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Ferulik asit (FA) bitkilerde yüksek miktarda bulunan fenolik asitlerden biridir. Mısır kepeği 

(2610-3300 mg/100 g), buğday kepeği, patlıcan gibi gıdalarda yüksek konsantrasyonlarda 

bulunmaktadır. FA, gıdalarda hem konjuge hem de serbest formlarda bulunur ve çok düşük bir 

toksisiteye sahiptir. Oksidan ve antioksidan moleküller arasındaki dengenin bozulması sonucu 

serbest radikallerin hücre hasarına neden olmasının bir sonucu olarak oksidatif stres meydana 

gelmektedir. Güçlü bir antioksidan molekül olarak bilinen FA’nın, antioksidan potansiyeli 

kimyasal yapısında yer alan fenolik çekirdeğindeki fenoksi radikallerinden kaynaklanmaktadır. 

İlaveten, FA, serbest radikal zincir reaksiyonlarını temizleyebilme ve durdurabilme özelliğine 

sahiptir. Bu çalışmada FA’ nın antioksidan metabolizmasında ve metabolik yolaklarda görev alan 

GST, SOD, GPx, KAT, KO, AR, HMG-KoA enzimleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. FA ve 

kontrol olarak kullandığımız gallik asidin DPPH radikali için IC50 değerleri sırasıyla; 0.02 ve 

0,003mg/mL olarak hesaplanmıştır. FA’nin 1mg/mL konsantrasyonda SOD, GPx ve HMG-KoA 

enzimlerini, en düşük konsantrasyonda ise GST enzimini etkili bir şekilde aktive ettiği 

gözlenmiştir. FA’ nın HMG-KoA, SOD ve GPx enzim aktivitesi üzerine etkisi incelendiğinde ise, 

1mg/mL konsantrasyonda sırasıyla, % 21, % 12,14 ve % 13,89 oranında aktivasyon 

gözlemlenmiştir. En düşük konsantrasyon değeri olan 0,03125mg/mL FA konsantrasyonunda ise 

GST enzim aktivitesinde % 11 oranında bir artış tespit edilmiştir. KO, KAT ve AR enzimlerinin 

aktivasyon/inhibisyon değerlendirmesinde tüm konsantrasyonlarda inhibisyon gözlemlenmiştir. 

KO, KAT ve AR enzimlerinin 1mg/mL için inhibisyon değerleri sırasıyla, % 10, % 4.75, % 11 

şeklinde hesaplanmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda çalışmamızda kullanmış olduğumuz 

antioksidan ve metabolik enzimlerin FA üzerindeki etkisi belirlenmiştir. 

 

Haziran 2019, 93 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, ferulik asit, hidroksisinnamik asit, 

hidroksibenzoik asit, fenolik bileşikler 
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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-KoA enzymes were investigated. 

The IC50 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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1. GİRİŞ 

Modern kimya ve biyoloji alanında iki asırdır süregelen bilimsel çalışmalar sonucunda 

hücre bölünmesi, büyümesi, solunum, depolama ve üreme gibi temel yaşamsal işlevlerde 

birincil metabolitlerin işlevlerinin önemli bir yer aldığı görülmektedir. Biyoloji alanında 

yapılmış bilimsel araştırmalar sonucu ikincil metabolit kavramını ortaya koyan Alman 

biyokimyacı Kossel’ dir (Kossel 1891). 30 yıl sonra ise Alman botanikçi F. Czapek bitki 

biyokimyası serisinde ikincil metabolitleri son ürün olarak tanımlamıştır (Czapek 1921). 

Günümüzde ikincil metabolitler üzerinde yapılan bilimsel çalışmalar son 50 yıl içerisinde 

gitgide artan bir grafik çizmektedir. Bitkilerin çevreye adaptasyonunda önemli rol 

oynamalarını sağlayan ikincil metabolitler bilimsel anlamda önemli bir konuma 

getirmiştir (Bourgaud vd. 2001). 1960’lı yılların sonuna doğru geliştirilen ve 

uygulanmaya başlanan bitki hücre kültürü teknikleri ikincil metabolitlerin daha iyi 

araştırılmasına ve üretilmesine olanak sağlamıstır. In vitro sistemler üzerinde farklı 

stratejilerin geliştirilmiş olması bu bileşiklerin yaygın olarak üretilmesine olanak 

sağlamıştır. Özel işlem ve süreçlerden geçerek biyoreaktörlerde bitki hücrelerinin ve 

organ kültürlerinin tasarlanması ikincil metabolit üretimi için önemli bir adım olarak 

görülmektedir (Bourgaud vd. 2001). İkincil metabolitlerin antibiyotik, antifungal ve 

antiviral özelliklerinin varlığı bu metabolitleri taşıyan bitkileri patojenlere karşı 

korunmasında yardımcı olmuştur. Bununla birlikte bu metabolitler UV’ nin zararlı 

etkilerine karşı bitki yapraklarının korumasında görev almaktadırlar (Li vd. 1993). 

Bitki ikincil metabolitleri genellikle içerisinde bulundukları biyosentetik yolaklara göre 

sınıflandırılmışıtr. Günümüzde fenolikler, terpenler, steroidler ve alkaloidler olmak üzere 

dört büyük ikincil metabolit grubu yer almaktadır (Harborne ve Williams 2000). Bu 

bileşikler arasında en yaygın metabolit grubu fenoliklerdir. Fenolik bileşikler lignin 

sentezinde görev almakta ve hemen hemen bütün yüksek yapılı bitkilerin yapısında 

bulunmaktadır. Bunun yanısıra alkaloidler ise bitkiler aleminde spesifik cins ve türlere 

özgü olarak dağılmışlardır (Harborne ve Williams 2000). 

İkincil metabolitlerin bu denli yayılım göstermeleri kemotaksonomi ve kimyasal 

ekolojinin temelini oluşturmuştur. Bitki ikincil metabolitleri, geniş spektrumlu biyolojik 
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aktiviteleri nedeni ile yüzyıllardır geleneksel tıpta kullanılmışlardır. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda batı ülkelerinin ilaç endüstrisinde kullandığı kimyasal moleküllerin % 

25’inin doğal bitki kaynaklı olduğu ortaya belirlenmiştir. Buna örnek olarak salisilattan 

türevlenen aspirin gösterilebilir (Payne vd. 1991). 

Fenolik asitler, yaygın olarak “fenolikler” olarak adlandırılan daha büyük bir metabolit 

kategorisinin alt sınıfıdır. Fenolikler terimi karbon iskeletlerinde fenol aromatik halkasına 

bağlı en az bir hidroksil grubu içeren ve yaklaşık 8000 doğal bileşeni bünyesinde 

barındıran bir grubu kapsamaktadır (Croteau vd. 2000). Antioksidan özellikleri ile 

literatürde dikkat çeken fenolik asitler, sağlık alanındaki potansiyel kullanımları ve 

faydaları açısından ilginin giderek arttığı molaküller arasında yer almaktadır (Rice-Evans 

vd. 1996; Rice-Evans vd. 1997; Lodovici vd., 2001). Vejeteryan temelli bir diyete sahip 

olan insanların günlük tahmini fenolik asit tüketimi 25 miligram - 1 gram (meyve, sebze, 

tahıl, çay, kahve, baharatlar) arasındadır (Clifford 1999). Fenolik asit grubuna ait olan 

ferulik asit (FA / IUPAC: (E)-3-(4-hidroksi-3-metoksi-fenil) prop-2-enoik asit) üzerine 

geçtiğimiz yıllarda yapılmış bir çok bilimsel çalışma, serbest radikalleri temizleyerek, 

hücre stresinin dengelenmesinde görev aldığını ve aynı zamanda güçlü bir antioksidan 

işlevi olduğunu göstermiştir (Mancuso ve Santangelo 2014). Hücrelerde yaratmış olduğu 

düşük toksisitesi nedeniyle, ferulik asit gıda ve kozmetik endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Ham madde olarak vanilin ve çesitli koruyucu maddelerin üretiminde, 

sporcuların kullandığı özel gıdaların üretiminde ve cilt koruyucu ürünlerin bileşiminde 

ferulik asit bulunmaktadır (Ou ve Kwok 2004). Bununla birlikte ferulik asitin, 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz, kaspasların ve siklooksijenaz-2 gibi sitotoksik 

enzimlerin aktivitesini inhibe ettiği gösterilmiştir (Mancuso ve Santangelo 2014). Bütün 

bu kanıtlara dayanarak ferulik asidin alzheimer, cilt kanseri, kardiyovasküler 

rahatsızlıklar ve diyabet gibi çeşitli hastalıklara karşı potansiyel bir tedavi maddesi olarak 

kullanılması önerilmiştir (Mancuso ve Santangelo 2014).  

Ön klinik araştırmaların çoğunluğuna rağmen, ferulik asidin insanlar üzerinde yeterli 

düzeyde çalışılmamış olması, klinik etkinliğinin daha fazla belirlenmesi gerektiğine ve 

daha fazla çalışma yapılmasına itmektedir (Mancuso ve Santangelo 2014). 
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ÖZETLERİ 

 

2.1 İkincil Metabolitler 

 

Bitki bileşikleri birincil ve ikincil metabolitler olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Organik 

asitler, amino asitler ve lipitler birincil metabolit grubuna ait olup doğrudan büyüme ve 

gelişmede rol almaktadır. Bunun tersine ikincil metabolitlerin birincil fonksiyonları 

yoktur (Croteau 2000; Kaufman 2006). İkincil metabolitler ise biyolojik çevre ile 

bitkilerin etkileşimi sonucu oluşan ve üretici organizmanın yaşamı için zorunlu olmayan 

küçük biyomoleküllerdir (Agostini-Costa 2012). İkincil metabolitler ilaç bileşeni olarak 

tıpta yaygın biçimde kullanılmaktadır. Birçok antibiyotik, antitümör ajanları ve 

antiviraller ikincil metabolitlerden türetilmiştir. Aspirin gibi antipiretikler, LSD (liserjik 

asit dietilamid) gibi halüsinojenler ve lovastatin gibi kolesterol düşürücü ilaçlar ikincil 

metabolitlerden elde edilmiştir (Mousa ve Raizada 2013; Khazir vd. 2013). Aynı 

zamanda ikincil metabolitler tarımda herbisitler veya fitotoksinler olarak (Duke vd. 

2000), gıda katkı maddeleri olarak (renk, aromalar ve tatlandırıcılar) ve ayrıca koku 

maddesi olarak kullanılmaktadırlar (Ramachandra ve Ravishankar 2002). İkincil 

metabolitler olmak üzere üç ana sınıf altında incelenmektedir: Terpenoidler (% 55), 

alkaloidler (% 27) ve fenolik bileşikler (% 18) (Şekil 2.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Şekil 2.1 Bitki ikincil metabolitlerinin ana grupları (Croteau vd. 2000) 
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Fenolik bileşikler sahip olduklari iskelet yapılarına göre sınıflandırılmışlardır: C6 (basit 

fenoller, benzokinonlar), C6-C1 (fenolik asitler ve aldehitler), C6-C2 (asetofenonlar, 

fenilasetik asitler), C6-C3 ( hidroksisinnamik asitler, kumarinler, fenilpropanlar, 

kromonlar), C6-C4 (naftokinonlar), C6-C1-C6 (ksantonlar), C6-C2-C6 (Stilbenler, 

antrakinonlar), C6-C3-C6 (flavonoidler, izoflavonoidler, neoflavonoidler), (C6-C3-C6)2,3 

(bi-triflavonoidler, proantosiyanidin dimerleri, trimerleri), (C6-C3)2 (lignanlar, 

neolignanlar), (C6-C3)n (ligninler), (C6)n (katekol melaninler, florotanninler), (C6-C3-C6)n 

(kondanse edilmiş tanenler) (Harborne 1980, Ishimaru vd. 1987, Quideau vd. 2009). Bu 

bileşiklerin büyük çoğunluğu bitki hücre duvarında görev yapmaktadır. Antosiyaninler 

bitki organlarında kırmızı ve mavi rengi veren fenolik bileşik grubudur. Çicek ve 

meyvelerde oluşan bu renk değişiklikleri tozlaşma ve tohum yayılımında önemli bir yere 

sahiptir. Flavonoidler ise bitki organlarını UV ışınlara karşı korumaktadır (Winkel-

Shirley 2002). Bitkiler aleminde fenolik bileşik çesitliliği oldukça zengindir ancak özel 

bitki ailelerine özgü olan ve bitkinin belirli organlarında yoğunlaşmış şekilde bulunan 

fenolikler de bulunmaktadır. Bu nedenle bitki fenolikleri terimi son derece önemli yapısal 

çesitliliğe sahip bir grubu kapsamaktadır (Quideau vd. 2011, Harborne vd. 1989).  

 

Polifenoller ise ilk olarak Bate Smith ve Swan tarafindan 1962 yılında ‘500 ile 3000 

Dalton moleküler ağırlığa sahip suda çözünebilir fenolik bileşikler olarak tanımlanmıştır. 

Geniş kapsamlı tanımı ile polifenol teriminin fenolik bir bileşiğin eşanlamlısı olarak 

kullanılmasına rağmen iskelet yapısında en az iki fenolik halka içeren ve kimyasal 

yapılarında azot grubu bulundurmayan moleküller olarak tanımlanmaktadır (Quideau vd. 

2011). Bu bileşikler bitki kaynaklı gıdaların ortak bileşenleridir. Polifenoller sahip 

oldukları fenol halkası ve halkaya bağlı hidrojen atom sayısına bağlı olarak, fenolik asitler 

(hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler), flavonoidler, stilbenler, lignanlar 

olarak çesitli alt gruplara ayrılmaktadır (D'Archivio vd. 2007).  Flavonoidler ve fenolik 

asitler toplam polifenollerinin sırasıyla % 60 ve % 30' unu oluşturmaktadır (Nichenametla 

vd. 2006). Beslenme ile günde alınan polifenol miktarı yaklaşık olarak 1 gramdır. Bu 

miktar karotenoidler için 5mg/gün, vitanim E için 12mg/gün, vitamin C için 90mg/gün 

olup, günlük tüketim miktari ile karşılaştırıldığı zaman önemli bir değerdir (Wallace 

2011).  
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Gaz kromatografisi (GC-MS), sıvı kromatografisi (LC-MS) ve kütle spektrometresi (MS) 

gibi yüksek çözünürlüklü ayırma teknikleri ile kombine edilmiş yeni yöntemler, fenolik 

bilesiklerin kimyasal analizlerine yeni bir yön vermiştir (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). Doğal olarak 

oluşan bu fenolik asitler hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik yapılar olarak ayırt edici 

iki farklı yapısal karbon çerçevesi taşımaktadırlar. Biyokimyasal yapıları itibarı ile temel 

iskeletin aynı kalmasına karşın, aromatik halka üzerindeki hidroksil gruplarının sayıları 

ve konumlarının farklılaşması çeşitliliğinin oluşmasında en önemli faktördür (Robbins 

2003). 

