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OZET

RATLARDA DOKSORUBISIN UYGULAMASININ GLUTATYON
S-TRANSFERAZ, ASETILKOLINESTERAZ VE BUTIRILKOLINESTERAZ
ENZIMLERI UZERINE AKTIVITESI; KAFEIK ASIT'IN ETKISI
TIMUR, Cetin

Yiiksek Lisans Tezi

Biyomiihendislik ve Bilimleri Anabilim Dal1
Tez Danismant: Dog. Dr. Fikret TURKAN

Subat 2023, 61 sayfa

Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek veya bu hiicrelerin biiylimesini
kontrol altina almak i¢in antikanser ilaglar kullanilarak yapilan tedavidir. Doksorubisin
kemoterapide bir¢cok kanserin tedavisinde siklikla kullanilan ilagtir. Kemoterapi ilaglari
bir taraftan viicudumuzda bulunan koétii hiicreleri yok ederken diger taraftan viicuttaki
normal hiicreler iizerine de etki etmektedir. Bu durum viicutta kemoterapiye bagl bir
takim yan etkiler ile kendini gdsterir. Kanser tedavisinde ama¢ maksimum yararla yan
etkileri en aza indirmektir. Kombine tedavi, kanser terapisinde kullanilan
kemoterapoétiklerin yan etkisini azaltarak tedavinin etkinligini artirmaktadir. Bu tez
calismasinda Albino Wistar cinsi ratlara doksorubusin ( DOX) ilaci verilerek dokularda
olusan toksisitenin immunoterapide siklikla kullanilan kafeik asitin etkilerine kas
dokusunda bakilmistir. Biyokimyasal deger olarak da Glutatyon S-Transferaz (GST),
Asetilkolinesteraz (AChE), Biitirilkolinesteraz (BChE) enzim aktivite degerleri
tizerindeki  degisimler incelenmistir. Arastirma bulgularinda GST  degerleri
incelendiginde, izotonik grubunun GST aktivitesi diger gruplara gore yiiksek ¢ikmustir.
GST aktivitesi sadece izotonik ve CAPE arasinda anlamli bir fark bulundu ve bu
anlaml farkta CAPE ye gore GST aktivitesi, izotonik grupta daha yiiksek bulunmustur
(p=0.032). Diger gruplar arasinda anlaml bir fark tespit edilmemistir. DOX grubundaki
AChE aktivitesi, izotonik ve CAPE ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde disiik
bulunmustur (p<0.05). DOX grubundaki BChE aktivitesi, izotonik ve DOX+CAPE
grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde diisiikk bulunmustur (p<0.05). Ayrica, diger
gruplarda BChE aktivitesinde istatistiksel bir fark belirlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, Asetilkolin Esretaz, Biitirilkolin Esteraz, Glutatyon
S-transferaz, Kafeik Asit



ABSTRACT

THE ACTIVITY OF DOXORUBICIN APPLICATION ON ENZYMES OF
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE, ACETYLCHOLINESTERASE AND
BUTYRYLCHOLINESTERASE; THE EFFECTS OF CAFFEIC ACID

TIMUR, Cetin
Master's Thesis
Department of Bioengineering and Sciences
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Fikret TURKAN
February 2023, 61 Pages

Chemotherapy is a treatment conducted using anticancer medicines to
exterminate cancer cells or control the growth of these cells. Doxorubicin is a
commonly used medicine in chemotherapy in many treatments of cancers. While
chemotherapeutic medicines destroy the ill cells in our body, they affect the normal
cells in the body too. This case is seen with some side effects which depend on the
chemotherapy in the body. The treatment of chemotherapy aims to diminish side effects
with maximum benefits. Combined treatment increases the effectiveness of treatment by
decreasing the side effects of chemotherapeutics that are used in cancer therapy. In this
study, the toxicity formed in tissues and the effects of caffeic acid on muscle tissues
were observed by giving the doxorubicin (DOX) medicine to Albino Wistar rats. As
biochemical  values, variations in  Glutathione  S-Transferase = (GST),
Acetylcholinesterase (AChE), and Butyrylcholinesterase (BChE) enzyme activity values
were investigated. The experimental results revealed that GST activity was higher than
the other groups. The activity of GST was determined to be a meaningful difference
between only isotonic and CAPE, and this meaningful difference in GST activity
compared to CAPE was found to be higher in the isotonic group (p=0.032). Any
meaningful differences were determined in the other groups. AChE activity in the DOX
group compared to isotonic and CAPE was found to be significantly lower (p<0.05).
BChE activity in the DOX group was determined to be significantly lower compared to
the isotonic and DOX+CAPE group (p<0.05). Further, any statistical differences in
BChE activity were found in the other groups.

Keywords: Doxorubicin, Acetylcholinesterase, Butyrlycholinesterase, Glutathione S-
transferase, Caffeic Acid
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1. GIRIS

Serbest radikaller, insan ve hayvanlarda fizyolojik aktivitenin dogal sonucu
olarak ortaya ¢ikan ve yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektronun
oldugu atom veya atom gruplaridir. Doku ve hiicrelerde olusan serbest radikallerin en
onemlisi oksijen radikalleridir. Hiicre metabolizmasinda oksijen iceren pek c¢ok
biyokimyasal indirgenme reaksiyonlar1 sonucu serbest oksijen radikalleri
olusabilmektedir. Bu kimyasal reaksiyonlar sirasinda oksijen elektron transport
zincirinde suya kadar indirgenirken her basamakta serbest oksijen radikalleri acgiga
¢ikmaktadir (Sahin, 2016).

Oksijen molekiilii hayat devamlilig1 i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hiicrelerde reaktif
oksijen tiirleri ve serbest radikaller fazla miktarda olursa oksidatif stres olusur. Oksidatif
stres ise karbonhidrat metabolizmasina, yag ve proteinler iizerinde negatif etkiler
meydana getirmektedir. Serbest radikaller DNA’da niikleik asit baz diziliminde
degisiklikler yaparak hidroksil radikallerinin piirin ve pirimidin bazlarin1 okside ederek;
baz delesyonlari, baz modifikasyonlari ve zincir kirilmalarina neden olabilmektedir.
Oksijen radikalleri, oksidatif bozulma ile DNA hasarma yol agabilmektedir. Ozellikle
pirimidin bazlar1 en hassas yapilardir. DNA zincirinin kopmasi ve dolayisiyla DNA’da
ki ¢ift sarmal yapmin ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyon ve kanser
gerceklesebilmektedir. Bu durum antioksidanlar tarafindan sonlandirilincaya kadar
tekrar etmeye devam etmektedir. Serbest radikal olusumunun engellenebilinmesi i¢in
mutlaka antioksidan i¢eren besinleri tikketilmesi gerekmektedir (Akdag, 2021).

Antioksidan o6zellikli birgok madde arastirilip bulunmustur. Bu maddelerden
bazilar1 disardan bitkiler araciligiyla alinabildigi gibi bazilar1 da viicudun savunma
sistemi tarafindan tiiretilmektedir. Viicudun savunma olarak serbest radikallere karsi
tirettigi antioksidanlar, katalaz, glutatyon peroksidaz, ve superoksitdismutaz (SOD) gibi
enzimlerdir (Valko vd., 2007).

Sigara kullanimi, hava kirliligi, uygunsuz beslenme aligkanliklari (icki tiiketimi,
kalitesiz ve yetersiz besin alimi), stres de endojen ve eksojen olarak serbest radikal
tiretimini fazlalastirmaktadir. Sayet organizmadaki antioksidan kapasitesi yetersiz olursa
metabolik reaksiyonlarin hiicreler i¢in negatif etkileri olabilmekte ve geri doniisiimii

1



olmayan bu zararli reaksiyonlar sonucunda ciltte kirisiklik, akne, Alzheimer, erken
yaslanma, diyabet, damar tikanikliklar1, Parkinson ve birgok kanser tiiriiniin olusmasina

neden olmaktadir (Y1lmaz, 2010).

ABD Milli Kanser Arastirmalar1 Enstitlisii kimyasal engelleme veya onlemeyi;
“Vitamin, ilag veya diger ajanlari kullanarak kanser gelisim riskini geciktirmek,
engellemek ya da ortadan kaldirmak” diye tamimlamistir. Bu ajanlarla kimyasal
onleyiciler arasinda karotenoidler, indoller ile meyve ve sebzelerle viicuda giren diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlar once gelmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarda 6zellikle ‘hasarli olmayan’ diger bir deyisle ‘normal’ yapida bulunan doku ve
hiicrelerin korunmasi hedeflenmektedir. Bu durumu en iyi saglayabilen bilesiklerin
basinda da meyve ve sebzelerde bulunan antioksidanlar gelmektedir. Bu nedenle gok
sayida degerli ve dogal olarak antioksidan bilesikler igeren kaynaklarin basinda gelen
bitkiler, yaklasik olarak sekiz bin kadar farkli yapidaki fenolikleri biinyesinde
barmdirmaktadir (Davidson and Decker, 2009).

Kanser tedavisinde bir¢ok farkli tedavi ve antikanser ila¢ kullanilmaktadir.
Bunlardan en oOnemlilerinden biri doksorubisin (DOX). DOX klinik kullanimiyla
beraber pekcok yan etkiyi de yaninda getirmektedir. Bu yan etkilerin dogal maddeler
tarafindan azaltilip ortadan kaldirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Kafeik asit bu maddelerden
biri olup fenolik bir bilesiktir. DOX kaynakli istenmeyen toksisiteler ve beraberinde
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimlerin neler olacagini bilmemiz
konusunda bu tez calismasini Albino Wistar cinsi ratlara DOX ilac1 verilerek
antioksidan bir madde olan Kafeik Asit’in (CAPE) etkileri ile nasil degistigi sicanlarin
kas dokusunda incelendi. Biyokimyasal parametre olarak antioksidan enzimlerden
Asetilkolin Esteraz, Biitirilkolin Esteraz ve Glutatyon-S transferaz (GST) enzim

aktivitelerindeki degisim diizeyleri incelendi.

1.1. Enzimler
Canli metabolizmasindaki kimyasal tepkimelerin hizlanmasin1 saglayan
biyolojik katalizorler ve biyomolekiillerdir. Enzimler, yiiksek Kkatalitik verime sahip
olup; bir hiicredeki tiim kimyasal reaksiyonlar, enzimler vasitasiyla gergeklestirilir. Esas
olarak protein yapidan olusan biyolojik katalizorler etkilerini aktivasyon enerjisini
azaltarak gostermektedir. Enzimler ilag, kimya, gida, kozmetik gibi cesitli dallarda
2



tiretimlerinde yiiksek potansiyel ve uygulamalari sebebiyle arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur (Bingol, 2022).

Biyokimyasal reaksiyonlarin merkezinde enzimler yer alir. Diizenli bir sekilde
siralamasi yapilacak olursa; basamakli tepkimeleri katalizleyip, besin molekiillerinin
parcalanmasini saglar ve tepkimeler sonucunda ortaya c¢ikan Kkimyasal enerjiyi
doniistiiriip korurlar. Ayrica temel c¢ikis bilesiklerinden biyolojik 6neme sahip olan

makromolekiillerin sentezini saglamaktadirlar (Nelson and Cox 2008; Berg vd. 2012).

Enzimler 180014 yillarda mide salgis1 araciligiyla gesitli bitki ozleri, etin
sindirimi ve tiikiiriik vasitasiyla nisastanin sekere doniistiiriilmesinin arastirilmasiyla
tamimlanmistir. Lous Pasteur 1850’li yillarda glukozun maya araciligi ile alkole
fermantasyonunun fermentler ile katalizlendigi saptadi ve enzim olarak adlandirilan bu
fermentleri canli maya hiicrelerinden ayrilmaz bir biitiin oldugunu varsaymustir. Lakin
Eduard Buchner 1897 yilinda maya 6zlerinin sekeri alkol ile fermente edebildigini
kesfedince fermantasyonu gergeklestiren enzimlerin canli bir hiicre yapisindan

cikarildiginda da calisabildigini ispat etmistir (Akdag, 2021).

Enzimler, substratina baglanip, sonrasinda enzim-substrat kompleksi olusturup
reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiiriirler. Tepkimede enzimin olmasi tepkimenin
denge sabitini etkilememektedir. Fakat aktivasyon enerjisinde, reaksiyon ayni sicaklikta
olmasina ragmen onemli sekilde diisiis gozlenir. Enzimler tepkimedeki 6zgiil olduklari
substrat ile etkilesim kurarak enzim-substrat kompleksini olustururlar. Substrat, enzime
aktif kisim olarak bilinen 6zgiil bolgeler vasitasiyla baglanmaktadir. Substrat molekiilii
kendisinden daha biiyiik olan enzimin aktif bolgesine tam olarak uygun yapidadir. Bu
sebeple enzim-substrat kompleksi anahtar-kilit modeli ile adlandirilmaktadir (Savir and
Tlutsy, 2007).
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Sekil. 1.1. Enzim-substrat kompleksi (Anonim, 2022)

1.1.1. Enzimlerin Yapisal Ozellikleri

Neredeyse tiim enzimler protein yapidadir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri,
dogal olan protein enzimlerinin konformasyonal degisimleri ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Alt birimlerine ayristirilirsa veya aminoasit komponentleri yikilirsa
enzimlerin yapilar1 bozulur ve katalitik aktiviteleri kaybederler. Enzimlerin yapisinda
bulunan proteinler primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilara sahip olup enzimin
katalitik aktivite gosterebilmesi ig¢in bu yapilarin olmasi sarttir. Birtakim enzimler ise
katalitik aktivite gosterebilmek adina kofaktor isminde kimyasal eklere ihtiyag duyarlar
(Nelson and Cox, 2004).

