferulik asidin HMG-KoA rediiktaz
enzimini inhibe etme ve glukokinazi aktive etme, sirasiyla hiperkolesterolemi ve
hiperglisemiyi azaltmak i¢in katkida bulunan gii¢lii antioksidan aktivitesinin yanisira

farmakolojik 6zelliklerinin de bulundugu belirtilmistir (de Paiva vd. 2013).

Shivraj Hariram Nile ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada 10-
100ug/mL konsantrasyon aralifinda DMSO igerisinde hazirlanmis ferulik asit
cozeltilerinin ksantin oksidaz inhibitor aktivitesi spektrofotometrik yontemler ile
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak allopurinol ¢ozeltisi kullanilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen inhibisyon yiizdeleri calismamiza c¢ok yakin benzerlik
gostermektedir. Ayni ¢alisma igerisinde ferulik asidin sitotoksitesini belirlemek icin
CCK-8 (Hiicre Sayim Kiti-8) kullanilmistir. Ferulik asidin farkli ¢dzgenlerde hazirlanmis
cozeltileri T24 (Chiung-Chi vd. 2013), MDA-MB-231 (Eunmi 2016) gibi ¢esitli hiicre

hatlarinda arastirilmistir.

Srinivasan ve arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, ferulik asidin
gama radyasyonuna maruz kalan si¢anlarin karacigerinden izole edilen hepatositlerdeki
koruyucu etkilerini degerlendirmistir. Hiicrelerin 1, 5 ve 10 mg/mL ferulik asit ¢6zeltileri
ile 6n muamele edilmesi sonucu ferulik asidin DNA hasarini, ROS olusumunu ve
antioksidan enzimlerin seviyelerini arttirdigi belirtilmistir. Bu nedenle ferulik asidin
radyoterapide, radyoprotektif bir ajan olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir. Aditya Ganeshpurkar ve arkadaslarinin 2014 yilinda tamamladiklar
caligma dahilinde, ferulik asidin potansiyel immiinomodiilatdr bilesik olarak kabul
edilebilecegini gostermislerdir.

Terap6tik 6neminin yani sira, ¢esitli deneysel kosullar altinda ferulik asidin in vivo

davraniginin incelenmesi gelecek arastirmalar i¢in 6nemli bir pozisyonda yer alacaktir.
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Calismamiz sonucunda elde ettigimiz sonuglar ve ferulik asit ile hali hazirda yayimlanmig
makaleler g6z Oniine alindiginda, ferulik asidin, kimyasal formiiliinde yer alan metoksi
ve hidroksi gruplarinin aktivite giicii sebebiyle 6nemli bir konumda oldugu
bilinmekteydi. Ferulik asidin ii¢ boyutlu kimyasal yapisindan kaynakli olarak belirtilen
bir avantaj icerisinde oldugu, ayni zamanda arasgtirmamizin temelini olusturan ferulik
asidin sigir karaciger homojenatindan ayni giin icerisinde saflastirilan sitozoliin, aldoz
rediiktaz, glutatyon S-transferaz ve ksantin oksidaz enzimleri igin kaynak olarak
kullanilmas1 ile ferulik asidin alti1 konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Glutatyon
peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz ve HMG-KoA rediiktaz enzimleri i¢in saf ticari
enzim kullanilmigtir. En diisiik konsantrasyon olan 0,03125mg/mL ferulik asit, sadece
glutatyon S-transferaz enzimi iizerinde % 11,1 oraninda bir aktivite gdstermistir. En
yiksek konsantrasyon olan Img/mL ferulik asit c¢ozeltisi varliginda, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve HMG-KoA rediiktaz enzimleri iizerinde % 12-21

oraninda aktivite artis1 gostermislerdir.

Ferulik  asidin  inhibitor  etkisi  glutatyon  S-transferaz  enzimi  diginda
0,03125mg/mL/0,25mg/mL araliginda ¢ok belirgin bir sekilde sonuglarda goriillmektedir.
Buna paralel olarak veri analiz yontemi olarak kullanigimiz Dunnett testinden elde
ettigimiz veriler dogrultusunda SOD, GST, KO, HMG-KoA, KAT ve GPx i¢in
hesaplanan aktivite/inhibite degerleri anlamli olarak sonuglanmistir. Buna ek olarak
ferulik asidin 3 farkli giin icerisinde tekrarlanmasi sig. faktoriiniin p<0,05 degerinden
biiyiilk olmasi sebebiyle anlamli bulunmamistir. Antioksidan ve metabolik enzim
aktivite/inhibite etkisinin direkt olarak kinetik okumalar ile belirlenmesi literatiirde bu
konu hakkinda olan boslugu doldurmustur. Gelecek c¢alismalar icin aydinlatilmasi
diistiniilen farkli parametrelerin ferulik asit iizerinde incelenmesi biiyiilk Onem

tasimaktadir.
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