 

Hidroksibenzoik asitler doğrudan benzoik asitten türetilmiş olup C6-C1 karbon iskeletine 

sahip bileşiklerdir. Hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitlerin konformasyonel 

yapılarındakı değişiklikler, aromatik halkanın hidroksilasyon ve metilasyonu sonucu 

oluşmaktadır (Macheix vd. 1990). Hidroksibenzoik asitlere örnek 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) 

gösterilebilir (Goleniowski vd. 2013) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2 Fenolik asit grubuna ait hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit grup 

üyeleri (Goleniowski vd. 2013). 

 

Hidroksisinnamik asitler (HCAs), bitkiler aleminde geniş bir dağılım göstermektedir. 

Basit kimyasal iskeletleri fenilpropanoidden türetilmiş olup C6-C3 karbon yapısına 

sahiplerdir. Çay yaprağı, kahve, kırmızı şarap, sebzelerde, tahıllarda ve özellikle kırmızı 

meyvelerde bolca bulunurlar. Hidroksisinnamik asitler içerisinde, p-kumarik asit, sinapik 

asit ve ferulik asit doğada önemli rol oynadığı bilinen elemanlarıdır. Hidroksisinnamik 

asitler doğada yüksek konsantrasyon ve geniş dağılım göstermelerinden dolayı daha 

karmaşık fenolik sistemlerin biyosentezinde rol oynamaktadırlar (Teixeira vd. 2013) 

 

2.2 Ferulik Asit 

 

Ferulik asit [IUPAC; (E) -3- (4-hidroksi-3-metoksi-fenil) prop-2-enoik asit)], yaygın 

olarak meyve, sebze gibi besinlerde, kahve, bira gibi bazı içeceklerde bulunan, Çin’de 

şifalı bitkiler arasında yer alan Angelica sinensis, Cimicifuga racemosa ve Ligusticum 

chuangxiong (Sakai vd. 1999) bitkilerin ana bileşeni olan bir kafeik asit türevidir 

(D’Archivio vd. 2007; Rechner vd. 2001). Ferulik asit fenilalanin ve tirozin 

metabolizması sonucu ortaya çıkan ve bitkilerde yaygın olarak bulunan bir fenolik 

bileşiktir. Bitki yapısında öncelikle tohumlarda ve yapraklarda serbest formda bulunur. 



 

7  

Ayrıca lignin ve diğer biyopolimerlere kovalent bağlı şekilde bulunmaktadır. Ferulik 

asitin düşük toksisiteye sahip olması ve kolaylıkla metabolize edilebilmesi nedeniyle 

önemli bir fenolik madde olarak değerlendirilebilir (Goleniowski vd, 2013).  

 

Ferulik asidin antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-tromboz ve antikanser 

aktiviteleri de dahil olmak üzere birçok fizyolojik fonksiyona sahip olduğu bildirilmiştir 

(Fujisawa vd, 2002; Hosoda vd. 2002). Ferulik asidin koroner hastalıklara karşı koruyucu 

olması, kolesterol düsürücü etkisi ve sperm kalitesini arttırıcı etkilerinin olduğu da 

bildirilmiştir (Fujisawa 2002; Hosoda vd. 2002). Buna ek olarak ferulik asidin sağlık 

açısından faydaları arasında, menapoz dönemindeki kadınlarda kemik dejenerasyonunu 

önleyici etkisi, cildi UV (Ultraviyole) ışınlara karşı koruyucu olması, kanda LDL (düşük 

yoğunluklu lipoprotein) kolesterolü düşürücü etkisinin olması, kan glukoz seviyesini 

düşürerek diyabet hastalığını tedavi edici olması gibi özellikleri de bulunmaktadır  (Lee 

vd., 2011). Ferulik asit (FA, 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit), ilk kez Ferula foetida 

(Apiaceae) bitkisinden 19. yüzyılın ortalarında izole edilmiş bir fenolik asittir (Hlasiwetz 

ve Barth 1866). Ferulik asit 2 izomere sahiptir: cis (sarı ve yağlı-sıvı yapıda) ve trans 

(beyaz kristal). Trans formu % 90 oranında doğal formunu içerir (Fulcher 1983). 1925 

yılında, ferulik asit ilk kez kimyasal olarak sentezlenmiş ve spektroskopik tekniklerle 

kimyasal yapısı doğrulanmıştır. Ferulik asidin yan zincirinde bulunan çift bag cis-trans 

izomerasyonuyla ilişkilendirilmiştir (Şekil 2.4). Buna ek olarak yapısında bulunan 

fenoksi radikallerinin rezonans dengesi ferulik asidin antioksidan etkinliği ile 

açıklanmıştır. Ferulik asit, kovalent olarak bağlı bulunduğu bitki hücresi duvar 

bileşenlerinde, sinnamik asitin muazzam derecede bol ve geniş bir yayılım gösteren 

fitokimyasal bir fenolik türevidir (Rosazza vd, 1995). Ferulik asit ve öncülleri, p- kumarik 

asit (p-hidroksisinnamik asit) ve kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit), ligninlerin 

biyosentezinde görev alan metabolitlerdir. Bu bileşikler fenilalanin veya tirozinden 

şikimat yolu ile üretilirler ve ara ürünleri p-kumaril alkol, klorojenik asit, kurkumin, 

diferülik asitler, sinapik asit, sinapil alkol, koniferil alkol ve vanilin gibi etken 

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

 

Bütün bu özelliklerinin yanısıra ferulik asit, bitkiler aleminde en yaygın bulunan 

hidroksisinnamik asit üyesidir.  
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Mısır kepeğinde % 3.1 (w/w) oranında bulunarak ümit verici bir antioksidan kaynağı 

olarak yer almaktadır (Mathew ve Abraham, 2004). Ferulik asitin serebral iskemik 

hasarla indüklenen hastalıklara karşı nöroprotektif bir etki gösterdiği ortaya çıkmıştır 

(Koh 2012; Sung vd. 2012). Aynı zamanda iskemi/reperfüzyon sonucu oluşan hücre 

apoptozunu önlediği çalışmalarla ortaya konmuştur (Cheng vd. 2010; Kim ve Lee, 2012). 

Yapılan bir çalışmada sıçanlara, güçlü bir organa özgü laboratuvar karsinojeni ve 

immunosupresor olarak görev alan ve kanser araştırmalarında sıklıkla tümor oluşumunun 

başlama yani ilk evresinde yer alan 7,12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) ile indüklenen 

karsinojenezde ferulik asidin kemopreventif etkisinin olduğu bulunmuştur (Balakrishnan 

vd. 2010; Prabhakar vd. 2012). Bu bilgiler ısığında ferulik asidin kanser tedavilerinde 

umut verici bir ajan olarak kullanılması öngörülmektedir. Geçtiğimiz yıllarda yapılan 

çalışmalar, ferulik asidin ve dimerlerinin, bitki hücresi duvar yapısının gelişiminde ve 

korunmasındakı rolünü kanıtlamıştır. Polisakkaritlerin yapısal karakterizasyonundan 

kaynaklı bağlar oluşturabilen, hidroksisinnamik asit ailesinin bir üyesi olarak karşımıza 

çıkan ferulik asit ve türevlerinin, bitki hücre duvarında yeralan ferulat polisakkarit 

komplekslerinin anlaşılmasında kilit rol oynamaktadır (Mathew ve Abraham 2004). 

Ferulik asidin bitki hücre duvar yapısının gelişiminde yer alması ve bu alandaki 

ilerlemeler ferulik asidin ve türevlerinin, enzimolojik aktivitelerini, katalitik 

mekanizmalarını, aktif saha modifikasyonlarını, ilişkili olduğu protein yapılarının 

belirlenmesi ve daha sonrasında üç boyutlu yapı tahminlerinin ortaya çıkartılması ile 

devam ettirilmelidir. Gelecekteki araştırmalar, ferulik asidin vanilin gibi tarimsal kökenli 

yan ürünlere dönüştürülmesi için endüstriyel ölçekli süreçler geliştirme sorununu ele 

almalıdır (Mathew ve Abraham 2004). 
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Şekil 2.3 Ferulik asidin kimyasal yapısı (Mancuso ve Santangelo 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.4 Ferulik asidin cis(a) ve trans(b) formları (Kumar ve Pruthi 2014) 
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Şekil 2.5 Ferulik asidin ilk olarak 1866 yılında izole edildiği bitki: Ferula foetida 

(Amalraj ve Gopi 2016) 

 

 

2.2.2 Ferulik asidin doğal kaynaklardan üretimi ve kimyasal sentezi 

 

Ferulik asit sentetik olarak vanilinin, piperidin ile katalize edilen malonik asit ile 

kondensasyon reaksiyonu ile hazırlanmaktadır (Şekil 2.6). Bu yöntem trans ve cis-

izomerlerini beraber içeren ferulik asit üretimine dayanmaktadır ve elde edilen ferulik 

asidin verimi yüksektir. Ancak tepkimenin tamamlanması üç hafta sürmektedir (Adams 

ve Bockstahler 1952). Da ve Xu’ in 1997’de katalitik ajan olarak benzilamin, solvent 

olarak metilbenzen kullanarak modifiye ettikleri reaksiyonda 85-95 °C sıcaklıkta tepkime 

gerçekleştirilerek reaksiyon verimi arttırılmış ve reaksiyon süresi iki saate düşürülmüştür. 

Ferulik asidi doğal kaynaklardan ürettirmek için 3 temel yol bulunmaktadır; (1) Düşük 

molekül ağırlıklı ferulik konjügatlardan, (2) bitki hücre duvarlarından, (3) doku kültürü 

veya mikrobial fermantasyon yolu Taniguchi ve arkadaşlarının 1999 yılında yapmış 

olduğu çalışmada büyük bir alanda yetişen pirinç kepeği tarlasından pirinç kepeği yağı 

üretimi sürecinde oluşan siyah-kahverengi bir atık yağdan yüksek miktarda ferulik asit 

elde etmişlerdir (Taniguchi 1999).  

 

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


 

11  

Bu kimyasal süreçte pirinç kepeğinin atık ürününün sodyum hidroksit veya potasyum 

hidroksit ile 90-100 ◦C derecede 8 saat süreyle atmosferik basınç altında hidrolize 

edilmesi sonucu % 70-80 oranında saflığa sahip ferulik asit üretilmiştir. Bu kimyasal 

süreç içerisinde çözeltiden ferulik asiti çökeltmek için ferulik asitin alkali tuzu 

seyreltilmiş sülfirik asit ile asidifiye edilmiştir (Taniguchi 1999).  

 

Mikroorganizmalar tarafından üretilen feruloil esterazların bitki hücre duvarlarından 

ferulik asit salınımı yaptığına dair birçok çalışma bulunmaktadır. Feruloil esterazlar, 

karboksil esterazların bir alt sınıfı olup ferulik asidin bir dizi esterlenmiş ürünlerinden 

(feruloillenmiş oligosakaritler ve polisakaritler gibi) salınımında görev almaktadırlar 

(Kroon 1999). Bu enzimler Aspergillus niger, Pycnoporus cinnabarinus, Streptomyces 

avermitilis, Clostridium thermocellum, Bacillus spp, Lactobacilli, Pseudomonas 

fluorescens ve Brettanomyces anomalus gibi çeşitli mantar, bakteri ve mayalar tarafından 

salgılanırlar (Kroon 1999). 

 

Feruloil esterazlar ticari olarak henüz ferulik asit üretiminde doğrudan 

kullanılmamaktadır ancak bu konudakı çalısmalar devam etmektedir. Bunun üzerine 

başlatılan araştırmaların ilk aşaması olarak, feruloil esterazları üretebilen 

mikroorganizmaların belirlenmesi yer almaktadır (Bonnin vd. 2001; Bartolome vd., 

1997).  İkinci aşama olarak ferulik asit üretiminde kullanılması düşünülen enzimlerin; 

kimyasal yapıları, optimal çalışma sıcaklıkları, pH, stabilitelerini etkileyen faktörler, 

kullanılacak substratın etkinliği ve polisakkaritleri degrede eden enzimlerin yapıları 

araştırılmıştır (Prates vd. 2001; Faulds vd. 1997. Üçüncü olarak feruloil esterazların 

üretiminde önemli olan faktörler arasında karbon kaynakları, nitrojen kaynakları ve 

ferulik asidin kimyasal yapısı hakkında çalışmalar yapılmıştır (Faulds vd., 1997) (Şekil 

2.3). Son olarak ferulik asitin fermentasyon sıvılarından saflaştırılabilmesi için arıtma 

yöntemleri geliştirilmiştir (Edlin vd. 1998; Couteau ve Mathaly 1998). Bunun yanı sıra 

Beta vulgaris, Zea mays ve Chenopodium rubrumun bitkisel kaynaklı hücre kültürlerinde 

ferulik asit birikimi gözlemlenmiştir (Bokern vd. 1991). 
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Doğal içerikli ürünlere artan talepler doğrultusunda, bitki hücre kültürü ile ferulik asit 

üretimi, gelecek çalışmalar için farklı bir bakış açısı ortaya koymuştur.  

 

Aynı zamanda gelecekte yapılması planlanan çalışmalar arasında feruloil esterazların 

optimize edilmiş bir fermentasyon sisteminden eldesi ve genetik mühendisliği çalısmaları 

ön plana çıkmaktadır. 
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Şekil 2.6 Ferulik asidin sentetik üretimi (Rechner vd. 2001)
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Şekil 2.7 Ferulik asit ve diğer aromatik bileşiklerin şikimat 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 

 

Günümüzde "antioksidan aktivite" terimi, modern toplumlarda yıllar içerisinde kitle 

iletişim araçlarının yardımı ile popüler hale gelmiştir. Antioksidan maddenin geleneksel 

ve genel olarak tanımı, “herhangi bir bileşik veya materyalin oksijen veya peroksit 

varlığında, oksidasyona veya inhibe edici reaksiyonlara karşı koruyucu etki gösteren 

çesitli ürünler” olarak belirtilmiştir (Huang 2005). Teknik olarak, antioksidan aktivite bir 

molekülün veya bileşimin serbest radikal oluşum kapasitesini azaltma ve ROS' u 

süpürme, bunun yanısıra diğer moleküllerin ve biyomoleküllerin oksidasyon ve 

bozunmasından kaynaklanan yaralanmaları inhibe etme ve/veya tamir etme kabiliyeti 

olarak tanımlanmaktadır (Fridovich 1989; Roginsky ve Lissi 2005). 