Enzimlerin simiflandirilmas:1 genel olarak kimyasal, yapisal ve etkilesimsel
ozellikleri g6z oOnilinde bulundurularak yapilmistir. Bu smiflandirma Uluslararasi
Biyokimya Birligi Isimlendirme Komitesi tarafindan, enzimleri siniflandirirken
katalizledikleri reaksiyonlara gore gruplandirilarak yapilmistir. Enzim Komisyonu (EC)
numaralari 4 hane ile temsil edilmektdir. Birinci seviyede, sistem ana enzimatik siniflari
(ECI1: oksidorediiktazlar, EC2: transferazlar, EC3: hidrolazlar, EC4: liyazlar, EC5:
izomerazlar ve ECG6: ligazlar) adlandirmistir. Bu durumda EC numarasinin ilk hanesi
sinifini, enzimin 6 ana gruptan hangisine ait oldugunu, ikinci hanesi alt {iglinciisii alt
smifini ve son hane ise enzimin substratini ifade eder (Feltcher and Braunstein, 2012).
Bir sonraki basamak, 6nceki basamaklar ile birlesip bir enzimin gérevini daha spesifik

tanimlamaktadir.



1.1.1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Biyokimyasal Fonksiyonlari
1-Oksidorediiktaz: Substratlar arasindaki indirgenme-ytikseltgenme

reaksiyonlarinin katalizinden sorumlu enzimlerdir.

2 -Transferaz: Hidrojen disindaki substratlar arasindaki grup transferlerini

katalizleyen enzimlerdir.

3- Hidrolaz: Su molekiiliiniin katilmasi ile eter, peptid, ester, glikozid, P-N,
Chalojentir, anhidrit baglarinin hidroliz reaksiyonlarmi katalizleyen

enzimlerdir.

4 -Liyaz: Substratlardan gruplart uzaklastirarak, ¢ift baglarin olusum

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

5-Izomeraz: Izomer bilesiklerinin birbirlerine doniisiim reaksiyonlarini

katalizlemektedirler.

6-Ligaz: Yiiksek enerjili fosfat molekiillerinden fosfat bagmin kopmasi ile
olusan enerjiyi kullanip iki molekiilin baglanma reaksiyonlarini

katalizlemektedirler.

1.1.1.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler
1.1.1.2.1. Ph Etkisi:

Baz1 enzimler aktif bolgelerinde iyonik grup ihtiva ederler. Ortamin pH’sindaki
degisimler aktif bolgelerin iyonik durumda degisiklige sebep olurlar. Bu durumsa enzim
aktivitesinde degisime, boylelikle tepkime hizi da farkli olur. Enzimin maximum
aktivitede bulundugu pH araligina optimum pH araligi denmektedir. Optimum pH
aralig1 disindaki degerlerde 3 boyutlu enzim yapisindaki meydana gelecek degisimler
sebebiyle aktivite diisiis gozlenmektedir. Bu sebeple her enzim belirli bir pH degeri

araliginda calismaktadir.

1.1.1.2.2. Sicakhik Etkisi
Biitiin kimyasal tepkimelerde sicaklik artis1 ile tepkime hizinin artisin1 da olumlu
katkida bulunmaktadir. Enzim katalizli reaksiyonlarin hizi, belli bir sicaklik degerine
kadar sicaklikla beraber artis gostermektedir. Bu noktaya kadar reaksiyona giren
molekiiller arasindaki ¢arpismanin  hizi  kinetik enerjisindeki artis sebebiyle
yiikselmektedir. Boylelikle gereken aktivasyon enerji degerini gecen molekiil sayisi da
5



artmaktadir. Bu nedenle enzimatik tepkimenin hiz1 belirli bir sicaklik degerine kadar

artig gosterip en sonunda bir optimum degere ulasir.

1.1.1.2.3. Substrat Derisimi

Enzim derisiminin sabitlendigi reaksiyon ortaminda, substrat derisiminin
artmasiyla daha ¢ok enzim-substrat kompleksi olusacagindan raksiyonun hizi da artar.
Tepkime hizindaki yiikselis belirli bir siirenin sonunda durur ve sonrasinda subsrat
derisiminde artis olsa dahi tepkime hizi sabit kalir. En sonunda ulasilan bu deger

maksimum hiz (Vm) olarak da isimlendirilmektedir.

1.1.1.2.4. Enzim Derisimi

Yeterli substrat derisiminin oldugu tepkime ortaminda, Michealis-Menten’in
kinetigine gore enzim yogunlugunun artmasi, tepkimenin hizin1 da artirir. Ancak yiiksek
enzim derigimlerine ¢ikildigi zaman goriilecek olan substrat derisiminin azlig1 sebebiyle

tepkimenin hizindaki artis bir siire sonra yavaslar ve sabit bir degere yaklasir.

1.1.1.2.5. Siire
Reaksiyonun siiresi enzim aktivitesini etkilemektedir. Tepkimenin ilerletildigi
ortamin kosullar1 zamanla enzimin yapisinda bozulma olusturmaya baglar ve bu

bozulmalar sonucunda enzimde aktivite kayb1 olusmaktadir.

1.1.1.2.6. Uriin Derisimi

Enzim katalizli biyolojik reaksiyonlar genelde birbirini ardi ardina takip eden
zincirleme reaksiyonlardir. Bir enzimin iriinii farkli diger enzimin substrati olur ve
zincirleme tepkimeler sonucunda son iiriin olusur. Reaksiyonda ki {iriin derigiminin
artmasiy ile liriin enzime baglanmaktadir. Bunun sonucunda enzim inhibe olur ya da
aktivitesi azalir. Boylece enzimatik reaksiyon ile olusan iiriinler enzimlerin aktivitelerini

kontrol altina almaktadir (Demirci, 2013).

1.1.2. Asetilkolin Esteraz Enzimi

Sistemik adi Asetilkolin Asetilhidrolaz (AChE; E.C.3.1.1.7) olup; hidrolaz
simifinda yer alan bir enzimdir. Norotransmiter bir molekiil olan asetilkolini hidrolize
eden bu enzim saglikli insan beyninde viicudun geriye kalan dokularindan daha yiiksek
miktarda bulunmaktadir. AChE aktivitesine sahip bir amiloid protein olusumu

Alzheimer gibi norodejeneratif hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu nedenle



AChE'in inhibisyonu bu hastaliklarin yaygin tedavi yontemleri arasindadir (Lolak vd.
2020).

1.1.2.1. AChE Yapisi

AChE beyinde, sinir uglarinda, eritrositlerde bulunmaktadir. AChE saniyede
yirmibes bin ACh molekiiliinii asetat ve kolin’e doniistiiriir. Olusan kolin ise yeni ACh
molekiil yapilarini olusturmak tizere yine sinir merkezlerine gonderilmektedir (Aras vd.

2021; Akincioglu and Giilgin, 2020)

Asetilkolinesteraz ilk kez 1938 yili igerisinde Elektrik Baligi’nin (Torpedo
Marmoreta) elektrik kisimli organinindan ekstraksiyon islemiyle saflastirilmistir

(Giiven, 2000).

Ilk kez Oakeshott vdadaslar1 tarafindan enzimin ii¢ boyutlu yapisi incelenip
aydinlatilmigtir. Buna gore enzimin yapisi a-heliks ve B tabakalarindan olusmaktadir. 14
aromatik rezidii aktif merkezin etrafinda siralanmistir. Aktif merkezin i¢inde ki histidin,
glutamat ve serin amino asitleri katalitik Gglii yapiyr olusturmustur. Molekiil dis
yiizeyinde aktif merkezi g¢evrelemis halde bulunan substrat ile uyumlu baglanma

bolgeleri bulunmaktadir (Oakeshott vd., 1999).

Sekil 1.2. Astilkolinesteraz enzimin ti¢ boyutlu yapis1 (Anonim, 2022)

1.1.2.2. AChE’nin ACh Hidrolizindeki Gorevi

AChE, norotransmitter maddelerden biri olan asetilkolinin asetat ve koline
hidrolizinden sorumludur. Asetilkolinin hidroliz olmasi sonucund kas veya sinirlerin
paralizi ve lokal olan reseptorlerin siirekli bir sekilde uyarimi engellenmektedir. AChE
asetilkolinle baglandigi zaman esteratik alt merkez adi verilen aktif merkezin 2.
bolgesinde hidrolitik reaksiyonlar1 olusturmaktadir. Boylelikle asetilkolinde ki ester

baglariin kirilmasi ile kolin ve asetat meydana gelir. Bir sonraki adimda presinaptik



membrandaki giiclii affinite 6zelliginde ki kolin toplama sistemi araciligi ile kolin hizli
bir sekilde yakalanir. Asetat, esteratik alt merkezdeki serin rezidiileriyle kovalent bag ile
baglanip AChE’nin gegici asetillenen formunu olusurturmaktadir. Boylelikle gegici olan
bu bilesik ile bir molekiil suyun reaksiyona girmesi ile asetat grubu serbest kalmaktadir
(Arabaci, 2015).

AChE aktivitesi engellenirse parasempatik, sempatik sinir sistemi igeren
periferik sinir sistemi, motor sinirler ve merkezi sinir sisteminin ¢alismasinda bozukluk
olusmaktadir (Lotti, 1995).

Beyin hiicrelerinin zaman igerisinde Oliime bagli hafiza kaybi, bunama ve
bilissel fonksiyonlarin azalimi ile Alzheimer hastaligi meydana gelmektedir. Bu
hastalikta ise en ¢ok azalim gosteren norotransmitter madde ACh molekiiliidiir. ACh;
Kolin asetiltransferaz enzimince katalizlenen reaksiyonda noronlarda asetilkoenzim As
(CoA)’dan gelmis olan kolin ve asetilin birlestirilmesiyle olugsmaktadir. Asetil CoA
glikoliz reaksiyonunda olusan piruvatin 5 farkli metabolik yolaklardan bir tanesinde
olusmus metabolittir. Kolin ise yediklerimiz ve hiicre zarindaki fosfolipidlerden,
AChE’nin ACh’yi hidroliz edilmesi ile tekrardan olusan kolinden de elde edilmektedir.
Bu kolinin énemli kaynagini hidroliz sonucu olusan ve yeniden asetilkolin iretiminde
kullanilan bir kolin olusturmaktadir. ACh’in sinapstaki varligi, miktari, eksiklik ya da
coklugu ChAT ve AChE enzimlerine bagl olmaktadir. Uretilen ACh presinaptik
noronlardaki vezikiillerde depolanarak; norona sinir uyarist geldigi zaman sinaptik
bosluga dokiilmektedir. Sinaptik araliga salinmis olan ACh molekiillerinin ¢ogu
postsinaptik olan reseptorlere baglanmaktadir. Reseptorlere baglanmamis olanlar ise
AChE tarafindan yikilarak postsinaptik norona baglanmis ACh molekiilleri, sinir
uyarisinin diger norona iletilmesinden sonra reseptorden ayrilmaktadir. Daha sonrasinda
AChE ile yikilan ve kolin tekrardan kullanilmak igin presinaptik norona

gonderilmektedir. Bunun genel mekanizmasi ise asagida gosterilmistir (Goger, 2014).
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Sekil 1.3. Asetilkolin’in kolin ve asetik asite pargalanmasi (Koganci ve Aslim, 2016)

Ozellikle beyin korteksinde kolinerjik aktivite sistemlerinin bozulmasi bunun
sonucunda zeka, hafiza, bellek problemleri ile iliskiye ve AChE nin Alzheimer
hastaliginin diger belirtileri ile baglantili oldugunu gosteren bulgular1 géz Oniine
alindiginda AChE inhibitorleri ve antikolinesterazlar, Alzheimer hastaligin tedavisinde

giiniimiizde etkisi en yiiksek ilag grubu olarak kullanilmaktadirlar.

1.1.3. Biitirilkolin Esteraz Enzimi

Biitirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) enzimi pankreas, kalp, serum, karaciger,
beynin beyaz maddesinde ve ince bagirsaklarda bulunur. Bu enzim karacigerde
sentezlenerek kana karisir. Aktivite gosterdigi en iyi pH aralig1 7,4 araligindadir (Allam
vd., 2007). Biitirilkolinesteraz enzimi hem biitirilkolin ve asetilkolini hidroliz
etmektedir. BChE enzimi ayni1 zamanda kolin yapisinda olmayan ester molekiillerini de

hidroliz etmektedir (Layer vd., 2005).
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Sekil 1.4. Biitirilkolinin kolin ve biitirata doniisiim mekanizmasi (Anonim, 2022)

1.1.3.1. Biitirilkolin Esteraz Enziminin Yapi ve Gorevleri

BChE enzimi 342 kDa agirligi kadar tetramerik yapiya sahip glikoproteindir
(Barta vd., 2001). BChE biitirilkolinin, propiyoniltiyokolin, propiyonilkolin,
biitiriltiyokolin ve farmakolojik a¢idan onemli bir yeri olan 12 siiksinilkolin gibi kolin
esterlerinin de hidroliz reaksiyonlarini gergeklestirdigi tespit edilmistir (Kutty and
Payne, 1994).



Sekil 1.5. Biitirilkolinesteraz enziminin ti¢ boyutlu yapist (Anonim, 2022)

BChE, AChE’nin tersine, in vivo(canl ortam) sartlar altinda bir AChE gibi etki
eder. Cesitli kolinler, asil thiokolinler asil kolinler, siiksinil kolinler, asetanilidleri ve
organofosfatazlari pargalayabilen karigik yapili enzimdir. Bu enzimler, hem noronlar
aras1 haberlesmede ve hiicresel farklilasmada fizikokimyasal olarak farkliliklar
gostermektedirler. Boylelikle ¢ok sayida organik toksik maddeleri algilayabilen,
detoksifiye edebilen biyosensorler ve biyolojik temizleyiciler olarak hedef
gostermektedir. Ek olarak; Down sendromu, goz tansiyonu, Parkinson, travmatik beyin
kanamasi, ve hafiza kaybi1 gibi 6nemli merkezi sinir sistemi bozukluklar1 gibi bir¢ok

hastaligin iyilestirilmesinde de kullanilmistir (Sorin vd., 2017; Taslimi vd., 2017)

1.1.4. Glutatyon S-transferaz Enzimi

GST (E.C.2.5.1.18), canli organizmada kendisi i¢in zararli olan toksik etmenleri
temizleyip metabolizmada, suda ¢6ziinen merkapturik asit olusumundaki birinci
basamagi katalizleyerek i¢ dengeyi gerceklestiren énemli bir enzim grubudur. GST
katalizorliigiindeki birinci basamakta, Glutatyon ile i¢ ve dis kisimda ki hidrofobik
elektrofillerin bag yapmasi ger¢eklesmektedir. GST enziminin iglevselligi igin ortamda
mutlaka GSH bulunmalidir. GST, GSH baglh oldugundan, GSH’a ko-substrat ad1 verilir
ve glutatyon molekiilii hiicreleri agir metallerden, serbest radikallerden, peroksit ve
pestisitlerden de korur. Glutatyon harici diger enzimlerin substratlart genis bir skalada

oldugu i¢in GST kismi substrat 6zgiilii olan bir enzimdir.

GST enzimi canlilarda birgok doku ve organda bulunmaktadir. Bitki kisimlari,

balik, boceklerde, memelilerde, mikroorganizmalarda ¢ok fazla bulunmaktadir. Bu

10



enzime karaciger, akciger, ince bagirsak, bobrek, kalin bagirsak ve meme gibi yerlerde

¢ok sik rastlanir.

1.1.4.1. GST Enzimi’nin Yapis1

GST enzimleri her bir alt birim i¢in yikic1 bdlgeye sahip globular dimerik
protein yapisindadir. Molekiil agirligi 23000- 29000 dalton agirliginda olmakla beraber
her bir alt birim 200-240 aminoasitten meydana gelir (Whalen and Boyer, 1998).
»’Glutatyon; glisin, glutamik asit ve sistein aminoasitlerinden meydana gelmis bir
tripeptit yapisidir. Glutatyonda bir amino grubu, bir tiyol grubu, iki peptid bag: ve iki
karboksil grubu bulunmaktadir. Glutatyon, rediikte olan glutatyon (GSH) ve okside olan
glutatyon (GSSG) olmak iizere 2 degisik tipte bulunmaktadir. Molekiil kiitlesinin kiigiik
olmasi, hidrofilik gruplarin fazla olmasi glutatyonun su ile ¢oziiniirligiiniin
yiikselmesini saglamaktadir. Glutatyonun bu 6zelligi sayesinde molekiiliin kararliligini

stirdiiriilerek savunmada avantaj olusturmaktadir’” (Kidd, 1999).
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Sekil 1.6.Glutatyonun olusum mekanizmasi ( Anonim, 2022)

1.1.4.2. GST Enzimi'nin Gérevleri

GST enzimi, glutatyon tripeptidinin elektrofilik substratlarin {izerine niikleofilik
atak reaksiyonlarmi kataliz etmektedir. Detoksifikasyonda ise su ile ¢oziinebilen
merkapturik asitin olusum reaksiyonlarinin 1. basamagini katalizleyerek homeostasisi
yani i¢ dengeyi saglar. GST enzimi ile katalizlenmis reaksiyonlarin ilk basamagina,
GSH(Glutatyon) ile i¢ ya da dis kaynakli hidrofobik elektrofiller baglanmaktadir. GST
enziminin calismasi i¢in GSH’in mutlaka tepkimede olmasi gerekir. GST enzimi,
GSH’a bagimli ¢alismasi nedeniyle, GSH’a ko-substrat denir (Sheehan vd., 2001).

GST enzimi, besin yoluyla alinmis zehirli etkenleri, metabolik yolaklar

esnasinda besinsel degeri kaybolmadan emilimini saglarken; safra tuzlari, yag asitleri
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ve bilirubin vb. nonsubstrat ligandlart GSH ile baglaylp bu maddelerin transfer

islemlerini de yaparlar (Sayin, 2022).

GST enzimleri antineoplastik ilaglar (sisplatin, klorambusil, fosfomisin,
melphalan, mitoksantren ve siklofosfamid), ilaglar (alkiller, laktonlar, kinonlar,
arilhalidler, epoksitler, peptisid, herbisid, esterler vb), kimyasal kanserojenler
(dopominokren, adeninpropenal, etakrinik asit, aminokrom, hidrokarbonlar vb) ve
cevresel kirlilikler (etilenoksit, biitodien, akrolein vb) gibi maddelerin atiliminda gorev

almaktadirlar (Gyamfi vd., 2004).

GST enziminin etki diizeyi organlarin toksikayonlara karsi korunmasinda 6nem
teskil etmektedir. Birgok GST stiimiilani oltipraz, N-heterosiklik bilesikler, fenoller gibi
dithiothiones bilesikler antineoplastik ilaglarda kullanilmaktadir. Bunlarin sebep verdigi
olumsuz etkiler hiicreleri oksidatif strese siiriiklemektdir. GST enzimi ise bu hiicreleri

orada olusan istenmeyen etkilerden koruyor olabilmektedir (Tiirkan, 2015) .

1.2.Kanser

Kanser genel olarak biiyiime sekilleri bozulmus hiicrelerin kendi genetik
materyalinin bibebir aynisini tasiyan baska hiicre gruplarini da iiretmesiyle yayilim
gostermesidir. Somatik, genetik bozukluklarin en ¢ok ve en karmasik olanidir (Futreal
vd., 2001).

Avrupa topluluklarinda her 3 kisiden birinde kanser meydana gelmekte ve
bunlardan beste birinin hayati son bulmaktadir. Biitiin kanserler DNA dizimindeki bazi
anormalliklerle var olmaktadir. Kanser tiirlerinin %10- 15’1ik kisminin, genetik gecisli
oldug, geriye kalan kismimin ise canli hayati boyunca hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenik
etmenlere maruzu, replikasyonda hatalar olusmast ve hiicre DNA’sindaki hafif
progressif degisiklikler ile meydana geldigi diisiiniilmektedir. Baz1 zamanlar olugmus
olan bu mutasyonlardan bazilari bulunduklari hiicrenin biiyiimesini ve bu hiicreden
meydana gelen yeni bir kanser kolonisinin olugsmasini saglamaktadir (Yokus ve Cakir,
2012).

Kanserli hiicrelerin gozlemlenebilmesi ve karakterize edilmesi histoloji bilimi
sayesinde olagan hale gelmistir. Kanserli hiicrelerin bulundugu dokularda diger

hiicrelerle haberlesmelerinde, morfolojilerindeki ve hiicre dis1 matrikse baglanma
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sekillerindeki farklilik kanserin metastaz ve invazyon yapabilme yetenegini isaret
etmektedir. Kanser hiicrelerinin bulundugu bolgeden ayrilip gevresindeki dokuyu ele
gecirmesi veya lenf ve kan damarlar1 vasitasiyla uzak doku ve organlara go¢ ederek
yerlestikleri yerlerde kontrolsiiz boliinmelerine devam etmeleri durumuna invazyon ve

metastaz denmektedir (Pavese vd., 2010).

Hiicre 6liimii yani apoptoz; organ ve doku olusumunun normal diizende seyri ve
dokunun biitiinliglinii saglayarak korunmasi adina programlanmis bir mekanizmadir.
Hiicre i¢i hem de hiicre dis1 etkilerin neticelerinden biri olabilen apoptoz DNA hasari
gibi durumlarda bozulmaya ugramis genetik bilginin gelecek nesillere gegmemesi igin

onemlidir (Hanahan and Weinberg, 2011).

Kanserli hiicrelerin hayatta kalmasi igin apoptozun olusmasini saglayacak
engelden kendini korumasi gerekmektedir. Bu hiicreler apoptozdan kagabilmek icin
birgok mekanizmaya sahiptir. Kanserli hiicrelerin kullandigi mekanizmalar goz 6niine
alindiginda, birden fazla yolagin hedeflenip kanser hiicrelerinin hiicre 6liimiine karsi
direncini  degistirebilecek gligteki ajanlarin  dretilmesinin, gelistirilmesinin  ve
kullanilmasimin kanser tedavileri i¢in ilerleyen zamanlarda Oneminin artacagi

diistiniilmektedir (Arslan vd., 2011).

Ulkemizde Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2014 senesinde 6liim nedeni
istatistiklerine gore; %40,4 ile ilk sirada dolasim sistemi hastaliklar1 yer almigken, ikinci
sirada %20,7 ile kanser yer almaktadir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore 2016 yilinda
%19,71’lik oliim oraniyla kanser cok fazla gerceklesmistir. Yine saglik bakanligi
verilerine gore iilkemizde, 2016 yilinda %57,7°1ik oran ile erkeklerde en ¢ok akciger,
trakea ve brons kanserleri goriiliir iken; kadinlarda %45,6’lik oran ile en ¢ok meme

kanseri goriilmistiir (Hofman vd., 2007).

Ulkemizde niifus artis1 devam etmektedir. Bunun neticesinde yillik yeni tanilar
kanserli vaka sayist da hizla artmaktadir. Tirkiye’de 2020 senesinde niifus 84.339.067
iken, yildaki yeni kanserli hasta sayist 233.834 olmus ve buna bagli kanseren dolayi
hayatin1 kaybedenler 126.335 olarak bildirilmigtir. 2018’de ise Tiirkiye niifusu
81.916.866 iken, yeni kanser vakasi sayist 210.537 ve kanser nedeniyle gergeklesen

Oliim sayis1 116.710 olarak artarak devam ettigi bildirilmistir.
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2020'de her iki cinsiyet, her yastan yeni vaka sayisi

Akciger
41264 (17.6%)

Meme
24175 (10.3%)
Diger kanserler |
114078 (48.8%) ~= Kplorektal
21191 (9.1%)
Prostat
19 444 (8.3%)
Tiroid
13682 (5.9%)

Toplam: 233 834

Sekil 1.7.2020 yilinda her iki cinsiyet, her yastan yeni vaka sayis1 (Ozdogan, 2022)

2020'de yeni vaka sayisi, ERKEKLER, her yastan

Akciger
34207 (25.8%)
Diger kanserler

48 513 (36.5%)

Mide Prostat
8187 (6.2%) 19 444 (14.6%)

Mesane Kolorektum
10476 (7.9%) 11989 (9%)

Toplam: 132 816

Sekil 1.8.2020 yilinda erkeklerdeki kanser dagilim grafigi (Ozdogan, 2020)

2020'de yeni vaka sayst, KADINLAR, her yagtan

N Meme
D 24175(23.9%)
N
Diger kanserler )
43632 (43.2%) P
Tiroid
11034 (10.9%)
Kolorektal
9202 (9.1%)
Rahim Akciger
5918 (5.9%) 7057 (7%)

Toplam: 101 018

Sekil 1.9.2020 yilinda kadinlarda kanser dagilim grafigi (Ozdogan, 2020)

1.2.1. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde en ¢ok basvurulan tedavi yontemleri arasinda cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi gelmektedir. Bunlarla birlikte biyolojik yontemler ve hormon
terapisi gibi yaklasimlar bu yontemleri destekler bigimde tek basina ya da birlikte
kullanilabilmektedir. Kanser Kisiye ozgii bir hastalik oldugu igin tedavisinde her
yontemin kendine gore avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Tedavi kisiden kisiye
degiskenlik gosterebilir. Bu sebeple tek bir tedavi yonteminden bahsetmek miimkiin

olmamaktadir (Baykara, 2016).
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Mevcut kanita dayali tibbi tedavinin yaninda kullanilan Tamamlayici tedavi,
bilimsel tibba destek amaciyla yapilan tedavilerdir. Hayat kalitesini arttirmak, fiziksel
ve psikolojik destek saglamak, hasta sikayetlerini ve ilaglarin olasi yan etkilerini en az
diizeye indimek amaciyla uygulanirlar. Alternatif tedaviyse, tibbi uygulamalarin yerine
yapilmig ve etkisi bilimsellikle kanitlanmamig tedavilerdir. Kanser vakalarinda
tamamlayic1 ve alternatif tedavi yontemi kullanimi hosnutla giderek artmaktadir (Kav

vd., 2008).