 

Araştırmacılar reaktif ara maddeleri 2 ana gruba ayırmaktadır (Wiseman ve Halliwell 

1996, Huang 2005). Birinci olarak tanımlanan "Reaktif oksijen türü" (ROS); süperoksit 

(O2· -), hidroksil (OH·), peroksil (RO2·) ve alkoksil (RO·) gibi oksijen radikalleri ve ozon 

(O3), peroksinitrit (ONOO-), singlet (tek) oksijen (102) ve hidrojen peroksit (H202) gibi 

oksitleyici ajanlar ya da kolayca radikal haline dönüştürülen bazı radikal olmayan 

maddeleri içermektedir (Silva ve Batista, 2017). "Reaktif azot türü" (RNS) olarak bilinen 

2. grupta ise, nitrik oksit radikali (NO), ONOO-, azot dioksit radikali (NO2), diğer azot 

oksitleri ve NO. ortamda bulunan O2 · -, RO · ve RO2 · ile reaksiyona girmesi sonucu 

oluşan ara ürünleri içerir (Silva ve Batista 2017) (Şekil 2.8). 

 

Farklı patolojik koşullar altında, normal hücresel fonksiyonların yerine getirilmesinde 

serbest radikallerin rolü geçtiğimiz yıllarda farmakolojik çalışmaların odak noktası haline 

gelmiştir. Reaktif oksijen türleri (ROS) ve genel olarak serbest radikaller, hücre 

sinyalizasyonu ve bir takım yaşamsal fizyolojik fonskiyonlar için önemli olmakla 

beraber, ölçüsüz oranda alınması hücre seviseyinde redüksiyon/oksidasyon (redoks) 

dengesini değiştirerek biyolojik fonksiyonları bozabilmektedir. Bunun sonucu olarakta, 

ROS ve antioksidan/süpürücü savunma sistemlerinin faaliyetleri arasında bir dengesizlik 

olduğunda oksidatif stres meydana gelmektedir (Aprioku 2013).   
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Oksidasyon, belirli bir maddenin enzimatik, kimyasal veya fiziksel faktörler tarafından 

desteklenen bir takım reaksiyonlar sonucu elektron kaybına neden olan reaksiyonlar 

dizisidir (Fridovich 1989; Battino vd. 2002). Oksidasyon reaksiyonları yaşamsal öneme 

sahiptir. Reaktif oksijen türleri malign hücrelerin ve enfekte olmuş hücrelerin yok edildiği 

fagositozun en önemli elemanlari arasındadır. Ayrıca yüksek reaktiviteleri nedeniyle 

ROS hücre içi aracılar olarakta görev almaktadır (Ivanova vd. 2015). Bununla birlikte, 

bazı negatif faktörler ROS birikimine neden olup, oksidatif strese neden olmaktadır. 

Bütün bu etmenler göz önüne alındığında, organizmada makromoleküllerin oksidatif 

modifikasyonu maruz kalması ile hücresel düzeyde; DNA, proteinler, lipidler ve diğer 

önemli kompozisyonlar üzerinde yapısal hasar oluşturmaktadir (Silva ve Batista 2017). 

 

Sonuç olarak oksidasyon reaksiyonlari, zincir reaksiyonlarını başlatan ve lipidler, 

proteinler ve nükleik asitler gibi biyokimyasal açıdan önemli moleküllerin oksidatif 

bozunmasını hızlandırıci etki gösteren serbest radikalleri üretebilmektedir. 

Antioksidanlar ortamda bulunduğunda, bu tip zincir reaksiyonlarının önünü keserek 

oksidize bileşiklerin neden olduğu hasarı önler veya tamir ederler (Villa Caballero, 2000). 

Şimdiye kadar yayınlanmış birçok çalışma da ferulik asidin ve kimyasal yapısında yer 

alan hidroksil gruplarının varlığı, diğer ilgili bileşiklere kıyasla daha yüksek antioksidan 

kabiliyetine sahip olduğu ve güçlü antioksidan aktivitesi sayesinde radikal temizleme 

mekanizması yoluyla radikal zincir reaksiyonlarını durduran önemli bir bileşik olduğu 

vurgulanmaktadır (Toda vd, 1991, Graf 1992, Kikuzaki 2002, Nenadis vd, 2003, Kadoma 

ve Fujisawa 2008, Itagaki vd, 2009, Shahidi ve Chandrasekara 2010) (Şekil 2.9). 
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Şekil 2.8 Antioksidan mekanizmasının etki ettiği 5 temel basamak (Silva ve Batista 

2017). 

 

 



 

18  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.9 Ferulik asidin radikal temizleme etkisi (Silva ve Batista 2017). 

 

 

2.2.4 Ferulik asidin antimikrobiyal ve anti-inflamatuvar etkisi 

 

Ferulik asidin bir takım virus tiplerinde (grip, solunum sinsisyal virüsu ve AIDS gibi) 

inhibitör aktiviteye sahip olduğu çeşitli çalışmalarla kanıtlanmıştır. Edeas ve arkadaşları 

1995 yılında yapmış oldukları calışmada ferulik asidin ve türevlerinin AIDS virüsünü 

inhibe edici özellik gösterdiği ve potansiyel bir kemopreventif ajan olarak 

kullanılabileceğini vurgulamışlardır (Edeas vd. 1995). Ferulik asit ve izoferulik asit 

Japonya’nın bölgesel ilaçlarının üretiminde kullanılan Cimicifuga türlerinde spesifik 

olarak bulunan rizomun aktif bileşeni olup, bu bileşikler sıklıkla anti-enflamatuvar 

ilaçlarda kullanılmaktadır. Aynı zamanda, ferulik asit, gram pozitif ve gram negatif 

bakterilerde ve mayalarda geniş bir spektrumda antimikrobiyal aktivite göstermektedir 

(Jeong vd. 2000). İnsan gastrointestinal sisteminde yer alan bir takım önemli mikrobiyota 

elemanlarından olan; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, 

Citrobacter koseri, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori ve Shigella sonnei 

(Tsou 2000; Lo ve Chung 1999) gibi bakterilerin üreme süreçlerini inhibe edici özellik 

gösteren ferulik asidin antimikrobiyal mekanizması bakterilerde, arilamin N-

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

 

“Malign tümör” terimi ile bağlantılı olarak kanser, hücrelerin anormal ve konstrolsüz bir 

biçimde büyümesi, kan ve lenf sistemlerinin vasıtasıyla diğer doku ve hücrelere yayılma 

potansiyeli göstermesi ile tanımlanan bir terimdir. Malignant tümör fenotipinin yayılma 

ve ifadesinde kimyasal, fiziksel, metabolik, genetik faktörler, yaş ve çevrenin doğrudan 

veya dolaylı olarak etkisi görülmektedir (Kampa vd. 2007; Orlikova vd. 2014). Özellikle 

metastaz geçiren kanser hücreleri tarafından, yüksek konsantrasyonlu olarak ROS’un ve 

H2O2 `in üretilmesi, proliferasyon (çoğalma) ve apoptoz arasındaki dengenin sağlanması 

için belirli bir düzeyde oksidatif stresin gerekli olduğu hipotezini doğrulamaktadır (Loo 

2003). Ferulik asit sahip olduğu güçlü antioksidan ve prooksidan (oksidasyonu 

hızlandırıcı) (Maurya ve Devasagayam, 2010) özelliklerinden dolayı önemli anti-kanser 

ve apoptoz mekanizmalarında doğrudan dikkate alınan bir bileşik olmuştur (Loo 2003; 

Kampa vd. 2004; Azmi vd. 2006; Fresco vd. 2006). Ağırlıklı olarak ferulik asit içerikli 

meyve ve sebze tüketimine dayanan bir diyet, düzenli uygulandığında bir çok kanser 

riskini azalttığı literatürde bulunan çesitli çalışmalarla kanıtlanmıştır (Bourne ve Rice-

Evans 1998; Kampa vd. 2007). Daha önce çalışılmış önemli kanser hücre hatları arasında; 

insan meme hücresi (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 için gerekli, 80kDa 

ağırlığında, benzer 4 alt ünitesinin her birinde bir adet selenosistein (Sec) içeren 

tetramerik yapıda bir peroksidaz enzimidir (Tappel 1978). GPx enzimi, redüklenmiş 

glutatyon tripeptidi (GSH) ile çeşitli hidro peroksit (ROOH ve H2O2) moleküllerinin 

reaksiyonunu katalize ederek, peroksit moleküllerinin suya dönüştürülmesini sağlamaktadır. 

Böylece glutatyon peroksidaz enzimi, oksidatif hasara karşı memeli hücre membranını ve 

hücre organellerini korur (Drevet 2006). Glutatyon (GSH); glutamat, sistein ve glisinden 

oluşan düşük molekül ağırlıklı bir tripeptittir. Glutatyon metabolizması en önemli 

antioksidan savunma mekanizmalarından birisidir (Esterbauer vd 1992, Rikans ve 

Hornbrook 1997, Grazioli vd. 1998, Sigalov ve Stern 1998).  

 

 

                                     GPX       

ROOH + 2GSH    ROH + GSSG + H2O 

 

 

Glutatyon peroksidazlar (GPxs) filogenetik acidan iliskili enzimler ailesine dahildir. 

Memelilerde şimdiye kadar 8 tip glutatyon peroksidaz tanımlanmıştır (Brigelius-Flohé ve 

Maiorino 2013). GPx-1 ve GPx-4 katalitik merkezlerinde selenosistein (Sec) içeren 

selenoproteinlerdir. GPx-6 sadece insanlarda bulunan bir selenoprotein türüdür. 

Filogenetik olarak glutatyon peroksidaz enzim ailesi evrimsel süreçte sistein (Cyn) içeren 

üç ana gruptan oluşmaktadır: GPx-1,GPx-2; GPx-3,GPx-5,GPx6 ve GPx-4-GPx-7,GPx-

8 (Herbette vd. 2007, Toppo vd. 2008). Glutatyon peroksidazlar, hücrenin farklı 

lokasyonlarında antioksidan fonskiyonlarını yerine getirirler. GPx-1, sitozol ve 

mitokondride, GPx-2 intestinal epitelde, GPx-3, hücre plazmasinda, GPx-4 ise hücre 

zarını oksidatif hasardan korumakla görevli hücre bölgelerinde bulunur (Ghyselinck ve 

Dufaure 1990).  
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2.3.3 Süperoksit dismütaz (SOD) 

 

Süperoksit dismütazlar (SOD) (EC 1.15.1.1) son derece reaktif olan süperoksit 

anyonunun, hidrojen peroksit ve moleküler oksijen molekülüne dönüştürülmesi işlemini 

katalize etmektedir ve böylece hücreyi aerobik solunumun toksik ürünlerine karşı kritik 

koruma görevini üstlenir (McCord ve Fridovich 1969; Fridovich 1997). Süperoksit 

dismutaz enzimi hücre içerisinde detoksifikasyonda görevli, hücrede reaktif oksijen 

türlerine karşı ilk savunma sisteminde rol alan antioksidan özellik gösteren en güçlü 

antioksidan enzimlerden biridir (Ighodaro ve Akinloy 2017). SOD, O2•- ´nin metabolize 

edilmesinde önemli rol oynayan bir enzimdir. Bununla birlikte superoksit dismutaz 

enzimleri, hipoklorit (OCl-), peroksinitrat (ONO2-), hidroksil radikali (HO•) ve hidrojen 

peroksit de (H2O2) dahil olmak üzere zararlı reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumuna 

ve hücrede geniş çapta hasara neden olabilecek oksitleyici zincir reaksiyonlarını 

önlemede önemli bir rolü vardır (Miller 2012).  

 

          SOD 

O2
•- + O2

•- + 2H+                H2O2 + O2 

 

SOD enzim ailesi, enzimin iskelet yapısında bulundurduğu iyon farklılığı sonucu olarak 

üc gruba ayrılır: SOD’ ın kimyasal yapısına bagli Ni (Nikel) iyonu, Cu-Zn (Bakır-Çinko) 

iyonlar ile oluşturulan kompleksler ve sonuncu olarak enzimin yapısına bağlı olarak Fe 

(Demir) veya Mn (Manganez) içeren kompleksler (Şekil 2.10). SOD’ nin bu üç grubunun 

farklılığı sadece enzimin aktivitesini belirleyen metal iyonlarina bağlı olmamakla beraber 

proteinin katlanma yapısı ile de ilişkilendirilir (Miller 2012). 
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Şekil 2.10 Süperoksit dismutaz ailesine ait üç enzimi karakterize eden üç boyutlu 

yapıları (Miller 2012).  

 

Cu-ZnSOD ve FeSOD komplekslerinde tek, NiSOD kompleksinde iki monomer 

renklendirilmiştir (Şekil 2.10). İkinci sırada yer alan yapılar, üst sıradaki eş yapılarının 

sayfa düzlemi üzerinde yaklaşik 90 derece döndürülmesi ile elde edilmiştir. NiSOD ailesi 

toplam ağırlığı yaklaşık 80kDa olan dört adet homoeksomer sarmal demet içerir 

(Barondeau vd. 2004). Her bir sarmal, N-terminal (Amin) ucunda (yeşil renkli sarmallar) 

Ni (Nikel) iyonları içerir. Cu-ZnSOD ise yaklaşık 32kDa ağırlığında olup homodimer 

yapısındadır. Üç boyutlu iskeletinde bulunan her bir monomer sekiz adet beta plakası 

içerir. Cu ve Zn iyonları (sırasıyla altın ve gümüş renkli) iki ilmek (loop) ile birbirine 

bağlı beta plakalarının dışından kısa bir alfa sarmalı ile iskelete bağlanırlar. Fe veya 

MnSOD’lar yaklasık 45kDa ağırlıginda olup homodimer yapısındadır. Her monomer, N-

terminal ucuna bağlı bir alfa sarmalı ve C-terminal ucuna bağlı alfa-sarmalları ile çevrili 

üçlü bir beta plakası içerir (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 üniteye sahip, 240 kDa ağırlığında olup 

11. kromozomda CTT1 geni tarafindan kodlanan tetramerik bir proteindir (Radi vd. 

1991). Katalaz enziminin her bir polipeptit alt ünitesi 60 kDa ağırlığındadır ve 

merkezinde bir adet ferriprotoporfin içermektedir (Surai, 2006). Katalaz enzimi oksijeni 

kullanan tüm canlı dokularında yeralan antioksidan bir enzimdir. Katalaz enzimi kofaktör 

olarak demir veya manganez kullanmaktadır. Hidrojen peroksidazın (H2O2) su ve oksijen 

molekülüne indirgenmesi reaksiyonunu gerçekleştirir ve bu sayede süperoksit dismutaz 

enzimi gibi detoksifikasyon sürecini tamamlamış olur (Marklund 1984; Chelikani vd. 

2004). Katalaz enzimi saniyeler içerisinde milyonlarca hidrojen peroksit molekülünü 

parçalayabilir. Enzim esas olarak peroksizomlarda bulunmaktadır ancak memeli hücre 

mitokondrilerinde de yer almaktadır. Tek istisna sıçan kalbinde bulunan mitokondrilerde 

katalaz enzimine rastlanılmamıstır (Radi vd. 1991). Bu istisnanın sonucu olarak memeli 

hücre mitokondrilerinde hidrojen peroksit su ve oksijene glutatyon peroksidaz enzimi ile 

parçaladığını göstermektedir.  

 

 

         KAT 

   2 H2O2O     2 H2O + O2 

 

             KAT 

    ROOH + AH2                            H2O + ROH + A 

 

 

Peroksidaz aktivitesi sayesinde katalaz, çesitli hidrojen donörleri ile (metanol, etanol, 

formik asit ve fenoller gibi) reaksiyona girer. Katalaz enzim aktivitesi iki şekilde 

gerçekleşir. Hidrojen peroksidaz molekülü demir grubunu oksiferil türlerine okside eder. 

Bir oksidasyon ürünü demirden ve bir porfirin halkasından uzaklaştırıldığında porfirin 

katyon radikali oluşur. İkinci hidrojen peroksidaz molekülü indirgeyici ajan olarak su ve 

oksijen molekülü üreterek, enzimi yeniden oluşturmak için harekete geçer (Chelikani vd. 

2004).  
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Hidrojen peroksit düşük miktarda da olsa hücre proliferasyonu, hücre ölümü, 

karbonhidrat metabolizması, mitokondriyal fonksiyon ve trombosit aktivasyonu, normal 

tiyol redoks dengesinin korunması gibi bazı fizyolojik süreçleri düzenlemede önemlidir 

(Dröge 2002). Bununla birlikte yüksek konsantrasyonda hücreler için çok zararlı olduğu 

rapor edilmiştir (Ercal vd. 2001). Katalazın hücrelerdeki hidrojen peroksit 

konsantrasyonunu etkili bir sekilde sınırlayabilme yeteneği yukarıda bahsedilen 

fizyolojik süreçlerin yanı sıra antioksidan savunma sisteminin önemli bir elemanı 

olmasından da kaynaklanmaktadır (Góth vd. 2004). 

 

 

2.3.5 Glutatyon S-transferaz (GST) 

 

Glutatyon S-transferazlar (GST'ler) (GST; EC 2.5.1.18), ksenobiyotik bileşiklerin faz-II 

detoksifikasyonunda ve önemli metabolitlerin biyosentezinde rol oynarlar (Angelucci vd. 

2005). GST dimerik (heterodimerik) enzimlerdir. Genel olarak, GST'ler, GSH' nun aktive 

tiolatının elektrofilik substratlara nükleofilik atağını katalize eder ve katalitik döngünün 

önemli bir adımı olarak GSH’ nun GS-‘a aktivasyonunu sağlar (Angelucci vd. 2005). 

Enzim çoğu aerobik mikroorganizma, bitki ve hayvanlarda bulunur (Armstrong 1990). 

Ökaryotlarda GST' ler hücresel lokalizasyonlarına göre, sitosolik GST'ler, mitokondriyal 

GST' ler ve mikrozomal GST' ler olmak üzere en az üç ana protein ailesine bölünürler. 

Mitokondriyal GST' ler ayrıca kappa sınıfı GST'ler olarak bilinir ve sitosolik GST' lerle 

yapısal benzerlikler taşıyan çözünebilir enzimlerdir. Diğer taraftan, MAPEG olarak da 

bilinen mikrozomal GST' ler (eikozanoid ve glutatyon metabolizmasında rol alan 

membrana bağlı proteinler) diğer ana gruplarla evrimsel olarak ilişkisi bulunmayan 

integral zar proteinleridir (Allocati vd. 2009). İndüklenmiş ekspresyona bağlı olarak 

Glutatyon S-transferaz enziminin çesitli formları evrimsel süreçte hücrelerin oksidatif 

strese ve toksisiteye bağlı olarak karşı koyma durumu olarak açıklanmıştır (Hayes vd. 

2005; Zimniak ve Singh 2006). Glutatyon S-transferaz enzimi, hücresel 

detoksifikasyondan sorumlu endojen kaynaklı toksik metabolitlerin, süperoksit 

radikallerinin ve eksojen kaynaklı toksik kimyasalların temizlenmesinde görevli çok 

yönlü bir enzimdir (Allocati vd. 2009; Zimniak ve Singh 2006).  
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Bunun yanı sıra glutatyon S-transferaz, oksidatif stresle ilişkili dejeneratif bozukluklar ve 

kanser terapilerinde sıklıkla rastlanan ilaç direncinde önemli rol oynamaktadır. Glutatyon 

S-transferazların izoenzimleri kanser sürecinde görev almaktadır (Hayes vd 2005; 

Zimniak 2006). Mitojenle aktive edilmiş protein (MAP) kinazların aktivasyonunda ve 

çesitli transkripsiyon faktörlerinin regülasyonunda, apoptoz ve hücrelerin hayatta 

kalmasında rol oynayan glutatyon S-transferaz enzimi (Zimniak vd. 2006, Yang ve 

Awasthi 2006) hücresel antioksidanın korunmasında, farklı hücresel kompartmanlardaki 

bakımı gibi bir takım mekanizmaları düzenlenmektedir. Mikroplar, hayvanlar ve 

bitkilerde yaygın olarak dağılımı ve çoklu gen ailesine sahip olması glutatyon S-

transferaz’ ların fizyolojik olarak önemini artırmaktadır (Raza 2011). 

 

2.3.6 Aldoz redüktaz (AR) 

 

Aldoz redüktaz (AR, EC 1.1.1.21) enzimi poliol yolağında yer alan, diyabetik 

komplikasyonların önlenmesinde ve tedavisi için üretilen ilaçların tasarlanmasında 

önemli bir yeri olan aldo-keto redüktaz ailesine ait bir enzimdir. Ligandlar ve alan hedefli 

mutajenez ile kristalize edilmiş komplekslerin yapısı aldoz redüktaz enziminin iskelet 

yapısının tanımlanmasını sağlamıştır. Enzim 315 aminoasit residüsünü kapsayan tek 

polipeptit kümesinden oluşmaktadır (Schade vd. 1990). Sorbitol dehidrogenaz (SDH) 

formları ile birlikte aldoz redüktaz, poliol yolağinda rol oynamaktadırlar. Poliol 

yolağında, aldoz redüktaz ilk olarak sorbitolu oluşturmak için NADPH’ e bağlı olarak 

glukozun aldehit formlarının redüksiyonunu katalize eder. Sorbitol dehidrogenaz NAD’ 

ların varlığında ara sorbitolü fruktoza okside eder. Aldoz redüktaz varlığında glukozun 

sorbitole katalize edilmesi ilk olarak 1956 yılında Hers tarafından tanımlanmıştır (Hers 

1956).  

 

Kısa bir süre sonra poliol yolağında sorbitolün rolü diyabetik sıçan lenslerinde Van 

Heyningen tarafından 1959 yılında kanıtlanmıştır (Van Heyningen vd. 1959). 1965 

yılında, aldoz redüktazın patojenik etkisi ve poliol yolağı ile olan ilişkisi ilk olarak 

Kinoshita tarafından lenslerde tanımlanmıştır (Kinoshita 1965). 
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Sekil 2.11 Poliol yolağı ve glikoz metabolizması (Ramana ve Srivastava 2011).   

 

Poliol yolunda glikoz, NADPH bağımlı bir enzim olan aldoz redüktaz ile sorbitole 

dönüştürülür. Daha sonra sorbitol, NAD+ bağımlı bir enzim olan sorbitol dehidrogenaz 

varlığında fruktoza dönüştürülür. Hiperglisemi sırasında meydana gelen sorbitol fazlalığı 

zar yapısını geçirimsiz bir hale sokarak hücre içerisinde osmotik strese neden olmaktadır. 

Hiperglisemi sırasında osmotik stresin artışı ikincil diyabetik komplikasyonların ana 

nedenini oluşturmaktadır. Ayrıca bu süreç içerisinde NAPDH/NAD+ oranında meydana 

gelen düşüş inflamatuvar sinyallemelerinde değişiklikler yaratarak oksidatif strese neden 

olmaktadır (Şekil 2.11). 

 

 

2.3.7 Ksantin oksidaz (KO) 

 

Ksantin oksidaz (KO; EC 1.17.3.2); süt, böbrek, akciğer, kalp ve vasküler endotelyumda 

yaygın olarak bulunan çok yönlü bir molibdoflavoproteindir. İnsanlarda ksantin oksidaz 

aktivitesi en yüksek karaciğer ve bağırsakta bulunmaktadır (Harrison 2002). Ksantin 

oksidaz enzimi, ksantinin ve hipoksantinin ürik aside dönüşümünü katalize etmektedir 

(Şekil 2.12). Bununla birlikte pürin metabolizmasında, hiperurisemi ve gut hastalığında 

önemli rol oynamaktadır. Normal fizyolojik koşullar altında, ortamda bulunan ksantin 

dehidrogenazın (KDH) varlığında sülfhidril residülerinin oksidasyonu veya proteoliz 

sonucu ksantin oksidaz oluşmaktadır (Nishino vd. 2008, Pacher vd. 2006). Pürin 
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substratlarının katalitik oksidatif hidroksilasyonu sürecinde, ksantin oksidaz enzimi 

superoksit anyonlari ve hidrojen peroksit üretimine başlar ve bunun sonucu olarak demir 

varlığında yüksek reaktif özelliğe sahip hidroksil radikallerine dönüşür (Stockert vd. 

2002; Hille vd. 2006) (Şekil 2.13). Bu reaktif oksijen türleri (ROS) metabolik 

bozukluklar, enflamasyon, hücresel yaşlanma, reperfüzyon hasarı, ateroskleroz ve 

karsinojenez gibi patolojik olaylarla ilişkilidir. ROS, programlanmış hücre oluşumunu 

veya nekrozu uyararak birçok genin ekspresyonu indükler veya başlatır. DNA üzerinde 

oksidatif hasarın oluşumu, çesitli kanser türlerinin gelişimi, lipid oksidatif hasarının 

oluşumu ve bu süreçte damar hastalıklarının oluşumu reaktif oksijen türlerinin yoğunluğu 

ile ilişkilendirilmiştir (Pacher vd. 2006). Ksantin oksidazın ürik asit ve reaktif oksijen 

türleri gibi bir takım metabolitlerin fazla düzeyde üretimi, gut gibi çesitli hastalıklara 

sebebiyet verebildiği gibi dokularda oksidatif hasarada neden olmaktadır (Borges vd. 

2006).  
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     Şekil 2.12 Pürin bozulma yolu (Cristine vd. 2004) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.13 Ksantin oksidoredüktaz (KOR)’ ın ksantin ile reaksiyon mekanizması; A) 

indirgeyici yarı reaksiyon; B) oksidatif yarı reaksiyon (Cristine vd. 2004) 
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2.3.8 3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A (HMG-KoA) redüktaz 

 

HMGR (3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A redüktaz) (EC 1.1.1.88) iki adet dimer 

oluşturan dört özdeş monomer alt birimlerinden oluşan karmaşık bir zar geçiş proteinidir. 

Her dimer iki adet aktif bölge içermektedir. Her aktif bölge monomerlerin iç bölgesinde 

yer almaktadır. Bir monomer nikotinamid dinukleotid kofaktörünün bağlanmasından 

sorumlu iken diğer monomer HMG-KoA (3-hidroksi-3-metilglutaril KoenzimA)’ nın 

bağlanmasından sorumludur. HMGR’ ı hedef alan klinik inhibitörler statinler olarak 

adlandırılır. Statinler kolesterol düşürücü tedavilerde yaygın olarak kullanılan etkili ve 

güçlü ilaçlardır (Endo vd. 1976). Kolesterol düşürücü etkilerinin yanısıra statinler, nitrik 

oksit varlığında kan damarı genişlemesinde (Kureishi vd, 2000), kemik oluşumunun 

uyarılmasında (Mundy vd. 1999), düşük yoğunluklu lipoproteinlerin oksidatif 

modifikasyonuna karşı korumada, anti-inflamatuar etkileri ile birlikte, C-reaktif protein 

düzeylerinde azalmaya neden olmaktadırlar (Davignon ve Laaksonen 1999). Tüm 

statinler, izoprenoidler ve sterollerin biyosentezini inhibe ederek çalışır (Corsini vd. 

1995). Tepkimesel olarak 4 elektronun redüktif deasilasyona uğraması sonucu HMG-

KoA (3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A) molekülünün koenzim A ve mevalonata 

dönüşmesi ile meydana gelmektedir. Tepkime şu şekilde gerçekleşir:  

 
        HMGR 

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

 

 

NADP-1 (Nikotinamid adenin dinükleotit-1), nikotinamid adenin dinükleotidin okside 

formudur. NADPH (Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat) ise NADP-1’ in indirgenmiş 

formudur. KoASH (Koenzim A sülfhidril fonksiyonel grup) ise koenzim A’nın 

indirgenmiş formudur. Statinler ilk olarak 1970 yılında Akira Endo tarafından 

Penicillium citrinum bakterisinin fermentasyon ürünlerinden elde edilen, HMGR 

üzerinde güçlü inhibitör etki gösteren bileşikler olarak keşfedilmiştir (Endo vd. 1976) 

(Şekil 2.14). Ticari olarak üretilen ilk statinler, doğal bir bileşik olan ve aynı zamanda 

kompaktin bileşiğine yakın kimyasal benzerliği ile lovastatinlerdir (Alberts vd. 1980).  
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1988 ve 1991 yıllarında piyasaya sürülen diğer iki statin (fluvastatin ve pravastatin) ile 

beraber bu üç statin inhibitörleri HMGR’ı hedef alan ilk nesil bileşikleri temsil etmektedir 

(Tobert 2003). Kısa süre sonra ikinci nesil statinler geliştirilmeye başlanmıştır. Sentetik 

olarak üretilen bu statinler (simvastatin, atorvastatin, serivastatin, rosuvastatin ve 

pitavastatin) ilk nesilden daha iyi etki sunmaktadır (Tobert 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.14 HMG-KoA, HMGR’ ın doğal substratı ve ilk statin olarak kullanılan 

kompaktinin kimyasal yapısı (Oliveira vd. 2016).  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

Çalışmada kullanılan; nikotinamidadenin dinükleotit fosfat (NADPH), glutatyon 

peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), sodyum 3,5 dikloro-2-hidroksi benzen sülfonat 

(DHBS), 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH), ksantin, ksantin oksidaz (XOD), kuersetin 

dihidrat, etilenediaminetetraasetik asit (EDTA), HMGR kiti ve glutatyon (GSH) Sigma 

firmasından, 4-aminoantipirin (4-AP), hidrojen peroksit (H2O2), tert-butil hidroperoksit 

(t-BOOH) ve sodyum azit (NaN3) Acros firmasından, sodyum potasyum tartarat (Na-K 

tartarat), sodyum nitrat (NaNO2) Carlo Erba firmasından, etil alkol (EtOH), sodyum 

karbonat (Na2CO3) , potasiyum mono fosfat (K2HPO4) ve potasyum di fosfat (KH2PO4), 

tris hidroklorid, tris baz, sodyum asetat ve glutatyon redüktaz (GR) Fisher Scientific 

firmasından, nitro blue tetrazolyum (NBT) ve horseraddish peroksidaz (HRP) Thermo 

Scientific firmasından, sodyum hidroksit (NaOH) alüminyum klorür (AlCl3), gallik asit 

(GA) ve sodyum klorür (NaCl) Merck firmasından, ferulik asit TRC (Canada) 

firmasından analitik kalitede temin edilmiştir.  