Kanser hastalarinin genellikle fiziksel ve moral olarak iyi olmalar tedavilerinin
yan etkilerini hafifletmede TAT’leri yaygin olarak kullanmaktadir. Kanser hastalarinin

TAT kullanim nedenlerini agiklamak gerekirse;
* tedavi olmaya yonlendirme,
« tedaviye destekte bulunmast,
» kanserin yenilenmesini engelleme,
» geleneksel(konvansiyonel) tedaviler yerine kullanim
* en son ¢are olarak kullanim
» Etkili oldugu inanci
» Kontrol algis1 ihtiyaci yer almaktadir (Tatsumura vd., 2003).

1.2.2. Kanser Kemoterapisi

Kemoterapi, viicudunuzdaki hizli biiyiiyen hiicreleri 6ldiirmek; onlar1 kontol
altina almak i¢in gii¢lii kimyasallar kullanan bir ilag tedavisidir. Kanser hiicreleri insan
viicudundaki ¢ogu hiicreden daha hizl biiylir ve ¢cok daha hizli ¢ogaldig1 icin genellikle

kanser tedavisinde kullanilir.

Birgok kemoterapi ilact vardir. Kemoterapi ilaglari, ¢ok cesitli kanserlerin
tedavisinde, tek basina veya kombine olarak kullanilmaktadir. Kanserde kemoterapinin
kullanimindaki temel hedef kemoterapotik ajanlarla tiimor hiicrelerinin biiyltimesini
engellemek ve viicudun diger bolgelerinde gelisimini tiimiiyle ortadan kaldirmaktir

(Anonim, 2023).
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Kemoterapi pekgok kanser tiiriiniin tedavisinde etkili olmasinin yani sira, tedavi
istenmeyen yan etki gibi riskleri tagir. Kemoterapinin belli yan etkileri hafif ve tedavi
edilebilirken bazi etkileri 6nemli problemlere yol agabilir. Bu yan etkilerden bazilari;
bulanti-kusma, agri, yorgunluk, ruhsal degisimler, cilt ve tirnak dokusunda
degisiklikler, istahsizlik, nefes darhigi, agizda aft, ellerde uyusukluk vb. yan etkilere
neden olmaktadir (Eyigor vd., 2010; Yesilbalkan vd., 2005; Kurt ve Unsar, 2011).

Kanserde kemoterapinin kullanimindaki temel hedef kemoterapotik ajanlarla
timor hiicrelerinin bityliimesini engellemek ve viicudun diger bolgelerinde gelisimini
tiimiiyle ortadan kaldirmaktir.

1.3. Doxorubisin

Doksorubisin (14-hidroksidaunorubisin) Adriamisin olarak da bilinen 1969’dan

bu yana kanser tedavisinde yaygin kullanilan antineoplastik ilaglardan biridir.

Doksorubisin; seker kisimlaria sahip segici olmayan, sinif 1 antrasiklin grubu

giiclii bir kemoterapotiktir.

Sekil 1.10. Doksorubisin ilacinin etken maddesinin kimyasal yap1 resmi (Anonim,
2023)

1.3.1. Doksorubisin'in Tarihi

1950'lerde  bir Italyan arastirma sirketi olan Farmitalia Arastirma
Laboratuvarlari, toprak bazli mikroplardan antikanser bilesenleri bulmak amaciyla

organize bir caligma baglatmistir. Bir toprak numunesi bolgeyi ¢evreleyen alandan izole
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edilmistir. Castel del Monte 13. yiizyildan kalma bir kale ve bu civardan izole
edilmistir. Yeni bir tiir Streptomyces peucetius kirmizi bir pigment {ireten bu bakteriden
elde edilen antibiyotik farelerde tiimorlere karsi etkili olmustur. Bir grup Fransiz
arastirmaci ise bu bilesigi ayn1 zamanlarda bulmalar1 nedeniyle iki ekip ortak karar ile

bilesige daunorubisin adin1 vermistir (Weiss, 1992).

1.3.2.Etki Mekanizmasi

Hiicrenin S fazina etki ederek DNA ¢ift zincirinde interkalasyon yaparak
DNA’nin transkripsiyonunu ve replikasyonunu bozup; topoizomeraz Il enzimine
inhibisyon yaparak hiicre boliinmesini engelleyip serbest radikal olusumuna neden

olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre membraninin gec¢irgenligi de artmis olmaktadir

(Momparler vd., 1976).

1.3.3. Klinik Kullanim
Doksorubisin Hodgkin lenfoma, bazi l6semileri, multipl miyelom, yumusak
doku sarkomasi, mide, mesane, gogiis, akciger, tiroit, over ve diger kanserleri tedavi

etmek i¢in kullanilir (Songbo, 2019).

1.3.4. Yan Etkileri

Kusma, mide bulantisi, kalp diizensizlikleri, nefes darligi, kas agrilari, akyuvar
sayisinda azalma, bazi hastalarda el ayak sendromu goriiliir. Doksorubisine bagli
kardiyotoksisitenin gelismesinde; lipid peroksidasyonunda artisin, serbest radikal
olusumunun ve antioksidan enzimlerin kaybinin rol oynayabilecegi desteklenmektedir.
Doksorubisin serbest radikal olusumuna sebep olmasinin yani sira glutatyon peroksidaz,
katalaz ve sliperoksit dismutaz gibi 6nemli antioksidan enzimleri azaltarak kardiyolojik

bozukluklara neden oldugu bildirilmistir (Singal vd.,1997).

1.4. Serbest Radikaller
Bir ya da birden fazla ¢iftlenmemis elektron igeren ve tek basina dolasan atom
veya molekiillerdir. Bu tip molekiiller ortaklasmamis elektronlari nedeniyle oldukga

tiriin {ireterek reaktif hale gelmektedirler (Akkus, 1996).

Serbest radikaller hiicreler i¢in hem metabolizmanin yan {irlinii olarak, hem de
toksik maddeler nedeniyle meydana gelebilmektedir (Cross vd., 1987). Radyasyon,

giinesten gelen ultraviyole 1sinlar, viriisler, hava kirliligi yaratan fosil yakitlarin yanma
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sonucunda ki tirlinleri, stres, sigara, yag metabolizmasi sonunda agiga ¢ikan maddeler
gibi toksik maddeleri, hasere ilaglari, enfeksiyon, bazi kimyasallar ve bazi baska
etkenler serbest radikal yaratan etmenlerdir. Bulundugumuz diinyada ¢esitli fiziksel ve
kimyasal olaylar siirekli olarak bir radikal yapimini destekleyip hiicrede ¢ok fazla
miktar ve gesitte serbest radikallerin tiretimi devam etmektedir (Hurst vd., 1997; Jornot
vd., 1998; Mills vd., 1998).

Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikallerin olusumu
w
..‘ Radyasyon
® -
'@ D /@

Metabolizma

. 9 9 . >
) Q
4 s
2
Mitokondri DNA hasart

@ @OV N o
‘ Enflamasyon ” )

'@ o Hava kirliligi r @
g o e

Sekil 1.11. Serbest radikal kaynaklari (Anonim, 2023)

Serbest radikaller diisiik miktarda oldugunda yararli Ozellikleri de soz
konusudur. Diisitk miktardaki serbest radikaller ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,
viicutta ki enfeksiyonlara kargi savunma ve kanser hiicrelerinin yok edilmesi gibi
savunma gérevleri vardir. Intraselliiler depo icindeki tirozin amino asidinin fosfatlanma
aktivasyonu, kalsiyum salinimi ve biiyiime faktorii aktivasyonu gibi hiicresel sinyallerin

aktivitesinde gorev almaktadir.

Oksidasyonun olusmasi canli metabolizmasinda olduk¢a normaldir. N.S.A’da
insan viicudunda oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki denge durumundadir. Bu
durum oksidan molekiillerin fazlaca olusmasi veya antioksidan molekiillerin diizeyinin
azalmasi1 sonucunda antioksidan molekiiller alehine kaymaktadir. Oksidan diizeylerinin
artmasi canli i¢in hayati 6nem arz etmektedir. Ciinkii oksidanlarin artmasi ile solunum,
bosaltim sistemi hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar,
diyabet, kanser, yaslanma, infertilite ve spermde fonksiyon bozuklugu gibi pekgok

hastaliga neden olabilir. Oksidan maddelerin miktariyla direk iligkili olan bu
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rahatsizliklarin engellenmesi adina oksidan molekiillerin antioksidanlar ile dengede

olmasi saglanmalidir (Karabulut vd., 2016).

1.5. Antioksidan
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu onlemek, ROS’un mevcuda
getirdigi hasarlar1 engellemek ve hiicrede temizlenmeyi saglayarak savunma gorevini

yapan sistemlere antioksidan adi verilmektedir (Sener vd., 2009).

Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize ederek etkisiz hale getirip oksidatif
stresi azaltict molekdillerdir. Bedendeki oksidatif stres, ¢evre kirliligi, sigara ve alkol
kullanimi, radyasyon, siklikla gegirilen enfeksiyonlar, agir metallere maruziyet, viicutta
eksik olan antioksidan durumlarina bagli olarak artabilir. Uzunca bir donem oksidatif
strese maruz kalma, genetik materyal olan DNA’da hasarlara neden olarak kansere
zemin hazirlayabilmektedir. Bununla beraber serbest radikallerin insan bedeninde belli
olumlu 6zellikleri de bulunmaktadir. Ornek olarak bagisiklik sistemimiz, bedenimize
giren enfeksiyonlar ile savunmada serbest radikalleri kullanmaktadir. Saglikli bir
bedenin tam anlamiyla korunabilmesi adina serbest radikaller ve antioksidanlar insan
viicudunda mutlaka belli bir denge i¢inde bulunmalidir. Antioksidanlar dengesiz ve
yetersiz beslenme nedeniyle, besinlerle beraber yeteri kadar viicuda alinamadiginda bu
denge kaybolur ve beden hastaliklara agik hale gelir. Bu sebeple diizenli ve yeterli

diizeyde antioksidan alimina dikkat etmek olduk¢a 6nemli konumdadir ( Anonim,
2023).

Ser&iﬂadikal 6 Antiogdan
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Sekil 1.12. Serbest radikal ve antioksidan etkilesimi Anonim, 2023)

19



1.5.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, ekzojen (disaridan besinlerle alinan) veya endojen
(organizma tarafindan sentezlenen) molekiillerdir. ’’Ancak oOrganizmanin yasi
ilerledik¢e dogal antioksidan iiretiminde azalma meydana gelir. Burada meydana gelen
eksikligin giderilmesi adina uzmanlar bitkisel antioksidanlarin iyi bir alternatif
oldugunu 6nermektedir (Taner, 2005). En énemli kaynak meyve, sebzeler olan bitkisel
antioksidanlar anormal hiicre ¢ogalimini engelleyen ve oksidasyon nedeniyle zarar

gormiis olan hiicreleri korumakla gorevlidirler (Brown and Glasner, 1991).

Dogal antioksidanlar igerisinde; enzimler (glutatyon rediiktaz, siliperoksit
dismutaz-SOD, sitokrom C-oksidaz, katalaz-KAT, glutatyon peroksidazGPx,
hidroksiperoksidaz), mikromolekiiller (B-karoten, E vitamini, A vitamini, glutatyon
(GSH), C vitamini, tokoferoller, thiol igerenler, N-asetil sistein, ubiguinon, metionin,
kaptopril, melatonin) ve makromolekiiller (ferritin, seruloplazmin, transferrin,
myoglobin, haptoglobilin) sayilabilir. Eksojen olarak kullanilan antioksidan ajanlardan
birisi de Kafeik ASIT Fenetil Ester (CAPE)’dir (Hilmi, 1994).

1.6. Kafeik Asit
KAPE, arilarin bitkilerden alarak topladigi o6zlerin iginde bulunan giizel ve

keskin kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir.

Yapilan arastirmalar KAPE’nin insan nétrofillerinde ve ksantin/ksantin oksidaz
sisteminde 10 umol konsantrasyonda reaktif oksijen radikali iiretimini tam bir sekilde

bloke edip antioksidan etkisi meydana getirdigi tespit edilmistir (Hepsen vd., 1996).

O
HO

HO

Sekil 1.13. Kafeik asitin kimyasal formiilii (Anonim, 2023)
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Insan HeLa, HL-60 BEAS-2B, MCF-7 ve rat ME ii¢ yiiz sekiz hiicre hatt:
tizerinde bazi hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kimyasal karsinojenler kullanilmistir. Bu
deneylerde kafeik asitin oksidatif stresi diisiirerek kanseri onleyici bir molekiil oldugu

ortaya konmustur (Bhimani vd., 1993).

Fenolik bir molekiil olan CAPE, propolisin aktif parcalarindan biri olmanin
yaninda antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, hasar Onleyici reperfiizyon immun

sistemi uyarici ve antikanser 6zellikleri bulunan bir bilesendir (Borrelli vd., 2002).

CAPE, hiicre zarlarindan arasidonik asitinin salinimini engelleyerek, ayriyetten
siklooksijenaz- ve siklooksijenaz-1l  aktivitesini direkt olarak engellleyerek
prostoglandin sentezini baskilamakta bdylelikle antienflamatuvar etkide bulunmaktadir
(Michaluart vd., 1999).

Kafeik asit fenetil ester’in yaglarin peroksidasyonunu azaltici gorevi vardir.
CAPE gibi flavonoidlerin lipit peroksidasyonunun ilk asamasinda rol oynayan peroksit
radikalini  ortadan  kaldirdigt  tahmin  edilmektedir. ~ Flavonoidlerin  lipit
peroksidasyonunda gorevli diger radikalleri de bulunduklar1 ortamdan uzaklastirma

ozelligindedir (Kumaran vd., 2010).
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Glutatyon S- Transferaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calismalar

1-Tirkan ve Atalar (2018) yaptiklart ¢alismada, GST Enzim Aktivitesi
Uzerindeki Vankomisin Hidroklorid Hidratin ve Amoksilin’in Etkisi in vitro (cansiz
ortamda) olarak arastirmiglardir. GST enzimlerinin ¢evresel karsinojenler, kemoterapik
ilaglar, endojen molekiiller olmak fiizere ksenobiyotiklerin biiylik bir kismin
temizlediginden bahsetmislerdir. Saflagtirllan GST {izerine inhibitoér etki gosterecek
amoksisilin ve vankomisin hidrokloriir ig¢in ICsy konsantrasyonlart ve Ki sabit
degerlerini hesaplayarak inhibisyon tiirlerini belirlemislerdir. inhibisyon arastirmalari
sonucunda, amoksilin ve vankomisinin diisiik dozda kullanimlarinda GST enziminin de

inhibisyona sebep oldugunu saptamislardir.

2. Tekeli, (2012) yaptig1 calismada, karbon tetrakloriir ile meydana getirilen
hepatotoksisitede Glutatyon ve GST aktivitesi iizerine N-Asetil Sistein’in yaptig1 etkiyi
incelemistir. Calismada, ekzojen yollar ile insan viicuduna alinan zararli molekiillerin
organizmada metabolize edilememesiyle meydana gelen serbest radikaller pek ¢ok
metabolik ve fonksiyonel bozukluklar meydana getirdiginden ve olusmus reaktif oksijen
molekiilleri, hiicrelerin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi tim degerli
molekiillerin yapilarinda bozulmalara sebep oldugundan bahsetmislerdir. CCly4
zehirlenmesinin, insan ve hayvanlarda karaciger hasar1 meydana getirmek maksadiyla
deneysel c¢alismalarda fazlaca uygulandigi ve karaciger hasar gostergelerinde ALT ve
AST miktarlarinin CCl, ile belirgin miktarda artis gosterirken, NAS verilmis olan
grupta etkin bir sekilde azaldigini tespit etmislerdir. Calismada, Hepatik enzimlerdeki
bu artigin karaciger dokusunda bozukluk gelistiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.
Edinilen sonuglar oksidatif strese CCL4’tin neden oldugunu ve N-asetil sisteinin

antioksidan madde olarak oksidatif strese kars1 korudugunu géstermistir.

3. Giiven, (2020) yaptigi c¢alismada, eskina baligindan GST enziminin
karakterizasyonu ve metal inhibisyonunun incelenmesini arastirmistir. GST enzimi
eskina baliginin kas dokusundan kismi olarak saflastirilip karakterizasyonu yapilarak
inhibisyon kinetigini incelemistir. Saflastirma islemi siiresince homojenatin

hazirlanmasini takiben diyaliz islemi ve amonyun siilfat ¢oktiiriilmesi yapmistir. Kas
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dokusu GST enzimi i¢in en uygun Ph, iyonik siddet Olgiisii ve substrat miktarlarini
incelemistir. Degerlere bakildiginda, eskina baligi kas dokusu GST enzimi igin; en
uygun pH degeri 7.0, iyonik siddeti 20 mM Tris ve en uygun substrat miktar1 3.125 mM
olarak bulmustur. Ayrica gevrede var olan agir metallerden bakir, kadmiyum, giimiis ve
demirin eskina baligi kas dokusu i¢in GST enzim aktivitesi lizerine inhibitér etkisini
incelemistir. Enzim aktivitesi iizerinde bu agir metallerin tiimiiniin inhibitdr etki yaptigi
tespit etmistir. Sonrasinda ise ICsy degerleri hesaplamistir. Buna gore, GST enzimi i¢in,
bu agir metallerin ICsg degerleri kadminyum 0.0109 mM, demir i¢in 0.6039 mM, bakir
icin 0.7368 mM, giimiis i¢in ise 0.7243 mM olarak saptamistir.

4. Duran, (2019) yaptigi calismada, Siraz (Capoeta umbla)'n karaciger
dokusunda ki GST enziminin saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve bazi kimyasallarin
enzim aktivitesindeki etkilerini incelemistir. Glutatyon S-transferaz  enzimi
metabolizmadaki detoksifikayon isleminde ¢ok onemli bir yeri oldugu ve GST’deki
enzim aktivitesinin herhangi bir sebebe bagli azalmasi temizlenme (deteksifikasyon)
mekanizmasinda diisiise sebep oldugundan bahsetmistir. Calismada, GST enzimi
karaciger dokusundan baglanma kromatografisiyle 36,1 EU/mg protein aktivite, %73,6
verim ile 55,70 kat saflastirmistir. Bu enzimin molekiil agirligi ise yaklasik olarak 28,6
kDa bulmustur. GST enzimin stabil pH's1 6.5, optimum pH's1 7.5, en uygun iyonik
siddeti 100 mM K-fosfat ve optimum sicaklik degeri 35 °C olarak hesaplamistir. GSH
substratr icin Vmax degeri 0,166 EU/ml, Ky sabiti 0,168 mM olarak, CDNB substrat:
icin, Ky sabiti 1,179 mM ve Vmax sonucu 0,979 EU/ml olarak hesaplamistir.
Saflagtirilan GST enzimine Cu*?, Se*?, Ba*?, Pb** ve Ag" gibi metal iyonlariyla
cypermethrin, esfenvalerate, atrazine, deltamethrin ve diniconazole pestisitlerinin
inhibitor etkisini incelemis ve pestisitler ile metal iyonlarinin ICso, Ki sabitleri
hesaplamistir.

5. Yilmaz, (2019) yaptigi ¢alismada, bobrek dokusunda inci kefali baligimin
GST’nin saflastirilmas1 ve GST enziminin aktivitesi iizerine birtakim kimyasallarin
etkilerini arastrmistir. Calismada, Inci Kefali (Chalcalburnustarichi) icin bobrek
dokusundan GST enzimi saflastirmig, ayrica GST enzimi aktivitesi iizerinde fazla
zararli baz1 agir metallerin, metil civa ve pestisitlerin ne etki yaptigini incelenmistir.

Awasthi yontemine gore enzim aktvitesi 340 nm'lik degerde absorbans artisi esas
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alinarak spektrofotometrik diizeyde Slgmiistiir. GST enzimini %89 oraninda verimle
335 kat saflagtirmistir. Bu safligi kontrol edebilmek icin SDS-PAGE yapmustir.
Saflastirilmis olan bu enzimin subsrati i¢in Vmax ve Km degerini arastirmistir. GSH
subsrat1 degeri olarak; Vmax 0,161 EU/ml iken Km: 0,276 mM bulmustur. CDNB
substratr i¢cin Ky: 0,429 mM iken CDNB Vmax’1 ise 0,207 EU/ml olmustur. GST
aktivitesi iizerine etkisi olan Cu2*, Cr*, zn*% Fe®, Mg+2, Metil civa, atrazine,
diniconazole ve methomyl i¢in ICsy sonuglarina bakildiginda sirasi ile 2,4 uM-1,5 uM-
0,15 mM-10 uM-63 uM-34,5 uM, 9,8 uM-1,3 uM-2,67 uM degerleri bulmustur.

2.2. Asetilkolinesteraz Enzimi ile flgili Yapilan Calismalar

1. Yilmaz, (2020) yaptig1 calismada, Alzheimer’da adamTS4, adam9 protein
mekanizmas1 ve asetilkolinesteraz aktivitesiyle iliskisini incelemistir. Calismada, yiiz
yirmi hastay: ikili gruba ayirmis, birinci grup hasta (n=60), ikinci grup kontrol (n=60)
grubu diye belirlemistir. Calisma kapsaminda, Kontrol grubu tamamiyle kendi iglerinde
Alzheimer hastaligi bulunmayan ve dislama kriterine uyan hastalar arasindan segmistir.
Hasta grubuna bakildiginda kendi aralarinda yeni tan1 konulan (Alzheimer, n=30) ve
ilag alan (Donepezil, n=30) gruplara bolmiistiir. Deneklerden onay formu alarak
serumlarinda ADAMTS4, ADAM9 ve Asetilkolinesteraz enzim aktivite seviyelerine
uygun yapilmus Kitler yardimiyla ELISA yontemi uygulamustir. Istatistik olarak tiim
siniflarda dagilimm anormal oldugunu belirlemis ve Kruskal-Wallis varyans analizi ile
smiflar arasinda farkliliktaki anlamliligi incelemistir (p<0,05). Buna gore, yeni tani
konulmus olan Alzheimerli hastalarda ADAMTS4, ADAM9 ve Asetilkolin esteraz
diizeyleri kontrol ve Donepezil gruplarina gore anlamli olarak yiikselmis (p<0,05),
Donepezil grubu incelenildiginde ilag tedavisi ile birlikte ADAMTS4, ADAM9
diizeyleri ve asetilkolinesteraz aktivitelerinde yogun bir diisme oldugunu saptamustir.
ADAMTS4 ve ADAMY diizeylerinin, asetilkolinesteraz inhibisyonu ile korelasyon
yaptigin1 bulmus, inhibisyon diizeyi arttikca, ADAMTS4 ve ADAM9 diizeylerinin
diistiiglinii gozlemlemistir. Genel sonuca bakildiginda beyinde islevsel olan ADAMTS4
ve ADAM9 protein seviyelerinin, asetilkolinesteraz aktivitesine bagli farklilik
gosterdigini; asetilkolinesterazin inhibe edilmesinin Alzheimer hastalarindaki 6nem
diizeyi disiiniildiiglinde, ADAMTS4 ve ADAMY9 Olglimiiniin  hastaligin

aydinlatilabilinmesinde 6nem gosterdigini vurgulamistir.
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2. Alasehirli, (2005) vyaptign calismada, Kolinesteraz Inhibitdrlerini
(Antikolinesterazlar) arastirmistir. Calismada, Kolinesteraz inhibitorleri nérotransmitter
bir molekiil olan asetilkolin'in  yikimmi Katalizledigini ve insan viicudunda
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz diye 2 adet kolinesteraz enzimi bulunduguna
deginmistir. Calismada ayrica Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden molekiillere
kolinesteraz inhibitorleri diger bir deyisle antikolinesterazlar ve Alzheimer Hastaligi
tedavisi i¢in ilk olarak takrin sonrasindaysa donepezil, rivastigmin ve galantamin
ilaglar1 kullanima sunuldugu vurgulamigtir. Sonu¢ olarak, takrin ve rivastigmin
asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin her ikisinde de inhibisyona sebep oldugunu,

donepezil ve galantamin 6zgiil olarak asetilkolinesterazi inhibe ettigini saptamustir.

3. Kiglikkiling, (2014) yaptigi ¢alismada, organofosfat intoksikasyonlarinda
Asetilkolinesterazin biyotemizleyici ajan olarak kullanilma olasiligini arastirmistir.
Calismada Organofosfatlarin (OPlar) genel olarak pestisitler olarak kullanildigina
deginmistir. Bu pestisitlerin asetilkolinesteraz enzimini inhibe edip merkezi ve ¢evresel
sinir sistemini etkilediklerini vurgulamistir. Calisma sonucuna gore, Tyr337Ala/
Phe338Ala ¢ifte mutant1 6 kat hizli reaktivasyon giicliyle simdiye kadar Ki yapilan en
imit verici mutant oldugunu tespit etmistir. Bunun yanisira, rekombinant enzime
polietilen glikol eklenmesinden sonra enzimin plazma yari Omri artttigini
gozlemlerken; immiinojenitesinin ise azaldigina ve biitiin bu arastirmalar AChE’in
terapotik olarak bir biyotemizleyici potansiyelinin varligim1 yansittigi sonucuna

varmistir.