 

Çalışmada; ferulik asidin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin 

hesaplanması amacıyla yapılan spektrofotometrik ölçümler için spektrofotometre 

(Biochrom Libra, UK) kullanılmıştır. Bunların dışında çalışmamızda kullanılan cihazlar; 

otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya), buzdolabı (Profilo, İtalya), Vorteks (Labnet, 

Türkiye), hassas terazi (Mettler Toledo, İspanya), pH metre (Hanna, Almanya), saf su 

cihazı (Millipore, Fransa), ısıtıcılı manyetik karıştırıcı (Termal, Türkiye) firmalarından 

temin edilmiştir. 
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3.2 Yöntem 

    

3.2.1 Ferulik asidin antioksidan aktivite analizi 

 

Bu çalışmada hazırlanan ferulik asidin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde 2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yöntemi kullanılmıştır (Blois 1958). DPPH yöntemi, 

kararlı serbest radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’in elektron veya hidrojen 

atomları veren antioksidan kimyasalların varlığında, bu kimyasallar tarafından 

giderilmesi ile karakteristik mor rengin şiddetine bağlı olarak spektrofotometrik olarak 

belirlenmesi esasına dayanmaktadır. Ferulik asidin çeşitli konsantrasyonlarında (0,03125, 

0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 mg/mL) saf DMSO içinde hazırlanmış 100 μL’lik çözeltileri, 

400 μL etanol ve 500 μL’lik DPPH metanol çözeltisi ile karıştırılmıştır. 30 dakika, oda 

sıcaklığında karanlık ortamda inkübasyona bırakılıp, inkübasyon sonrasında 517 nm’de 

(OD517) ferulik asidin DPPH absorbansı okunmuştur. Örneklerin absorbans değeri köre 

karşı (100uL DMSO+400uL ethanol+500uL DPPH) değerlendirilmiştir. Farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan ferulik asidin % antioksidan aktivitesi aşağıda verilen 

formülden yararlanarak belirlenmiştir;  

 

% RSA = [(kontrol – örnek) / kontrol] x 100 

 

3.2.2 Sığır karaciğerinden homojenat hazırlanması 

 

Glutatyon-S-transferaz ve süperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerinin tayini için 

sığır karaciğerinden elde edilen homojenat kullanılmıştır. Karaciğer dokusunun 

ağırlığının iki katı kadar, 0.15 M potasyum klorür, 1 mM EDTA ve 1 mM ditiyotreitol 

içeren 10 mM’lık potasyum fosfat tamponu (pH=7.0) eklenmiştir. Sonra, doku 

homojenizatör yardımıyla homojenize edilmiştir. Elde edilen homojenat +4°C, 10,000 × 

g’de 20 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası tüplerde oluşan süpernatant alınıp 

temiz tüplere aktarılarak elde edilen süpernatan ikinci kez +4 °C, 30,000 × g’de 60 dakika 

santrifüj edilmiştir.  
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Santrifüj sonunda elde edilen süpernatant enzim aktivite tayinlerinde kullanılmak 

amacıyla mikro santrifüj tüpleri içerisinde -80 °C’de muhafaza edilmiştir (Shomali 

Moghaddam vd. 2015). 

 

3.2.3 Sığır karaciğerinden aldoz redüktaz enzim izolasyonu 

 

Deneylerde kullanılan AR enzimi normal şartlarda yetiştirilen sığırın karaciğer 

dokusundan izole edilmiştir. Mezbahadan alınan sığır karaciğer dokusu, bekletilmeden 

sıvı azot içerisine konulmuş ve enzim izolasyonu yapılana kadar  -80°C’de saklanmıştır. 

İzolasyon işlemi daha önce optimize edilmiş yöntem (Yıldırım vd. 2014) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Bu metotta, -80°C’de saklanmış karaciğer dokusu makas yardımıyla 

küçük parçalara kesilip 1 mM EDTA ile yıkanmış ve karaciğer dokusunun üç katı 1 mM 

EDTA, 50 μM PMSF çözeltisi kullanılarak homojenize edilmiştir. Elde edilen homojenat 

+4°C’de, 10,000 rpm’de 30 dakika santrifüj edilmiştir. % 40 doygunluk için, elde edilen 

her 100 mL süpernatant üzerine 22.6 gr katı amonyum sülfat eklenip 5 dakika 

manyetik karıştırıcı ile karıştırılmıştır. Daha sonra, +4°C’de, 10,000 rpm’de 25 dakika 

santrifüj edilmiştir. % 40 doygunluktaki süpernatantı %50 doygunluğa ulaştırmak için, 

elde edilen her 100 mL supernatant üzerine 5.8 gr katı amonyum sülfat eklenip 5 dakika 

manyetik karıştırıcı ile karıştırılmıştır. Karıştırıldıktan sonra tekrar +4°C’de, 10,000 

rpm’de 25 dakika santrifüj edilmiştir. %50 doygunluktaki supernatantı % 75 doygunluğa 

ulaştırmak amacıyla elde edilen her 100 mL süpernatant üzerine 15.9 gr katı amonyum 

sülfat eklenip 5 dakika manyetik karıştırıcı ile karıştırılmış ve sonra tekrar +4°C’de, 

10,000 rpm’de 25 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen pellet, 

50 mM sodyum klorür ile çözülerek enzim aktivite deneyleri yapılıncaya kadar -80°C’de 

saklanmıştır. 
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3.2.4 Ferulik asidin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi üzerine etkisi   

 

Ferulik asidin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi üzerindeki etkilerini belirtmek 

amacıyla GPx enzim aktivite tayini, glutatyon redüktaz (GR) içeren dolaylı ölçüm 

metoduyla gerçekleştirilmiştir. Tüm deneyler 1mL küvetlerde ferulik asit için üç tekrar 

olarak gerçekleştirilmiştir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen peroksitin su 

ve yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüşümü ile açığa çıkan GSSG ürün miktarına 

bağlı olarak GR’ın ne kadar NADPH molekülünün NADP’ye oksitlediği 340 nm’de takip 

edilmiştir. Tüm deneyler 1mL küvetlerde ferulik asit için triplike olarak 

gerçekleştirilmiştir. Ferulik asidin GPx enzim aktivitesine olan etkilerinin tespiti için her 

örneğe karşılık kör ve enzim kontrolü hazırlanmıştır. Kör (Tris-HCI-pH:8 Tamponu), 

enzim kontrolü (sadece DMSO) ve her konsantrasyondan 20uL ferulik asit içeren 

küvetlere sırayla 805µL 50 mM’lık Tris-HCl (pH=8.0) tamponu, 25µL glutatyon 

redüktaz (20 U/mL) enzimi, 100µL 20 mM’lık GSH, 25 uL 30mM’lık tert-bütil 

hidroperoksit, 25 µL 10 mM’lık NADPH ve 100 uL GPx enzimi (0,25U/mL) eklenerek 

karışımın toplam hacmi 1100uL’ye tamamlanıp karışım hazırlandıktan hemen sonra 340 

nm’de optik dansitedeki (OD340) düşüş, 5 dakika süresince takibe alınmıştır. Enzim 

aktivitesi ise deneysel verilerin aşağıdaki formüle yerleştirilmesiyle hesaplanmıştır. 

 

 

             EA (IU/mL)=(OD340/dakika)×(1/e340)×(seyreltme faktörü) 

 

NADPH için 340 nm’deki sönümleme katsayısı (e340) 0,00622 nM-1.cm-1 olarak 

alınmıştır.  
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3.2.5 Ferulik asidin süperoksit dismütaz (SOD) enzim aktivitesi üzerine etkisi   

 

Ferulik asidin süperoksit dismütaz (SOD) enzim aktivitesi üzerindeki etkilerini 

belirlemek amacıyla Geller ve Wing (1984) tarafından geliştirilmiş metot, tarafımızdan 

kısmen değiştirilerek kullanılması planlanmıştır. SOD enzim aktivitesinin tayini amacıyla 

0.3 mM ksantin, 12.5 mM nitro blue tetrazolyum (NBT) ve 10,4 u/mL ksantin oksidaz 

içeren ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle oluşmuş süperoksit radikalleri, SOD enzim 

sisteminde kullanılmadığında ortamda bulunan NBT bileşiğinin redüksiyonuna ve 

ortamda renk değişimine neden olmuştur. Ferulik asidin SOD enzim aktivitesine olan 

etkisini belirlemek için, her ferulik asit konsantrasyonuna karşılık kör ve enzim kontrolü 

hazırlanmıştır. Kör, enzim kontrolü (sadece tampon) ve her konsantrasyondan 20 uL 

ferulik asit içeren küvetlerin üzerine sırayla 20 μL 1:2 oranında seyreltilmiş karaciğer 

homojenatı, 600 μL, sodyum karbonat (Na2CO3) tamponu (200 mM, pH=10.0), 300 μL 

ksantin (0.3 mM), 40 μL NBT (12,5 mM) ve XOD (0.28 U/mL) enziminden 20μL 

eklenmiştir. Örnek iyice karıştırıldıktan sonra küvetlerde oluşan reaksiyonların 550 nm 

dalga boyunda 5 dakika süresince absorbasları kaydedilmiştir. Tüm deneyler 1mL 

küvetlerde ferulik asit için üç tekrar olarak gerçekleştirilmiştir. Deney sonunda, elde 

edilen veriler aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlar ise 

Microsoft Excel programı yardımıyla analiz edilmiştir. 

 

   EA(U/mL) = (ODkör - ODtest)/(ODkör)×(seyreltme faktörü)  

 

3.2.6 Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi üzerine etkisi   

 

Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla 

katalaz aktivite tayini, bu enzimin hidrojen peroksiti suya katalizlediği reaksiyonun 

spektorofotometrik olarak 520 nm’de okunarak, peroksit miktarındaki düşmeye bağlı 

olarak görülecek absorpsiyondaki azalmanın takibiyle gerçekleştilmiştir (Aebi 1984).  
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Deney iki aşamalı olup, aktivite tayini spektrofotometrik olarak gerçekleştirilmiştir. İlk 

ferulik asit örneğinden 5μL oranında alınarak ve 1.5 mL’lik mikro santrifüj tüplerine 

konulmuştur. Ferulik asit 1 mg/mL – 0,03125 mg/mL aralığında DMSO ile 1:2 oranında 

seri seyreltmelerle hazırlanmıştır. Sonra, kör ve ferulik asit içeren mikro santrifüj 

tüplerine sırasıyla 100.1 U/mL katalaz enziminden 20μL, 50 mM’lık fosfat tamponundan 

40 μL ve 10 mM’lık H2O2 çözeltisinden 100 μL eklenerek 2 dakika inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası karışıma 825 μL 15 mM’lık sodyum azit (NaN3) ilave edilip ve 5 

dakika karanlık ortamda bekletilmiştir. İkinci inkübasyondan sonra, her karışımdan 10’ar 

μL örnek alınarak ve yeni mikro santrifüj tüplerine konulup bunlara 1000 μL kromojen 

karışımı eklenerek, toplam hacim 1010 μL’ye tamamlanmıştır. Örnek iyice 

karıştırıldıktan sonra karanlık ortamda 40 dakika inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonrası, ortamda kalan H2O2 ile kromojen arasında oluşan reaksiyonda ortaya çıkan 

pembe renk 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmuştur. Tüm deneyler 1mL 

küvetlerde ferulik asit için triplike olarak gerçekleştirilmiştir.  

 

Enzim aktivitesi aşağıda sunulan formüle yerleştirilerek hesaplanmıştır.  

 

EA(IU/mL) = (ΔH2O2/dakika) × (seyreltme faktörü)/ deney hacimi  

 

Kromojen karışımı aynı günde kullanmak amacıyla 4-aminoantipirin (4-AP), sodyum 

3,5 dikloro-2-hidroksi benzen sülfonat (DHBS) ve horseraddish peroksidaz (HRP) 

enziminden (1mL:1mL:1μL) hazırlanmıştır. 

Elde edilen sonuçlar ise Microsoft Excel programı yardımıyla analiz edilmiştir. 

 

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

 

Ferulik asidin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi üzerindeki etkilerini 

belirlemek amacıyla Habig tarafından geliştirilmiş yöntem (Habig vd. 1974) 

kullanılmıştır.  
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Deney düzeneğinde tampon ve kofaktör karışımı 20 mM’lık 10 mL fosfat tamponu (pH: 

6,5), 50 mM’lık 400 uL GSH ile 7,6 mL ddH2O şeklinde hazırlanmıştır. Reaksiyon, 10µL 

ferulik asit, 930µL fosfat tamponu (pH=6.5) kofaktör karışımı, 10 µL 1:3 oranında 

seyreltilmiş karaciğer homojenatı ve 20 mM’lık 50uL CDNB ile 1mL’lik toplam 

hacimde, 1mL küvette 120sn’de ve 340 nm dalga boyunda yürütülmüştür.  

Enzim aktivitesi ise deneysel verilerin aşağıdaki formüle yerleştirilmesiyle 

hesaplanmıştır.  

 

                      EA(IU/mL)=(OD340/dakika)×(1/ε340)×(seyreltme faktörü) 

              Sönümleme Katsayısı CDNB için 9,60 nM-1.cm-1´dır. 

 

3.2.8 Ferulik asidin aldoz redüztaz (AR) enzim aktivitesi üzerine etkisi  

 

Sığır karaciğer dokusundan kısmen saflaştırılan AR enziminin aktivitesi daha önce 

yayınlanmış olan (Hayman ve Kinoshita 1965) spektrofotometrik metodun bazı 

modifikasyonlarla geliştirilmesi sonucu oluşturulan analiz metodu ile tayin edilmiştir. Bu 

yöntemde, substrat olarak kullanılan DL-Gliseraldehit, AR enzimi tarafından gliserole 

indirgenmiştir. Aynı zamanda, AR enziminin kofaktörü olan NADPH da NADP+ ‘ya 

okside edilmiştir. Reaksiyon ortamı AR enzimi (4,54 u/mL) ve Li2SO4 (400mM), 

NADPH (1.5M) içeren fosfat tamponunun (50 mM, pH 6.2) eklenmesiyle hazırlanmıştır. 

Hazırlanan karışım 5 dakika 37°C’de inkübe edildikten sonra 340 nm’de köre karşı 

okuma yapılmıştır ve üzerine DL-gliseraldehit (10mM) ilave edilerek reaksiyon 

başlatılmıştır. Reaksiyon karışımındaki absorbans azalması 6 dakika süresince takip 

edilmiştir. ∆OD’lerden ve NADPH’ın ekstinksiyon katsayısından yararlanarak AR enzim 

aktivitesi hesaplanarak enzim aktivitesi, her bir dakikada oksitlenen NADPH miktarına 

göre ifade edilmiştir. Tüm deneyler 1mL küvetlerde ferulik asit için triplike olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

 

EA (IU/mL)=(OD340/dakika)×(1/e340)×(seyreltme faktörü) NADPH için 340 nm’deki 

sönümleme katsayısı (e340) 0,00622 nM-1.cm-1 olarak alınmıştır. 

.  
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3.2.9 Ferulik asidin ksantin oksidaz (KO) enzim aktivitesi üzerine etkisi   

 

Deney karışımı 10µL ferulik asit, 300 µL fosfat tamponu (0.2 M, pH: 9.0) ve 100µL 

enzim solüsyonu (0,28 U/mL-1) şeklinde hazırlanmıştır. Karışım oda sıcaklığında 2dk 

inkübasyona bırakıldıktan sonra reaksiyon; 500µL ksantin solüsyonu (0.15 mM) 

eklenmesiyle başlatılmış ve absorbanstaki değişiklikler 2 dakika boyunca oda 

sıcaklığında 295nm’de okunarak kaydedilmiştir. Tüm deneyler 1mL küvetlerde ferulik 

asit için üçlü tekrar olarak gerçekleştirilmiştir. Ksantin oksidazın inhibisyon yüzdesi 

aşağıdaki formülden hesaplanmıştır; 

 

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

 

X: örnek eklenmemiş tüpteki absorbans değişikliği 

Y: örnek eklenmiş tüpteki absorbans değişikliği (Bangou 2011) 

 

 

3.2.10 Ferulik asidin Hmg KoA redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

 

HMG-KoA redüktaz aktivitesi ve inhibisyon tahlili UV uyumlu bir 96 kuyulu mikro 

plakada HMG-KoA Redüktaz Test Kiti (Sigma) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Yaklaşık 6ug enzim 37 ° C'de 400uM NADPH, 0.3 mg/ml HMG-KoA ve belirli bir 

HMG-KoA redüktaz inhibitörü olan farklı konsantrasyonda pravastatin ile inkübe 

edilmiştir. 

 

      (OD340 (örnek) /dakika – OD340 (kör)/dakika) x (seyreltme faktörü) 

EA (IU/mL) =    

12.44 x 0.002 x 0.6 x 0.55 

 

Seyreltme faktörü deney sonuçlarının 96’lık mikroplaka ile okuması gerçekleştiği için 

0.2mL alınmıştır. 
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3.2.11 İstatistiksel analiz 

 

Tüm deneyler en az 3 bağımsız tekrar şeklinde ve 3 farklı günde analiz edilerek, değerler 

ortalama ± standart sapma olarak ifade edilmiştir. Kontrol enzim aktiviteleri ile ferulik 

asitin altı farklı konsantrasyonları arasındaki değişiklik ve günler arasındaki anlamlı bir 

ilişki olup olmadığını karşılaştırmak için, Dunnett testi ve hesaplamalar için Excel 

kullanılmıştır. İstatistiksel anlamlılık p <0.05 olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

  

4.1 Ferulik Asidin Total Antioksidan Aktivitesi 

 

Bu çalışma ferulik asit bileşiğinin DPPH radikalini giderici etkisini saptamak amacıyla 

yapılmıştır. Farklı konsantrasyonlardaki gallik asit çözeltileri standart olarak 

kullanılmıştır. Öncelikle farklı konsantrasyonlarda hazırlanan ferulik asit çözeltilerinin 

radikal giderici etkileri belirlenerek, total antioksidan aktivitesi hesaplanmıştır. Ferulik 

asitin DPPH radikalini temizleme yeteneği mg/mL cinsinden belirlenmiş ve IC50 değeri 

olarak ifade edilmiştir. Ferulik asidin farklı konsanstrasyonlarda göstermiş olduğu 

antioksidan aktivite Şekil 4.1’de, standart olarak kullanılan gallik asit çözeltisinin 

antioksidan aktivitesi ise Şekil 4.2’de gösterilmiştir. Ferulik asit ve gallik asitin IC50 

değerleri ise Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 Ferulik asit çözeltisinin antioksidan aktivite grafiği 
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Sekil 4.2 Standart gallik asit çözeltisinin antioksidan aktivite grafiği 

 

 

Çizelge 4.1 Ferulik asit ve gallik asit çözeltilerinin IC50 değerleri 

Bileşik IC50 değerleri (mg/mL) 

Ferulik Asit 0,02164 ±  0,00477 

Gallik Asit 0,003002 ± 0,00022 

 

4.2 Ferulik Asidin Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

  

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini belirlemek için, glutatyon redüktaz (GR) içeren 

indirek ölçüm metodu kullanılmıştır. Bu yöntemde GPx enzimi etkisiyle glutatyon (GSH) 

ve hidrojen peroksitin (H202), su ve yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüşümü 

sırasında açığa çıkan GSSG miktarına bağlı olarak, GR enziminin NADPH substratını 

NADP’ye dönüştürülmesi 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmiştir. Ferulik 

asit olmadan sadece GPx enziminin oluşturduğu aktivite değeri 3 mg/ml saf enzim için 

ölçülen 0.25 μmol/min/mL olarak hesaplanmıştır. Bu değer %100 enzim aktivitesi olarak 

kullanılmış ve ferulik asidin GPx enzim aktivitesi üzerine etkileri bu değerle kıyaslanarak 

ifade edilmiştir. 
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Şekil 4.3 Ferulik asit çözeltisinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan  

                etkisi 

 

DMSO içerisinde hazırlanmış ferulik asit çözeltisinin sırasıyla 0.03125, 0.0625, 0.125, 

0.25, 0.5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarında GPx enzimi üzerine etkileri araştırılmıştır.  

 

1 mg/mL konsantrasyonda, yani en yüksek dozda GPx enzim aktivitesinin kontrole 

göre % 13,89 arttığı görülmektedir. 0,5 mg/mL ferulik asit konsantrasyonunda ise 

GPx enzim aktvitesinin kontrole göre %5 olarak arttığı sonucuna varılmıştır (Şekil 

4.3). 

 

4.3 Ferulik Asidin Süperoksit Dismütaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

SOD enzim aktivitesini belirtmek amacıyla, Geller ve Wing (1984) tarafından 

geliştirilmiş yöntem kullanılmıştır. Sığır karaciğerinden elde edilen sitozol, SOD enzim 

kaynağı olarak kullanılmıştır. Bu metot dâhilinde, 30 mM, 25 mM NBT ve ksantin 

oksidaz içeren ksantin-ksantin oksidaz sisteminden meydana gelen süperoksit radikalleri 
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SOD enzim sisteminde kullanılmadığı takdirde ortamda bulunan NBT bileşiğinin 

redüksiyonuna ve dolayısıyla ortamdaki renk değişimine neden olmuştur.  

 

Ortamdaki renk değişimi spektrofotometrik olarak 550 nm’de ortamda bulunan 

redüklenmiş NBT miktarına göre ölçülmüştür. 

 

DMSO içerisinde hazırlanmış ferulik asit çözeltisinin sırasıyla 0,03125; 0,0625; 0,125; 

0,25; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarında süperoksit dismütaz enzimi üzerine etkileri 

araştırılmıştır. 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL ferulik asit dozları için SOD enzim aktivitesindeki 

artış sırasıyla % 6,13 ve % 12,14 olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4 Ferulik asit çözeltisinin süperoksit dismütaz enzim aktivitesi üzerine olan  

                etkisi 

 

 

4.4 Ferulik Asidin Katalaz Enzimi Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Ferulik asidin katalaz (KAT) enzim aktivitesi üzerine olan etkilerini belirlemek için 

ortamdaki hidrojen peroksitin, kromojen reaktifi ile arasında oluşan reaksiyon 

spektrofotometrik olarak 520 nm dalga boyunda takip edilmiştir. Ferulik asit olmadan 
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sadece KAT enziminin oluşturduğu aktivite değeri 4,53 mg/ml saf katalaz enzimi için 

100,1 μmol/min/mL olarak hesaplanmıştır. Bu değer, % 100 enzim aktivitesi olarak kabul 

edilmiş ve ferulik asit örneklerinin katalaz enzimi üzerine olan etkileri bu değerle 

kıyaslanarak elde edilmiştir. KAT enzim aktivitesinin belirlenebilmesi için farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan H2O2 çözeltileri kullanılarak çizilen kalibrasyon eğrisine 

göre hesaplanmıştır (Şekil 4.5). 

 

 

 

 

Şekil 4.5 H2O2 kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 4.6 Ferulik asit çözeltisinin katalaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi 

 

Ferulik asit çözeltisinin katalaz enzim aktivitesi üzerine etkilerini belirlemek amacıyla 

0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 ve 1 mg/mL olmak üzere DMSO içerisinde hazırlanmış 

farklı konsantrasyonları kullanılmıştır.  

 

Ferulik asidin tüm konsantrasyonları için hesaplanan KAT enzim aktivitesi % 100 enzim 

kontrolünün altında kalmıştır (Şekil 4.6). 
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4.5 Ferulik Asidin Glutatyon S-transferaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Sığır karaciğer dokusundan elde edilen sitozol GST enzim kaynağı olarak kullanılmıştır. 

GST enziminin aktivitesi, 340 nm’de CDNB-GSH konsantrasyonundaki artışa bağlı 

olarak ölçülmüştür. Ferulik asidin GST enzim aktivitesi üzerine etkisi içerisinde ferulik 

asit bulunmayan yani enzim kontrolü ile kıyaslanarak belirlenmiştir. GST enzim aktivite 

eğrisi Şekil 4.7’de gösterilmiştir. 

 

En yüksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL için %11 oranında inhibisyon 

hesaplanmıştır. 0,5 mg/mL ferulik asit dozu için %2’lik bir inhibisyon değeri 

hesaplanmıştır. 0,03125 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL ve 0,25 mg/mL ferulik 

asit konsantrasyonları için ise sırasıyla % 11, % 9,9, % 6,95 ve % 2,7 oranlarında GST 

enzim aktivitesi olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7 Ferulik asit çözeltisinin glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi üzerine olan 

etkisi  
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4.6 Ferulik Asidin Aldoz Redüktaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Sığır karaciğer dokusundan kısmen saflaştırılan AR enzim aktivitesi 340 nm’de NADPH 

konsantrasyonundaki azalmaya bağlı olarak ölçülmüştür. Farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanan ferulik asit çözeltileri olmadan, yani sadece AR enziminin oluşturduğu aktivite 

değeri 4,54 mg/mL enzim için ölçülen 0,496 mg/min/mL olarak hesaplanmıştır. Bu değer 

% 100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmiş ve ferulik asit çözeltilerinin AR enzim 

aktivitesi üzerine etkileri bu değere kıyaslanarak belirlenmiştir. AR enzim aktivite eğrisi 

şekil 4.8’de sunulmuştur. 

 

En yüksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL için % 43 oranında inhibisyon 

hesaplanmıştır. En düşük ferulik asit konsantrasyon değeri olan 0,03125 mg/mL ise % 27 

oranında bir inhibisyon gerçekleşmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.8 Ferulik asit çözeltisinin aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi  
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4.7 Ferulik Asidin Ksantin Oksidaz Enzim Aktivitesi Üzerine Ekisi 

 

Deney ortamında saf ksantin oksidaz enzim aktivitesi 295 nm’de ksantin 

konsantrasyonundaki azalmaya bağlı olarak ölçülmüştür. 2:1 oranında seri dilüsyon ile 

DMSO içerisinde hazırlanan ferulik asidin çeşitli konsantrasyonları, köre karşı (ferulik 

asit içermeyen) okuması gerçekleştirilmiştir. Kör değeri %100 enzim aktivitesi olarak 

kabul edilmiş ve ferulik asit çözeltileri KO enzim aktivitesi üzerine etkileri bu değer ile 

kıyaslanarak belirlenmiştir. Ksantin oksidaz enzim aktivite eğrisi Şekil 4.9’da 

gösterilmiştir. 

 

Ferulik asidin tüm konsantrasyonlarında inhibisyon görüşmüştür. En yüksek ferulik asit 

konsantrasyonu olan 1 mg/mL için % 10 oranında inhibisyon hesaplanmıştır. En düşük 

ferulik asit konsantrasyon değeri olan 0,03125 mg/mL ise % 13 oranında bir inhibisyon 

gerçekleşmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9 Ferulik asit çözeltisinin ksantin oksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisi  
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4.8 Ferulik Asidin HMG-KoA Redüktaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Ferulik asidin HMG-KoA redüztaz enzim aktivitesini belirlemek için Sigma’dan temin 

edilen HMG-KoA Redüktaz Assay Kit’i (Sigma) kullanılmıştır. Deney, substrat HMG-

KoA'nın varlığında HMGR' ın katalitik alt birimi tarafından NADPH' in oksidasyonunu 

temsil eden 340 nm' de absorbanstaki düşüşün spektrofotometrik ölçümüne 

dayanmaktadır. Ferulik asidin aktivite tayini için; 179uL uygulama tamponu, 4uL 

NADPH, 12uL HMG-KoA, 2uL HMGR ve 3uL ferulik asit üç tekrarlı olarak 5 dakika 

boyunca 40sn’lik periyodlar halinde kinetik okuması yapılmıştır. Kör örnek için 184uL 

uygulama tampon, 4uL NADPH, 12uL HMG-KoA’ nın yine 5 dakika boyunca kinetik 

olarak 40sn’lik periyodlar halinde okuması yapılmıştır. 

 

En yüksek ferulik asit konsantrasyonu olan 1 mg/mL için % 21 oranında aktivasyon 

hesaplanmıştır. En düşük ferulik asit konsantrasyon değeri olan 0,03125 mg/mL ise % 47 

oranında bir inhibisyon gerçekleşmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10 Ferulik asit çözeltisinin HMG-KoA redüktaz enzim aktivitesi üzerine olan  

etkisi  
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Şekil 4.11 Ferulik asidin konsantrasyon aralığının çalışılmış tüm enzimlerin aktivitesi 

üzerine olan etkisi  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Oksidasyon, hidrojen veya elektronları bir maddeden oksitleyici bir maddeye aktaran 

kimyasal bir reaksiyondur ve oksidasyon reaksiyonları serbest radikallere neden olabilir. 