4. Durmaz, (2015) yaptig1 calismada, bazi kumarin tiirevlerinin antioksidan
kapasiteleri ve buna ek olarak insan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I ve Il) ile
asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki etkilerini incelemistir. Calismanin birinci
basamaginda Formononetin, Tangeretin, Pelargonidin chloride Genistein, Scopoletin ve
Delphinidin chloride gibi bazi kumarin tiirevlerinin insan eritrosit karbonik anhidraz
izoenzimi | ve Il (hCA 1 ve Il) ile asetilkolinesteraz enzimi (AChE) {izerine in vitro
(cansiz ortam) etkilerini arastirmistir. Bu amagla hCA 1 ve II izoenzimleri Sepharose-
4B-L-Tirozin afinite kolon kromatografisi ile insan eritrositlerinden saflagtirmistir.
Enzim safligin1 belirlemek amaciyla, SDS-PAGE yapilmis ve her bir izoenzim igin tek

bant gozlemistir. Ardindan kumarin tiirevlerinin hCA 1, II ve AChE {izerine inhibisyon
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etkileri belirlemis olup 1Csp ve Ki degerlerini hesaplamistir. Calismada ayrica, 1Cso ve
Ki degerleri hCA 1 izoenzimi igin sirayla 203,88-405,97 uM ve 102,10 -969,00 uM
araliginda oldugunu bulmustur. Ayn1 parametrelere bakilinca hCA |l izoenzimi igin
96,10-360,75 uM ve 36,20 -905,05 uM aralig1 iginde hesaplamistir. Bunun yanisira,
ICs0 ve Ki degerleri AChE enzimi i¢in sirastyla 890,74-1262,29 mM ve 14,60-47,23 uM
araliginda oldugu tespit etmistir. Her iki CA izoenzimi i¢i Asetazolamit, AChE igin ise
Tacrin standard olarak uygulamistir. Calismanin devaminda kumarin tiirevlerinin
antioksidan kapasiteleri belirlemistir. Bu amagla Fe*® -Fe*? indirgeme kapasitesi, kuprak
metoduyla kuprik iyonlart (Cu*?) indirgeme kapasitesi, FRAP metoduyla Fe®
indirgeme kapasitesi, DPPH" giderme, ABTS-+) giderme, DMPD-+ giderme, bipiridil
reaktifleri ile ferréz iyonlari (Fe+2) selatlama aktiviteleri ayr1 ayr1 calismistir.
Antioksidan ¢alismalar i¢in ise BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks, referans antioksidan

maddeler olarak kullanmaistir.

5. Suyundikov, (2020) yaptig1 ¢aligmada, eber sarisi bitkisinin o-amilaz, o-
glukozidaz, tirozinaz, asetilkolinesteraz enzimlerini inhibisyon yapici 6zellikleri ile
esansiyel yag asidi igeriginin belirlenmesini arastirmistir. Calismada a-amilaz,
Caraway-Somoygi iyodiir-potasyum iyodiir teknigi ile, a-glukozidaz Palanisamy
yontemiyle, asetilkolinesteraz enzimi Ellman yontemiyle tirozinaz enzimi ise L-DOPA
kullanilarak dopachrome teknigi uygulayarak enzimlerin inhibitér aktivitelerini
saptamigtir. Clevenger cihazi kullanilarak esansiyel yag asidi miktar1 ve bilesenlerinin
belirlenmesinde hidrodestilasyon islemini (HD) kullanmis olup GC-MS'de analizi
yapmistir. Buna ek olarak bitki yag asidi igerigi tespit ederek en yiiksek palmitik asit (%
51.8), miristik asit (% 17.5) ve hekzahidrofarnesil aseton (% 5.3) olarak belirlemistir.
Bu tiiriin asetilkolinesteraz ve tirozinaz enzimlerine karsi inhibitér aktivite
gostermedigini, aseton ve dietil eter ekstresinin a-amilazi inhibe ettigi O6zellikler
dietileter ekstresinin standart madde akarboz kadra inhibitor aktivitesi sergiledigini
tespit etmistir. Bitkide ayrica ekstresi yapilan aseton ve metanoliin a-glukozidaz enzimi

tizerinde inhibe etkisinin ytiksek derecede oldugunu bulmustur.
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2.3. Biitirilkolinesteraz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calismalar

1. Agirgol, (2008) yaptigi calismada, serum biitirilkolinesteraz aktivitesinin
operasyon oncesindeki korku ve Lipit seviyeleriyle iliskisini arastirmistir. Calismada
biitirilkolinesteraz enziminin karacigerde iretildigi ve kan damarlarina verildigine
deginmistir. Ayrica incebagirsak, yag dokusu, beynin ak maddesi ve akciger gibi g¢esitli
doku ve organlarda bulundugundan ve beyinde ve plazmada ¢oziinmiis olarak mevcut
oldugundan bahsetmistir. Calisma sonucunda, serum biitirilkolinesteraz aktivitesiyle
operasyon oncesi anksiyete diizeyi arasinda bir alaka olmadigimi saptamistir. Bununla
birlikte ameliyat grubunun serum biitirilkolinesteraz enziminin kontrol grubuna oranla
anlamli bir ylikseklik bulmustur. Bunlarin yanisira, serum biitirilkolinesteraz aktivitesi
ile total trigliserit, kolesterol ve LDL kolesterol arasinda da pozitif yonde bir iligki
oldugu bulmustur. Oneri olarak da biitirilkolinesteraz aktivitesindeki yiikselisin
ameliyat Oncesi korkuya bagli olup olmadigmin belirlenmesi i¢in daha kapsamli

caligmalara gerek oldugunu vurgulamistir.

2. Sentiirk ve Sentiirk (2018) yaptiklar1 ¢alismada, giil ekstresinin Kolinesteraz
inhibisyon potansiyelinin belirlenmesini incelemislerdir. Calismanin amaci, giil
suyunun AChE ve BChE enzimleri i¢in inhibisyon potansiyelini ortaya g¢ikarmak
olmustur. Calisma sonucuna gore, giil suyunun AChE ve BChE enzimlerini etkiledigi
bulmuslardir. Rivastigmin, Galantamin, takkim gibi arastiritlan bu bilesikler burada
diisiik mikromolar aralikta etkin AChE inhibit6r aktivitesi bu tiirevlerin cesaret verici
AChEI ajanlar olabileceklerini belirlemislerdir. Bu maddelerin Alzheimer hastaliginin
tedavisinde faydali olabilecek yeni BChE ve AChE inhibitorlerini bulmak igin

kullanilabilecegi vurgulamislardir.

3. Onal, (2021) yaptig1 calismada, Tiirkiye'de yayilis gosteren Cistus L.
tiirlerinin kolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibitor potansiyelini arastirmistir. Calisma
kapsaminda, Tiirkiye'de yayilis gosteren, 5 Cistus tiirliniin yapraklarindan %80 etanol
ekstrelerini  hazirlanmis  ve bu ekstrelerin  asetilkolinesteraz, tirozinaz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitelerine bakmistir. En aktif bulunan C.
creticus ekstresinden ¢esitli kromatografik yontemlerle izolasyon ve fraksiyonlama
caligmalar1 yapmustir. izole edilen bu bilesiklerin yapr tayinleri, spektroskopik

yontemler (1D NMR) kullanmistir. Calismada, enzim inhibisyon reaksiyonlarinda tim
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Cistus ekstreleri her li¢ enzim iizerine olduk¢a aktif bulmustur. C. creticus ekstresi
tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon deneyleri sonucunda
referans bilesiklere sirasi ile; (Kojik asit, 1C50=4.62+0.04 pg/mL) 44.6 kat (IC5,=206
pg/mL); (Galantamin, ICs5=0.23+0.01 pg/mL) 713 kat (IC50=164 png/mL);
(Galantamin, 1C5=2.29+0.07 ug/mL) 8.3 kat (IC50=19 ug/mL) yaklasarak en giiclii
etkiyi gostermistir. Farkli polaritede fraksiyonlama calismalart ile elde edilen CCE
(Cistus creticus etil asetat) ekstresi tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzim inhibisyon deneyleri sonucunda referans bilesiklere sirasiyla; 37 kat
(IC50=171£1.73 pug/mL), 521 kat (IC5=120£10.38 pg/mL) ve 37 kat (IC5=85+1.73
ug/mL) yaklasarak en giiglii etkiyi gostermistir. CCE ekstresiyle elde edilen Fr. 12
tirozinaz; Fr. 11 asetilkolinesteraz; Fr. 1, Fr. 2 ve Fr. 11 biitirilkolinesteraz iizerine en
yiksek enzim inhibisyonu yapmustir. Fakat bu fraksiyonlardan izolasyon
gergeklestirilememistir. En etkili Cistus ekstresindeki molekiillerin tespitine yonelik
calismada, C. creticus'tan Izokersitrin ve Tilirozit bilesikleri izole edilmistir. izokersitrin
referans bilesige 52.8 kat yaklasarak biitirilkolinesteraz enzimi {izerine inhibisyon
yapmistir (IC50=120.8345.37 ug/mL).

2.4. Doksorubisin ile ilgili Yapilan Cahsmalar

1- Ozbay ve Aver (2018) yaptiklar: calismada, Doksorubisin ile indiiklenmis
ovaryan toksisitede visnaginin koruyucu etkisini arastirmislardir. Tez ¢alismasinda esey
hiiclerine zararli etkisi bilinen doksorubisinin, ovaryumda follikiiler kaybi1 ve doku
hasarin1 azaltmak, ovaryum rezervini korumak amaciyla visnagin tedavisinin yararl
sonuglar gosterdigini laboratuvarda gormiislerdir. Calisma, doksorubisin kemoterapisi
sonucunda olusan ovaryum toksisitede visnaginin koruyucu oldugunu gosterdigini
bildirmislerdir. Fertiliteyi korumak amaciyla diger bir tedavi segenegi olacagi
ongoriilmiistiir. Kemoterapi sonrasi verilecek visnagin tedavisinin gelismekte olan
follikiillerini ve primordiyal follikiilleri korumakta etkili oldugunu saptamislardir.

2. Kaldir, (2002) yaptig1 ¢alismada, Doksorubisin’e bagli kardiyotoksisite ile
ilgili arastirma yapmustir. Arastirma neticesinde doksorubisin antitiimor etkinligi
acisindan vazgegilmez bir ilag oldugu sonucuna varmistir. Fakat yan etki olarak
gelistirdigi KKY ve DBKMP hala bir sorun teskil edildigi i¢cin Doksorubisin’e bagl

gelisen mortaliteyi Onlemede eksojen veya endojen antioksidanlarin etkinligi
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incelenmesi gereken yeni bir tedavi protokollerine ve bu konuda yeni calismalara
gereksinim duyulacagini vurgulamistir.

3. Sakalli, (2022) yaptig1 ¢alismada, Doksorubisin ile deneysel hepatotoksisite
olusturulmus sicanlarda Kurkumin'in koruyucu etkisinin 1s1k, elektron mikroskobik
diizeyini arastirmistir. Calismada 28 albino Wistar cinsi Sigcan 4 gruba ayrilarak deney
modiili olusturmustur. Bulgularin sonucunda Doksorubisin uygulanan grupta belirgin
bir kilo kayb1 ile birlikte SOD aktivitesinde diisme, ALT ve AST diizeylerinde artis,
MDA aktivitesinde artis gozlemlenirken doksorubisin ve kurkuminin birlikte
uygulandigr grupta ise tim bu degerlerin kontrol gruplarindaki degerlere yakin
oldugunu gormiistir. Ayrica doksorubisin grubunda Kaspaz-3 ve TNF-a
immiinohistokimyasal ifadelerinin oldukea arttigini; doksorubisin+kurkumin uygulanan
gruptaysa bu ifadelerin anlamli bir sekilde azaldigin1 gérmistiir. Doksorubisin
kullanim1 sonucunda siganlarda goriilen karaciger enzimlerinin seviyelerindeki
degisiklikler ve kilo kaybi ile birlikte hepatositlerde nekroptozis ve apoptozis
sekillendigini ve fibrozisin gelistigini saptamistir. Doksorubisin ile birlikte kurkumin
uygulanan grupta apoptozis ve nekroptozisin azalip; fibrozisin olmadigini saptamustir.
Bu sebeple Doksorubisin ile olusturulan hepatotoksisitede kurkumin kullaniminin
hepatositler lizerinde koruyucu ve tedavi edici etkilerinin varligina kanaat getirmistir.

4. Bayram, (2019) yaptigi calismada, deneysel meme tiimér modelinde
DOX’un degisik formlarinin topoizomeraz, vimentin ve antioksidan enzim
ekspresyonlari lizerine etkilerini incelemistir. Calisma kapsaminda tiimor dokulari, gen
ekspresyon c¢alismalart ve 1s1k mikroskobu c¢alismalart igin almistir. Vimentin,
Topoizomeraz 2A immiin reaktiviteleri belirlenerek plazma MDA diizeyleri DOX’un
lipoze ve pegile lipoze yapilarinin, tiimor hiicrelerinde ki antioksidan kapasite tizerine
etkisini saptamistir. DOX tiimor grubu ile kiyaslandiginda Siiperoksit dismutaz,
Glutatyon ve Katalaz ekspresyon diizeylerinde artis gormiistiir (p<0.01). Vimentin’in
ekspresyon seviyesi azalmis, Topoizomeraz 2A ekspresyon diizeyinin ise artarak
nekrotik hiicre harabiyetine neden olmustur (p<0.01). Bu gruplarda plazma MDA
seviyeleri hem Doksorubisin-Tiimor grubundan hem de meme tiimor grubundan daha

diisiik oldugunu saptamastir.
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2.5. Kafeik Asit ile ilgili Yapilan Cahismalar

1. Ozbalci, (2007) yaptign calismada, ratlarda etanol ile uyarilmis Gastritin
onleniminde Kafeik Asit Fenetil Esterin etkinligini arastirmistir. Calisma sonucuna
gore, etanolle uyarilan gastrit, mide mukozasinda makroskopik olarak hemoraji ve
erozyon, mikroskopik olarak ise mukozal inflamasyon, mukoza hiicrelerinde dokiilme,
vazodilatasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve odemle seyreden patolojik bir
durum oldugunu ve etanol gastritinde, sitokinler ile olusmus apoptozis yoluyla hiicre
kayb1 ve serbest radikal olustugunu bildirmistir. Etanoliin uyardig1 gastritin dnlenmesi
amactyla antioksidan 6zelligi bulunan bir¢ok farkli ajan kullanmis ve etkili bulmustur.
Siganlarda etanol ile uyarilan akut gastrit modelinde daha 6nce kafeik asitin etkinligi
daha once arastirllmamistir. Bu nedenle ¢alismada, etanolle uyarilan deneysel gastrit
modelinde CAPE’nin apoptozisi kontrol edici ve antioksidan o6zelliklerini aragtirmistir.
Calisma sonucunda deneylerde kullanilan CAPE 6n tedavisinin, absolii etanoliin
uyardigi mide mukoza lezyonlarin1 6nlemedigini ve bunun nedenlerinin apoptozisi

potansiyalize etmesi veya kullanilan dozun yetersiz geldigi kanisina varmistir.

2. Altundas, (2018) yaptig1 ¢alismada, ratlarda amfoterisin B nefrotoksisitesinde
oksidatif stresin roliiniin ve olas1 oksidadif stres tizerine Kafeik Asit Fenetil Ester'in
(CAPE) etkisini arastirmistir. Calismada antioksidan oldugu bilinen CAPE’nin
uygulanmas1 ile, AmfB’nin sebep oldugu oksidatif stres sonucunda olusan
nefrotoksisitenin ele alinip degelendirilmesindeki histopatolojik ve biyokimyasal
parametrelerde diizelmeler yaptigimi fakat mortalite iizerinde etkisinin bulunmadigini
tespit etmistir. Bununla birlikte gozlenilen bu yararli etkinin klinik ve genis katilimli

caligmalarda degerlendirilmesine ihtiyacin oldugu vurgulamistir.

3. Persil, (2017) yaptig1 c¢aligmada, Isoproterenol ile miyokart infarktiisii
olusturulan siganlarda CAPE’nin arginin metabolizmasina etkisini incelemistir. Albino
wistar cinsi erkek ratlar; kontrol grubu, kafeik asit fenetil ester, isoproterenol ve
isoproterenol+kafeik asit fenetil ester olmak iizere esit sayili gelisigiizel dort gruba
ayirmistir. % 0.5 dimetil siilfoksitin iginde CAPE (10 mikromol/kg/giin) ¢oziilerek,
CAPE ve isoproterenol+CAPE gruplarina 7 giin siiresince intraperitonal olarak
vermistir.  Miyokart infarktiisii =~ yapabilmek  amaciyla  isoproterenol  ve

isoproterenol+CAPE gruplarina 6. Ve 7. giinlerde isoproterenol (150 mg/kg/giin) 1.P
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olarak uygulamistir. Tiim ratlarin isoproterenol enjeksiyonunu takiben 24 saat sonra
intrakardiyak kan 6rnekleri alinip sakrifikasyonla kalpleri ¢ikarmistir. Troponin I, Nitrik
oksit, ornitin diizeyleri, serum arginaz aktivitesini 6l¢miistiir. Nitrik oksit/ornitin ve
Asimetrik dimetilarginin/nitrik oksit oranlarini hesaplamistir. Hastalik belirtisi olmayan
siganlara isoproterenol verilisi troponin |, serum arginaz aktivitesi, asimetrik
dimetilarginin, nitrik oksit diizeyleri ve nitrik oksit/ornitin oraninda anlamli bir artig
gdstermistir. Isoproterenol araciligiyla miyokart infarktiisii olusturulan siganlara CAPE
verilisi ise asimetrik dimetilarginin diizeyleri ve serum arginaz aktivitesinin artmasini
anlamli diizeyde onlemistir. Calisma CAPE’nin, isoproterenol ile uyarilmig miyokart
infarktiistinde, asimetrik dimetilarginin ve serum arginaz aktivite seviyesinin artmasini
onleyici bir etkide oldugunu géstermistir. Sonuca bakildiginda, asimetrik dimetilargin
ve arginazin yiiksekliginin ateroskleroz patogeneziyle alakali olmasi ve miyokart
infarktiisti igin bir risk teskil etmesi nedeniyle, CAPE’nin kardiyoprotektif tedavide

onemli bir roliinlin olacagi kanisina varmstir.

4. Yagmurkaya, (2013) yaptig1 c¢alismada, Hepatik rezeksiyon modelinde
CAPE’nin karaciger rejenerasyonuna etkisini aragtirmistir. Calismada deneysel olarak
olusturulan karaciger rezeksiyonundan sonra ilk 24 ve 72 saatlerde ki kafeik asit fenetil
esterin rejenerasyona etkisini incelemistir. Calismada 40 albino Wistar cinsi yetiskin
ratlar kullanmis ve gelisigiizel toplam 5 gruba ayirmistir. Karaciger rezeksiyonu
olusturabilmek i¢in denek hayvanlara iist orta hat insizyon ile laparatomi yontemi
uygulanmistir. Parsiyel hepatektomi sonrasi 24. ve 72. saatlerde CAPE verilen ve serum
fizyolojik verilen gruplarin karacigerleri incelemek i¢in alimmistir. CAPE verilen
gruplar da ilk 72 saatte sintizoidal dilatasyonun ciddi bir bigimde arttigi ve bununla
birlikte vakuolizasyonun da kontrol gruplarina gore azalis gosterdigini tespit etmistir.
Apoptotik indeks seviyeleri agisindan bakildiginda CAPE verilen gruplarda 6zellikle ilk
24 saatte normal karaciger dokusunda olan apoptoz seviyelerine yaklastirdigini ve
rejenerasyon i¢in olumlu etkisinin var oldugu saptamistir. Prolifere hiicre niikleer
antijeniyle boyanmanin sonucunda hesaplanan proliferasyon indeks seviyelerine
bakildiginda; proliferasyon CAPE verilen gruplarda ozellikle ilk 24 saatte belirgin bir

bi¢cimde yiikselerek rejenerasyona olumlu etkisi oldugu sonucuna varmaistir.
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5. Erdogan, (2010) yaptig1 calismada, Akustik travmada CAPE tedavisinin
isitme kaybi iizerine etki diizeylerini incelemistir. Akustik travmasi ile olusan isitme
kaybmmin onlem ve tedavisinde heniiz etkinligi kesinlesen bir yontem veya ajan
goriilememistir. Antioksidanlar ise bu amagla kullanmistir. Calismada toplamda 20 rat
kullanmigtir. Caligmadan 6nce deneklerin otoakustik emisyonlar: 6lgmiistiir. Otoakustik
emisyon Olgiimleri yapilan tim deneklerin 40’ar dakikalik siireyle, 4 kHz frekansinda
120 dB saf ton sese maruz birakilmistir. Deneklerin 24. saatte otoakustik emisyonlarinin
tekrarlanan olglimler sonucunda akustik travma olustugunu tespit etmistir. CAPE
tedavisi akustik travmadan 24 saat sonra uygulamistir. CAPE uygulamasindan sonra 1,
3, 5, 7. glinlerde tiim si¢anlarin otoakustik emisyonlari 6lgmiistiir. Calismada uygulanan
akustik travma modelinde istatistiksel olarak anlamli akustik travma olustugu
belirlemistir. CAPE tedavisi sonrast 1., 3., 5. ve 7. giin emisyon dl¢iimleri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bir fark gérmemistir. Daha sonra akustik travma
tizerinden 24 saat gectiginde tek doz uygulanan CAPE tedavisinin akustik travmaya
bagl isitme kayiplarinda etkisinin olmadigini diistinmiistiir. CAPE’nin 24. saatte
uygulanimi ge¢ kalinmis bir uygulamadir. Akustik travma olustuktan sonra uygulanan
CAPE’nin tedavide varligin1 bulmamstir. Fakat proflakside etkinliginin saptanimi igin

yeni arastirmalara ihtiyag oldugu kanisina varmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deney hayvanlarinda kullandigimiz doksorubisin, kafeik asit, kas doku
homojenatin1 hazirlamak i¢in gerekli fosfat ve diger kimyasallarinin yani sira enzim
aktivite caligmalari igin gerekli tiim sarf malzemeler Sigma Aldrich Company’den temin
edilmistir. Calismada kullanilan siganlar ise Van YYU Deney Hayvanlar {initesinden

temini yapilmustir.

3.2. Kullanilan kimyasallar

Calisma boyunca laboratuvarda kullanilan kimyasallar; 5,5-dithio-bis-(2-
nitrobenzoik asit (DTNB), astilkolin iyodat (AChI), biitirilkoliniyodat (BChI)
trihidroksimetilaminometan (Tris), hidroklorik asit (HCI), Glutatyon (GSH), 1-kloro 2,4
dinitrobenzen (CDNB), Takrin, podyum fosfat, EDTA, sodyum sitrat.

3.3. Kullanilan alet ve cihazlar
Ultra turrax: Ultra Turrax-T25

pH metre: Mettler Toledo

Sogutmali1 Santrifiij: Niive N1000R

Manyetik karistirici: Wise Stir-MSH -20A
Spektrofotometre: Cary 60 UV- Vis

Hassas terazi: Radwag

Saf su cihazi: RIOs™ 8

Kronometre: Hanhard, ElectronischeDigital-Stoppurh
Karistiric (Vortex): Wizelmix vm-10

Nanodrop: Maestro

Buzdolaplar1: Argelik

Saf su tanki: Millipore
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3.4. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.4.1. Asetilkolin Esteraz Enzimi’nin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltinin
Hazirlanmasi

1M Tris-HCI 5mM EDTA pH:8:30,27 g Tris tartildi, 5 mM’lik 0,370 g EDTA
200 ml distile suda ¢6ziilmiistiir. pH metre araciligiyla 1IN HCI ile pH=8'e oluncaya
kadar HCI ve daha sonra toplam hacim distile suyla 250ml’ye tamamlanmustir.

2. 10mM’lik 0.290g 50 ml asetiltiyokolin iyodat: 0,145gram asetil tiyokolin

iyodat alinarak distile suyla 50 ml’e tamamlanmistir.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit)) Cozeltisi: 0.2 g
DTNB ve 1 g sodyum sitrat alinip 6nce bir miktar asetonda ¢oziildiikten sonra distile su
ile 100 mL’e tamamlanmistir. DTNB (enzimin aktivite tayini i¢in kullanildr).

3.4.2. Glutatyon S-transferaz (GST) Enzimi’nin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan
Cozeltinin Hazirlanmasi

1. 0,1 M KH,PO4 (pH:6,5): 0,68 g KH,PO4 ve 0,014 g EDTA tartilarak 30 mL
saf sunun i¢inde ¢oziiliip pH:6,5’a ayarlanmistir. Toplam hacim saf su ile 50 mL’ye

tamamlanmaistir.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,03 g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf

suda ¢0ziillip saf su ile 5 mL’ye tamamlanmustir.

3.25 mM CDNB Cozeltisi: 0,025 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar
%95°1ik etanol c¢ozeltisi igerisinde ¢Ozllmiis ve hacmi etanolla 5 mL’ye

tamamlanmaistir.

3.4.3. Biitirilkolin Esteraz Enzimi’nin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltinin
Hazirlanmasi

1. 1 M’lik Tris-HCI Tampon ¢6zelti: 30,27 gramlik Tris alinmig ve 5 mM’lik
0,370 g EDTA 200mL distile suda ¢oziilerek pH metre kullanilip pH:8 e ayarlanmistir.