Serbest radikaller ayrıca oksijen molekülünün kimyasal olarak indirgenmesinin bir 

sonucu olarak da üretilir (Kohen vd. 2002). Oluşan serbest radikaller biyomoleküllerde 

yapısal ve fonksiyonel değişikliklere neden olabilir. Antioksidanlar, biyolojik sistemleri 

serbest radikallerin hasarlarına karşı korur. Yetersiz endojen ve eksojen antioksidan 

seviyeleri, oksidatif strese neden olabilir; oksidanlar ve antioksidanların bu dengesizliği 

dengesizliği, hücresel hasar veya ölümle sonuçlanabilir. Oksidatif stres, kardiyovasküler 

hastalıklar, kanser, enflamatuar hastalıklar ve erken yaşlanma (progeria) gibi çeşitli 

hastalıklarda önemli bir rol oynar (Valko vd. 2007, Uttara vd. 2009). Antioksidan kaynağı 

olarak bitki bileşenleri de birçok hastalığın önlenmesinde etkilidir (Krishnaiah vd. 2011). 

İkincil metabolitler, bir organizmanın büyümesine ve gelişmesine doğrudan dahil 

olmayan ve bitki savunmasında önemli bir rol oynayan organik bileşiklerdir. Örneğin 

birçok sektörde hammadde olarak kullanılırlar: besin antioksidanları, antimikrobiyaller 

ve farmasötikler gibi. Bitki sekonder metabolitlerinin en büyük sınıflarından biri fenolik 

bileşiklerdir. Fenolik bileşikler, hücre içi moleküler hasarı ve diğer zararlı faktörleri 

önlemek için reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumunu temizleyerek veya önleyerek 

antioksidan savunmasında görev alırlar. 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 çeşitli 

tipte bileşikler içerir (Mollica vd. 2016). 

 

DPPH yöntemi antioksidan analizler arasında en yaygın kullanılan yöntemdir. DPPH 

metodu basit, verimli ve kısmen diğer metodlara göre daha ucuz ve hızlı bir yöntemdir. 

Diğer bir çok antioksidan methoda benzerlik göstererek, UV spektrofotometresi 

gerektirir. DPPH metodu 1958 yılında Blois tarafından geliştirilmiş ve 1995 yılında 

Williams’s ve arkadaşları tarafından günümüzde kullanılan haline modifiye edilmiştir. 

DPPH molekülü sabit serbest radikallere sahip olup 517nm’de koyu mor renkte 

absorbsiyon vermektedir.  
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Antioksidan varlığında DPPH radikalleri ortama elektron veya hidrojen vererek daha 

kararlı DPPH molekülüne dönüşmektedir. Bu süreçte DPPH bileşiğinin orjinal rengi olan 

koyu mor, antioksidan aktivite ve konsantrasyon yoğunluğuna bağlı olarak sarımsı bir 

renge bürünür. Antioksidan molekülünün DPPH molekülünü %50 oranında süpürme 

yeteneği SC50 (veya IC50) olarak ifade edilmektedir (Molyneux 2004, Kedare vd. 2011). 

 

Ferulik asit veya kimyasal olarak hidroksilatlanmış sinnamik asit, fenolik bir 

fitokimyasal, güçlü bir antioksidan (Srinivasan vd. 2007, Ogiwara vd. 2002) olmasının 

yanısıra çeşitli terapötik etkileri olan önemli fito-molekülden biridir. Biyolojik 

sistemlerde hidroksil ve peroksil radikal oksidasyonuna karşı koruma sağlar (Kanski vd. 

2002). Ferulik asit düşük toksisiteye sahiptir ve birçok fizyolojik fonksiyona sahiptir 

(anti-enflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal aktivite, antikanser ve antidiyabetik etki). 

Ferulik asit bitki hücre duvarının önemli bir bileşeni olup ilaç, gıda ve kozmetik 

endüstrisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Ferulik asit serbest bir radikal 

temizleyicidir, aynı zamanda serbest radikal oluşumunu katalize eden bir enzim 

inhibitörüdür (Zdunska vd. 2018). 

 

Fenolik asitlerin, özellikle de sinamik asit türevlerinin en önemli rollerinden biri, esas 

olarak fenil halkasına bağlı hidroksil ve metoksi gruplarının sayısına bağlı olarak 

değişiklik gösteren antioksidan aktiviteleridir (Bezerra vd. 2017, Aguilar-Hernandez vd. 

2017). Ferulik asit vücutta daha kolay emilir ve diğer fenolik asitlere kıyasla daha uzun 

süre kanda kalır. Ferulik asit, üstün bir antioksidan olarak kabul edilir (Teengam vd. 

2013). Ferulik asidin antioksidan etki mekanizması, esas olarak reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) veya azotun oluşumunun inhibisyonuna istinaden eş zamanlı olarak serbest 

radikallerin nötrleştirilmesine (süpürme) dayanmaktadır. Buna ek olarak ferulik asit, 

protonlanmış metal iyonlarını (Cu(II), Fe(II) gibi) şelatlamaktan da sorumludur (Rice-

Evans vd. 1996, Rice-Evans vd. 1997). Ferulik asit üç boyutlu kimyasal konfigürasyonu 

göz önüne alındığında serbest radikal temizleme özelliğinin yanısıra güçlü bir enzim 

inhibitörü olarakta çalışır (Bezerra vd. 2017, Lodovici vd. 2011, Masella vd. 2004, 

Masella vd. 1999). 
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Ferulik asidin antioksidan aktivitesinin mekanizması, radikal molekülünün antioksidan 

molekülü ile tepkimesiyle stabil fenoksil radikalleri oluşturma kabiliyetine 

dayanmaktadır. Bu, serbest radikallerin oluşmasına yol açan karmaşık bir reaksiyon 

kademesinin başlatılmasını zorlaştırır. Ferulik asit aynı zamanda atomları doğrudan 

radikallere veren hidrojen vericisi olarak da işlev görebilir. İstenmeyen otoksidasyon 

işlemlerinden hücre zarı lipid asitlerini korunmak için ferulik asidin bu özelliği önemli 

bir noktada durmaktadır (Kiewlicz vd. 2015). Buna ek olarak bu koruma, hücre zarı 

peroksidasyonuna yol açan toksik hidroksil radikallerinin oluşumunuda önler 

(Scharffetter-Kochanek vd. 2000). 

 

Çalışmamızda ferulik asitin seri seyreltme yöntemiyle DMSO içerisinde çözerek 

hazırlamış olduğumuz 1mg/mL – 0.03125mg/mL konsantrasyon aralığına sahip 

çözeltileri kullanılmıştır. Ferulik asidin altı farklı konsantrasyonu total antioksidan 

aktivite ölçümünde, antioksidan enzimlerin ve metabolik enzimlerin (GPx, GST, KAT, 

KO, AR, SOD ve HMG-KoA Redüktaz) aktivasyon/inhibisyon etkisinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Antioksidan aktivite çalışmalarının ilk basamağı olarak, ferulik asidin 

radikal giderici etkileri DPPH yöntemiyle hesaplanmıştır. Çalışmalarımız sonucunda, 

ferulik asidin radikal temizleyici yeteneğinin oldukça yüksek olduğu gözlenmiştir. 

Ferulik asidin hesaplanan radikal temizleyici etkisi, en küçük konsantrasyon için % 21,26 

iken, maksimum konsantrasyona çıkıldığında bu oran % 92,05 olarak elde edilmiştir. 

Ferulik asit için hesaplanan IC50 değeri ise 0,021647 mg/mL olarak bulunmuştur. Radikal 

giderici etki çalışmasında standart olarak kullandığımız gallik asit için hesaplanan IC50 

değeri 0.003002 mg/mL’dir. Gallik asit için hesaplanan radikal indirgeme gücü ise R = 

0.974 olarak hesaplanmıştır. Xican Li ve arkadaşlarının 2009 yılında yapmış oldukları 

çalışmada ferulik asit için hesaplanan indirgeme gücü R = 0.933 olarak belirlenmiştir. 

Çalışmalarımız sonucu ferulik asitin indirgeme gücü R = 0,98934 olarak 

hesaplanmıştır.Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi 

elemanlarından süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), 

askorpik asit (vitamin C), alfa-tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH), beta-karoten ve 

vitamin A’nın aktivasyon çalışmaları fotometrik analizler ile değerlendirilmektedir 

(Beaudeux vd. 1996, Hall vd. 1998, Jankowska vd. 1994, Stahl vd. 1998, Stait vd. 1996). 

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamızın ikinci basamağında güçlü bir antioksidan olarak 
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literatürde yer alan ferulik asidin altı farklı konsantrasyonu, antioksidan savunma 

sisteminin önemli üyeleri olan; glutatyon peroksidaz, süperoksit dismutaz, katalaz, aldoz 

redüktaz, glutatyon S-transferaz, ksantin oksidaz ve HMG-KoA redüktaz enzimleri 

üzerindeki aktivasyon ve inhibisyon etkileri spektrofotometrik ölçümler ile araştırılmıştır.   

 

Ferulik asitin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi üzerine olan etkisini belirlemek 

amacıyla yapılan çalışma sonucunda; maksimum konsantrasyonda %13,89 enzim 

aktivitesi hesaplanmıştır. 1mg/ml’lik ve 0,5mg konsantrasyonlar hariç kalan 4 

konsantrasyonda dikkate değer inhibisyonlar hesaplanmıştır. En düşük ferulik asit 

konsantrasyonu olan 0,03125 mg/mL için % 0 enzim inhibisyonu gözlemlenirken, bu 

rakam 0,5mg/mL ferulik asit konsantrasyonu için % 5’e yükselmiştir. 

 

Ferulik asitin süperoksit dismutaz enziminin aktivitesi üzerine olan etkisini belirlemek 

için yapılan çalışmada da maksimum konsantrasyonda % 12 enzim aktivitesinde artış 

hesaplanmıştır. Bu oran 0,5mg/mL ferulik asit konsantrasyonu için % 6 değerinde enzim 

aktivitesi şeklinde görülmüştür. 0,03125mg/mL olan en düşük konsantrasyona sahip 

ferulik asit çözeltisinin süperoksit dismutaz enzimi üzerine olan etkisi % 22 inhibisyon 

olarak hesaplanmıştır. Bu oran 0,25mg/mL ferulik asit konsantrasyonu için % 18 enzim 

inhibisyonu olarak değerlendirilmiştir. 

 

Katalaz enzimi için yapılan çalışmalar sonucunda diğer iki enzim ile kıyaslandığında 

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesine benzer bir grafik ortaya konulmuştur. 

Hesaplanan inhibisyon değeri 0,03125mg/mL ve 1mg/mL için sırasıyla % 36 ve % 4 iken 

diğer konsantrasyonlarında aktivite gözlenmemiştir. Hesaplanan tüm ferulik asit 

konsantrasyon değerleri genel itibariyle kontrolün altında kalmıştır.  

 

Ferulik asitin glutatyon S-transferaz enzimi aktivitesine etkisi de benzer şekilde 0,03125 

- 1 mg/mL konsantrasyon aralığında araştırılmıştır. Glutatyon S-transferaz enziminin 

aktivite/inhibite etkisinin değerlendirimesi sonucu hesaplanan aktivite değeri 

0,03125mg/mL ferulik asit konsantrasyonu için % 11 iken 1mg/mL için enzim inhibisyon 

değeri % 11 olarak hesaplanmıştır.  
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Aldoz redüktaz enzim aktivitesinin ferulik asit varlığında spektrofotometrik 

incelemesinde maksimum konsantrasyon olan 1mg/mL ferulik asit varlığında % 43 

oranında inhibisyon görüldüğü hesaplanmıştır. İnhibisyon değeri en düşük konsantrasyon 

olan 0,03125mg/mL ferulik asit varlığında ise % 27 değerine gerilemiştir.  

 

Ksantin oksidaz enzim aktivasyonu için yapılan deney için hesaplanan tüm ferulik asit 

konsantrasyon değerleri genel itibariyle kontrolün altında kalmıştır. Ksantin oksidaz 

enziminin inhibisyon değeri tüm ferulik asit konsantrasyonları için % 10-13 arasında 

değişmektedir.  

 

Son olarak ferulik asitin HMG-KoA redüktaz enzim aktivitesine etkisi de benzer şekilde 

0,03125 - 1 mg/mL konsantrasyon aralığında araştırılmıştır. HMG-KoA redüktaz 

enziminin aktivite/inhibite etkisinin değerlendirimesi sonucu hesaplanan aktivite değeri 

1mg/mL ferulik asit konsantrasyonu için % 21 iken 0,03125mg/mL için enzim inhibisyon 

değeri % 47 olarak hesaplanmıştır.  

 

Ferulik asit, serbest bir radikal temizleyici olmasının yanısıra serbest radikal oluşumunu 

katalize eden bir enzim inhibitörüdür ve enzim aktivitesini arttırıcı etkileri direkt olarak 

kimyasal yapısı ile ilgilidir (Bezerra vd. 2017; Lodovici vd. 2001; Masella vd. 2004, 

Masella 1999). Ayrıca yara iyileşimi sırasında ferulik asit içerikli merhem kullanımının 

lipid peroksidasyonunu inhibe ettiği buna bağlı olarak katalaz, süperoksit dismutaz ve 

glutatyon enzim aktivitelerini arttırdığı gösterilmiştir. Bu bağlamda ferulik asit, yaranın 

iyileşme sürecinde, yaranın büzülmesini önemli ölçüde hızlandırdığını öne sürülmektedir 

(Ghaisas vd. 2014). Literatür verileri, ferulik asit ve türevlerinin, ksantin oksidaz ve 

siklooksijenaz aktivitesinin azaltılmasındaki yüksek etkinliğini rapor etmektedir (Nile vd. 

2016). Ferulik asidin, enzim katalizli dönüşüm mekanizmasının ürettiği ROS miktarını 

azalttığına inanılmaktadır (Nile vd. 2016).  

 

 

Süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan aktiviteye sahip 

enzimler, saf etanol, saf ayçiçek yağı varlığında sıçan karaciğerlerinde önemli ölçüde 

aktiviteyi düşürücü etki göstermiştir (de Paiva, 2013). Bizim elde ettiğimiz veriler 
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doğrultusunda ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan GST ve KAT 

enzimleri için sırasıyla en düşük ferulik asit konsantrasyonunda (0,003125mg/mL) 

yaklaşık % 35 enzim inhibisyonu ve % 11 enzim aktivasyonu görülmüştür. En düşük 

konsantrasyonda GST üzerinde ferulik asidin yaklaşık % 11 enzim aktivasyonu 

göstermesi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu açısından anlamlı bulunmuştur.   

 

Aldoz redüktaz enzim aktivitesi hiperglisemi (yüksek şeker) ile ilişkili olarak kabul edilen 

lensed ve siyatik sinirlerde yüksek orandan bulunmaktadır. Sonuç olarak, dokularda 

katarakt, diyabetik nefropati, diyabetik nöropati, diyabetik retinopati oluşumuna yol 

açmaktadır. Aldoz redüktaz inhibitörleri bu tip doku hasarı durumlarında etkili ajanlar 

olarak kullanılmaktadır. Poliol yolağının ilk enzimi olan aldoz redüktazı ve sorbitol 

dehidrogenaz, glikozu sırasıyla sorbitole ve fruktoza çevirmektedir. Oluşan sorbitol hücre 

zarından kolayca diffüze olamaz. Bu nedenle hücre içinde birikerek osmotik strese neden 

olmaktadır. Son basamak olarak osmotik stres, oksidatif stresi takip ederek epitel 

dokularda hasara yol açacaktır. Ferulik asit gibi antioksidan özelliği kanıtlanmış bir 

molekül, çalışmalarımız sonucu en yüksek konsantrasyonda (1mg/mL) yaklaşık % 40 

oranında aldoz redüktaz enzimini inhibe edebilmiştir.  

 

Pürin metabolizmasının insanlarda son ürünü ürik asittir. Pürin metabolizmasında ise 

DNA ve RNA sentezi büyük önem taşımaktadır. Bu bağlamda çalışmamızda kullanılan 

ferulik asidin en yüksek ve en düşük konsantrasyonlarında ksantin oksidaz enzimi 

yaklaşık % 15 oranında inhibe edilebilmiştir. Antioksidan moleküllerin DNA hasarı 

üzerindeki etkisi göz önüne alındığında bu oran gelecek vaad etmektedir. 

 

Çalışmamızda kullanılan HMG-KoA enzimi yüksek şeker hastalarında kolesterolün 

inhibe edilmesi mekanizmasında görev almaktadır. Statinler adı altında satılan HMG-

KoA inhibitörleri bu enzimin inhibisyonunda görev almaktadır. Hiperglisemi hastaları 

için önemli bir kaynak olan bu inhibitörler enzimin insanlarda endoplazmik retikulum 

üzerinden üretimi ile ilişkilidir. Bu nedenle çalışmamızda, güçlü bir antioksidan molekül 

olan ferulik asidin en yüksek konsantrasyonda yaklaşık % 20 oranında enzim aktivasyonu 

göstermesi ileri ki çalışmalar için önemli bir kaynak olarak yerini alacaktır. Bununla 

birlikte, FA’nın çeşitli dozları verilen sıçanların karaciğerinde ise bu enzimlerin 
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aktiviteleri arttırılmış ve oksidatif stresin azaltılması en düşük dozda (20 mg FA / kg vücut 

ağırlığı) bile sağlanabilinmiştir (de Paiva, 2013). Bu pozitif sonuçlar, FA' nın diyette 

yaygın olarak alınan toksinlere karşı hepatoprotektif bir ajan olduğunu ve hiçbir yan 

etkiye sahip olmadığını göstermektedir. Bu nedenle FA, karaciğer hasarının alternatif 

tedavileri için potansiyel bir molekül olarak kabul edilebilir. Bizim çalışmamızda ise, 

1mg/mL ferulik asit konsantrasyonunda karaciğerin en önemli enzimlerinden olan katalaz 

enzimi için kontrol altında bir değer alınmıştır. İleri ki çalışmalar için daha yüksek bir 

ferulik asit konsantrasyonu belirlenmesi enzim aktivitesi üzerindeki etkiyi etkileyeceği 

yorumlanmıştır. FA ayrıca, Srinivasan ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, 

karbon tetraklorür tarafından in vivo olarak indüklenen toksisiteye karşı hepatoprotektif 

etkiye sahip olduğu belirtilmiştir (Paiva vd. 2013). 

 

Yeh ve Yen (2006), in vivo sistemde FA'nin modülatör etkilerini araştırmış, 

çalışmalarında fareler 14 gün boyunca 100 mg FA / kg vücut ağırlığında doz almışlardır. 

Süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz aktiviteleri, kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında FA uygulamasından sonra yükselmiş (p <0.05) ve FA ile muamele 

edilen sıçanların karaciğer homojenatları kontrol grubundan daha fazla oksijen radikal 

emme kapasitesine sahip olduğu bulunmuştur. Antioksidan enzimlerden süperoksit 

dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri, tedavi edilmemiş diyabetik gruba 

kıyasla FA dozları alan diyabetik sıçanların karaciğerinde daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir. 

 

Akciğerlerin ana enzimatik antioksidanları 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). H2O2 ve lipid 

hidroperoksitlerin (membran lipid peroksidasyonunun bir sonucu olarak üretilir) 

azalmasından sorumlu olan redoks döngüsündeki enzimler arasında GSH-Px' ler (Flohé 

L. 1998) bulunur. GSH-Px' ler, aktif merkezlerinde özel bir aminoasit olan selenosistein 

içeren tetrametik enzim ailesi üyesidir. Selenosisteinler aktif merkezlerinde düşük 

moleküler ağırlıklı tiyoller barındırır. Buna örnek olarak, GSH, H2O2’ i ve lipid 

peroksidazlarına karşılık gelen alkollerine indirgeme görevi vardır. GSH-Px-3 (hücre dışı 

GSH-Px), hücre dışı bölümde bulunan ve memelilerdeki en önemli hücre dışı antioksidan 

enzimden biri olduğuna inanılan GSH-Px ailesinin tek üyesidir. Bu aile içerisinde, hücre 
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dışı GSH-Px’ ler, insan akciğerinde en yaygın şekilde araştırılan grubu kapsamaktadır 

(Comhair vd. 2001). Süperoksit, çeşitli kaynaklardan üretilen birincil ROS olmasında 

dolayı, SOD ile dismutasyonu tüm hücreler için birincil öneme sahiptir. 3 farklı SOD 

formunun hepsi, yani CuZn-SOD, Mn-SOD ve EC-SOD, insan akciğerinde yaygın olarak 

eksprese edilir. Mn-SOD, mitokondri matrisinde lokalizedir. EC-SOD temel olarak hücre 

dışı matrikste, özellikle de yüksek miktarda tip I kollajen lifleri içeren bölgelerde ve 

pulmoner ve sistemik damarların çevresinde lokalizedir. Ayrıca bronşiyal epitel, alveolar 

epitel ve alveolar makrofajlarda da tespit edilmiştir (Kinnula ve Crapo 2003, Kinnula 

2005). Genel olarak, CuZn-SOD ve Mn-SOD' ın, genellikle süperoksit radikallerinin 

temizleyicileri olarak hareket ettiği düşünülmektedir (Birben vd. 2012). Katalaz, her biri 

aktif bölgede bir heme grubu içeren 4 eş monomerden oluşan bir tetramer olarak bulunur. 

H2O2' ın degradasyonu, katalaz-ferrikatalaz’ın (suya koordine edilmiş demir) 2 

konformasyonunun ve bileşik I (bir oksijen atomuyla komplekslenmiş demir) arasındaki 

dönüşüm yoluyla gerçekleştirilir. Başka bir antioksidan enzim ailesi olan GST'ler (EC 

2.5.1.18), doymamış aldehitler, epoksitler ve hidroperoksitler gibi ikincil metabolitleri 

etkisiz hale getirir. GST aynı zamanda eikosanoid ve GSH metabolizmasında rol 

oynamaktadır (Jakobsson vd. 1999).  

 

Aldoz redüktaz inhibitörleri, biyotransformasyon enzim indüksiyonunda türlere bağlı 

farklılıklara sahip oldukları bilinmektedir. Antioksidan potansiyeli olan aldoz redüktaz 

inhibitörlerinin oksidatif stres yolunu değiştirip değiştirmediği bilinmemektedir (Spycher 

vd. 1997). Buna örnek olarak, aldoz redüktaz mRNA’sı, birkaç farklı oksidatif stres etkeni 

tarafından uyarılması sebebiyle aldoz redüktazın kendisinin hücresel antioksidan 

savunma mekanizmalarına dahil olabileceğini düşünülmektedir (Spycher vd. 1997). 

Fenolikler ve flavonoidler, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve lipooksigenaz gibi 

metabolik enzimlere karşı güçlü inhibitörler olarak görev yapabilir (Hoorn vd. 2002). 

Statinlerin antioksidan özellikleri arasında, bu ajanların lipit düşürücü etkilerinden 

bağımsız olarak koruyucu kardiyovasküler etkilerine karşı katkıda bulunduğu 

bilinmektedir. Bununla birlikte, statinlerin glukoz homeostazı üzerindeki olası olumsuz 

etkileri redoks sistemi ile ilgili olabilir. Bu nedenle redoks sinyallerinin statinlerle 

modülasyonunu araştıran çalışmalara ihtiyaç vardır (Lim ve Barter 2014). 
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Ferulik asidin çeşitli antioksidan özellik gösteren enzimler ve metabolik yolaklarda 

görevli enzimler üzerindeki etkisinin belirlenmesi ile ilgili mevcut çalışmalar literatürde 

yer almaktadır. Ancak şimdiye kadar yapılan çalışmalar içerisinde spektrofotometrik 

yöntemlerle direkt etkisi bizim çalışmamızda kullandığımız enzimler üzerinde 

çalışılmamıştır. Bu nedenle çalışmamız literatürde önemli bir noktada yer alacaktır.  

Bununla birlikte son zamanlarda yapılan çalışmalar ferulik asidin HMG-KoA redüktaz 

enzimini inhibe etme ve glukokinazı aktive etme, sırasıyla hiperkolesterolemi ve 

hiperglisemiyi azaltmak için katkıda bulunan güçlü antioksidan aktivitesinin yanısıra 

farmakolojik özelliklerinin de bulunduğu belirtilmiştir (de Paiva vd. 2013). 

 

Shivraj Hariram Nile ve arkadaşlarının 2016 yılında yapmış oldukları çalışmada 10-

100ug/mL konsantrasyon aralığında DMSO içerisinde hazırlanmış ferulik asit 

çözeltilerinin ksantin oksidaz inhibitor aktivitesi spektrofotometrik yöntemler ile 

değerlendirilmiştir. Pozitif kontrol olarak allopurinol çözeltisi kullanılmıştır. Çalışma 

sonucunda elde edilen inhibisyon yüzdeleri çalışmamıza çok yakın benzerlik 

göstermektedir. Aynı çalışma içerisinde ferulik asidin sitotoksitesini belirlemek için 

CCK-8 (Hücre Sayım Kiti-8) kullanılmıştır. Ferulik asidin farklı çözgenlerde hazırlanmış 

çözeltileri T24 (Chiung-Chi vd. 2013), MDA-MB-231 (Eunmi 2016) gibi çeşitli hücre 

hatlarında araştırılmıştır. 

 

Srinivasan ve arkadaşlarının 2006 yılında yapmış oldukları çalışmada, ferulik asidin 

gama radyasyonuna maruz kalan sıçanların karaciğerinden izole edilen hepatositlerdeki 

koruyucu etkilerini değerlendirmiştir. Hücrelerin 1, 5 ve 10 mg/mL ferulik asit çözeltileri 

ile ön muamele edilmesi sonucu ferulik asidin DNA hasarını, ROS oluşumunu ve 

antioksidan enzimlerin seviyelerini arttırdığı belirtilmiştir. Bu nedenle ferulik asidin 

radyoterapide, radyoprotektif bir ajan olarak kullanım potansiyeline sahip olduğu 

düşünülmektedir. Aditya Ganeshpurkar ve arkadaşlarının 2014 yılında tamamladıkları 

çalışma dâhilinde, ferulik asidin potansiyel immünomodülatör bileşik olarak kabul 

edilebileceğini göstermişlerdir.  

Terapötik öneminin yanı sıra, çeşitli deneysel koşullar altında ferulik asidin in vivo 

davranışının incelenmesi gelecek araştırmalar için önemli bir pozisyonda yer alacaktır.  
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Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz sonuçlar ve ferulik asit ile hali hazırda yayınlanmış 

makaleler göz önüne alındığında, ferulik asidin, kimyasal formülünde yer alan metoksi 

ve hidroksi gruplarının aktivite gücü sebebiyle önemli bir konumda olduğu 

bilinmekteydi. Ferulik asidin üç boyutlu kimyasal yapısından kaynaklı olarak belirtilen 

bir avantaj içerisinde olduğu, aynı zamanda araştırmamızın temelini oluşturan ferulik 

asidin sığır karaciğer homojenatından aynı gün içerisinde saflaştırılan sitozolün, aldoz 

redüktaz, glutatyon S-transferaz ve ksantin oksidaz enzimleri için kaynak olarak 

kullanılması ile ferulik asidin altı konsantrasyonun etkisi incelenmiştir. Glutatyon 

peroksidaz, katalaz, süperoksit dismutaz ve HMG-KoA redüktaz enzimleri için saf ticari 

enzim kullanılmıştır. En düşük konsantrasyon olan 0,03125mg/mL ferulik asit, sadece 

glutatyon S-transferaz enzimi üzerinde % 11,1 oranında bir aktivite göstermiştir. En 

yüksek konsantrasyon olan 1mg/mL ferulik asit çözeltisi varlığında, glutatyon 

peroksidaz, süperoksit dismutaz ve HMG-KoA redüktaz enzimleri üzerinde % 12-21 

oranında aktivite artışı göstermişlerdir.  

 

Ferulik asidin inhibitör etkisi glutatyon S-transferaz enzimi dışında 

0,03125mg/mL/0,25mg/mL aralığında çok belirgin bir şekilde sonuçlarda görülmektedir. 

Buna paralel olarak veri analiz yöntemi olarak kullanığımız Dunnett testinden elde 

ettiğimiz veriler doğrultusunda SOD, GST, KO, HMG-KoA, KAT ve GPx için 

hesaplanan aktivite/inhibite değerleri anlamlı olarak sonuçlanmıştır. Buna ek olarak 

ferulik asidin 3 farklı gün içerisinde tekrarlanması sig. faktörünün  p<0,05 değerinden 

büyük olması sebebiyle anlamlı bulunmamıştır. Antioksidan ve metabolik enzim 

aktivite/inhibite etkisinin direkt olarak kinetik okumalar ile belirlenmesi literatürde bu 

konu hakkında olan boşluğu doldurmuştur. Gelecek çalışmalar için aydınlatılması 

düşünülen farklı parametrelerin ferulik asit üzerinde incelenmesi büyük önem 

taşımaktadır. 
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