Toplam hacim 250 mL’ye distile suyla tamamlanmistir.

2. 5 mM’lk Biitirilkolin iyodat Cozeltisinin Hazirlanomi: 0,14 g

Biitirilkoliniyodat alinip100 mL distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

3. 10 mM’lik DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik asit)) Cozeltisi

Hazirlanim1: 3,4 mg DTNB alinmis ve 25 mL distile su igerisinde ¢oztilmiistiir.
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3.5. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Calisma sonunda 50 mg/kg ketamin+20 mg/kg ksilazin ile anestezi altinda
siganlarin karm bolgeleri acilmistir. Yaklagik 200 mg kas dokusu {izerine 1,8 ml 50
mM, Ph: 7.4°1iik fosfat tamponu ilave edilmistir. 30 saniye boyunca ultra turrax cihazi
ile homojenize edilmistir. 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra tstte Ki
fazda kalan siipernatant baska bir eppendorf tiipe aktarilarak ¢alisma giiniine kadar -80

°C de muhafaza edilmistir.

3.6. Metod

Bu tez calismasinda, agirliklar1 250-350 gr arasinda ve yaslar1 2-3 ay arasinda
degisen toplam 40 advdbino Wistar cinsi sican kullanilmistir. Ratlar ¢alisma boyunca
24 °C’de 12’1 saat aydinlik ve 12’1 saat karanlik olmak iizere oda sartlarinda plastik
kafeslerde barindirilmistir. Ratlar her gupta 8 sayida olacak sekilde rastgele 5 gruplara
ayrilmistir (n=5). Kullanilan doksorubisin’in etkin doz Ve siiresi daha 6nce Nishi vd.,
(2018)’nin kullandig: etken doz ve siiresi dikkate alinarak uygulanmistir. Kafeik Asit’in
etkin dozlar igin ise Costa vd., (2017) ile Liu vd., (2017)’nin kullandig1 etken doz
miktarlari  kismen modifiye edilerek uygulanmigtir. Gruplar asagidaki gibi

olusturulmustur.
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Tablo 3.1. DOX ve kafeik asit uygulanan deney hayvanlarinda gruplandirma ve sigcan

say1st

Grup Adi

Sican
Sayisi

Uygulama ve
Tedavi sekli

Kafeik Asit
(CAPE)

Doksorubisin(DOX)

Sham

Periton bdlgesine
bos enjektor
batirilip
cikartlmistir.

Yok

Yok

Izotonik

21 gilin boyunca
giinde tek doz (200
pL) intraperitonal
olarak DMSO
verilmistir.

Yok

Yok

DOX

DMSO iginde
¢cozliinmiis 3 mg/kg
dozda
doksorubisin 21
giin boyunca
ginde tek doz
intraperitonal
olarak
uygulanmastir.

Yok

Var

CAPE

21 gilin siiresince
giinde tek doz 30
mg/kg
intraperitonal
kafeik

verilmistir.

asit

Var

Yok

CAPE+DOX

21 giin boyunca
ginde tek doz
intraperitonal
olarak 30 mg/kg
dozda kafeik asit
ve 3 mg/kg
doksorubisin
verilmistir.

Var

Var
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3.7. Enzim Aktivite Ol¢iim Yéntemleri
3.7.1. Asetilkolin Esteraz Enzimi’nin Aktivite Ol¢iimii

AChE enziminin aktivite tayini, etkili antikolinesteraz aktivitesi olan bdcek
Oldiiriiciilerin neden oldugu kronik ve akut zehirlenme olaylarinda tedaviye yanit
vermek igin klinik olarak 6nemlidir. Eritrosit ve serum kolinesteraz aktivite diizeyleri
c¢esitli durumlarda anlamli klinik veriler olarak onay gormiistiir.
Asetilkolin esteraz enzimi, asetilkolinin (ACh) tiyokoline hidrolizini katalizlemektedir.
Tiyokolinin olusum orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin olusumundan kaynaklanan sari
rengi iireten DTNB ile tiyokolinin reaksiyonunu sonrasi sari renginde anyonun olusum

orani 412 nanometrede 6l¢iimler yapilmistir (Ellman vd., 1961).
Asetiltiyokoliniyodat —Tiyokolin + Asetat
Tiyokolin + DTNB — 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin

Genel olarak asagidaki formiil kullanilarak aktivite dl¢limlerinde enzim iinitesi
hesaplanmaktadir (Asetiltiyokoliniyodat i¢in molar Absorbtivite kat sayist 13,6).
EU/mL =A0D/13,6 x VC/VE x SF

EU = mL basina enzim iinitesi

AOD =412 nm’de optik dansitenin dakika basina degisimi
VC = Kiivet hacmi

VE = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

f = Seyreltme faktorii

13.6 = 412 nm’lik dalga boyunda ve 37° C’ de 3m Masetiltiyokoliniyodiir’iin

indirgenmesi sonucu okunan OD, sabit degeridir (Porcelli vd.,1999)
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Tablo 3.2. AChE enziminin aktivite 6l¢limii i¢in gereken kimyasal ve miktarlar

Kullanilacak Cozeltiler Kontrol Tiipii (nL) Numune Tiipii (nL)
Tris-HCI 100 100

DTNB 50 50

AChI 50 50

Saf su 770 760

Ornek - 10

Enzim Cozeltisi 30 30

3.7.2. Biitiirilkolin Esteraz Enzimi’nin Aktivite Ol¢iimii

BChE, memelilerde bilinen biyolojik substrati bulunmayan bir enzimdir. Fakat
biitiriltiyokolin, propiyoniltiyokolin, BCh, propiyonilkolin ve farmakolojik agidan
onemli bir yeri olan siiksinilkolin gibi kolin esterlerini hidroliz etmektedir (Kutty and
Payne, 1994).

O
/\)L | ¢ —»BChE IL"/
O/\/N\ o * HO/\/ ™~

Butirilkolin Butirat Kolin

EU/mL =AOD/13,6 x VC/VE x SF

EU = mL basina enzim {initesi

AOD =412 nm’de optik dansitenin dakika bagina degisimi
VC = Kiivet hacmi

VE = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

f = Seyreltme faktorii
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Tablo 3.3. 13.6 = 412 nm’de ve 37°C de 3 Mm asetiltiyokoliniyodiir’iin indirgenmesi
sonucu okunan OD, sabit degeridir (Porcelli vd., 1999)

Kullanilacak Cozeltiler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (nL)
Tris HCI 100 100
Saf su 790 780
Ornek - 10
DTNB 50 50
Enzim ¢ozeltisi 50 50
Biitirilkoliniyodiir 50 50

3.7.3. Glutatyon S-transferaz Enzimi’nin Aktivite Tayini

GST enzimi aromatik elektrofil ile bir glutatyon molekiikiiliiniin
konjugasyonunu katalizlemektedir. En ¢ok kullanilan aromatik elektrofil CDNB’dir.
CDNB substratinnin kullanimiyla olusan dinitrobenzen S-glutatyon (DNB-SG) iiriinii
340 nanometrelik dalga boyunda maksimum absorbans degerini gostermektedir. Bunun
sonucunda dalga boyundaki absorbans artis degerinden faydalanilarak aktivite 6lgiimii

yapilabilmektedir. Calismamizda bu 6l¢iim metodu kullanilmistir.

SG
Gs, ,a
NO, No, NO,
GST
GSH cr
NO, NO,

Sekil 3.1. GST enziminin aktivitesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesinde

a

NO,

kullanilan iirtiniin olusum mekanizmasi (Habdous vd., 2002)
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CDNB, GSH'!n yoklugunda hizli bir sekilde glutatyon S-transferazi inaktive
etmektedir. Bu nedenle reaksiyonun mutlaka CDNB ile baslatilmasi gerekir.
Spektrofotometre cihazi kullanilarak baslangigta ve dakikada bir olmak {izere ii¢ dakika

sliresince absorbans degerleri olgiiliip kaydedilmistir (Habig vd.,1974).
Enzim iinitesi hesaplanirken agagidaki formiil kullanilmigtir.
EU = (AODA,6) x (VI/VE) x SF
EU: 1 mL’deki enzim iinitesi
AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi
9,6: Ekstinksiyon katsayist (1 mM DNB-SG’nin olusturdugu absorbans degeri)
VT: Olgiimiin yapildig: kiivetin toplam hacmi
VE: Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilir)

Tablo 3.4. GST enziminin aktivite 6l¢iimii igin gereken kimyasallar ve miktarlart

Kullanilacak Cozeltiler Kontrol Tiipii (uL) Numune Tiipii (uL)
Fosfat Tamponu 200 200
Saf su 730 680
GSH 50 50
Enzim ¢ozeltisi - 50
CDNB 20 20

3.8. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Potasyum fosfat (KH,PQ,4) ¢ozeltisinden 0,5 mikrolitre alinip blank referans
alindi. Nanodropta OD,sy dalga boyunda o&rnekler 0,5 mikrolitre kullanilarak
konsantrasyonu olg¢iilmiistiir. 3 tekerriirlii 6l¢iim yapilarak toplamda bu sonuglarin

ortalamasit BSA cinsinden hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. istatistiksel Analiz

Gruplara ait tanimlayic1 istatistikler standart ve ortalama sapma olarak
sunulmustur. Verilerin normal dagilip dagilmadigina ise Shapiro-Wilk testi ile
bakilmistir. Ayn1 parametre i¢in gruplar arasinda farklarin anlamli olup olmadigi
Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirilerek farklarin hangi gruptan kaynaklandigini
belirlemek i¢in post hock analizi (Dunnett T3 ¢oklu karsilastirma testi) yapilmis olup

0.05 ve daha kiigiik p degerine sahip sonuglar anlamli olarak kabul edilmistir.

4.2. Bulgular

Kas dokusuna ait GST degerleri incelendiginde, izotonik grubunun GST
aktivitesi diger gruplara gore yiiksek ¢ikmistir. GST aktivitesi sadece izotonik ve CAPE
arasinda anlamli bir fark bulundu ve bu anlamli farkta CAPE ye gore GST aktivitesi,
izotonik grupta daha yiiksek bulunmustur (p=0.032). Diger gruplar arasinda anlamli bir

fark tespit edilmememistir. Diger ayrintili sonuglar Tablol ve Sekil 1’de goriilmektedir.

Tablo 4.1. GST, AChE ve BChE seviyelerine ait sonuglarin ortalama ve standart sapma

degerleri
GST AChE BChE
(1U/g protein) (1U/g (1U/g protein)
protein)

Sahm 4.4244+0,920 2,396=+0,505 1,037+0,226
izotonik 7,202+0,894° 3,031+0,446° 1,539+0,1 99°
DOX 5,257+1,169 1,600ﬂ:0,175b 1,108+0,213
CAPE 3,743d:0,592b 2,682+0,203 0,888+0,072°
DOX+CAPE 5,695+1,142 2,22+0,737 1,015+0,202

P Degeri =0.032 =0.012 <0.05

p: diger gruplara gore anlamidir (p=0.001), **p: sahm ve izotonik grubuna gore anlamli (p=0.001),

“p: sahm, izotonik ve DOX gruplarina gére anlamli (p=0.001).
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GST (IU/g protein)

9,000
8,000
7,000
6,000
2 5000
2
=]
T 4,000
3,000
2,000
1,000
0,000
izotonik DOX+CAPE
gruplar

Sekil 4.1. Kas dokusuna ait GST degerlerinin karsilastirilmasinda; ayni siitunda farkli
harf alan degerler birbirine gére anlamlidir (Izotonik ve CAPE, p=0.032)

AChHE 1IU/g protein

3,500

3,000

2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

sham izotonik DOX+CAPE

Sekil 4.2. Kas dokusuna ait AChE degerlerinin karsilastirilmasinda; ayni stitunda farkli
harf alan degerler birbirine gére anlamlidir (Izotonik ve CAPE, p=0.032)
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Gruplar aras1t AChE aktivitesinde ise, en diisiik aktivite DOX grubunda iken en
yiiksek aktivite Izotonik grubunda izlenmistir. DOX grubundaki AChE aktivitesi,
izotonik ve CAPE ile kiyaslandiginda anlaml bir sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05).
Diger ayrintili sonuclar Tablo1 ve Sekil 2°de goriilmektedir.

BChE (IU/g protein)
1,800
1,600
1,400
1,200

1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

sham izotonik CAPE DOX+CAPE

Sekil 4.3. Kas dokusuna ait BChE degerlerinin karsilastirilmasinda; ayni siitunda farkli
harf alan degerler birbirine gére anlamlidir (Izotonik ve CAPE, p=0.032)

Gruplar arast BChE aktivitesinde ise, en yiiksek aktivite Izotonik grubunda

goriiliirken

en disiik aktivite CAPE grubunda izlenmistir. CAPE grubundaki BChE
aktivitesi, izotonik grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur

(p<0.05). Ayrica, diger gruplarda BChE aktivitesinde istatistiksel bir fark

belirlenmemistir. Diger ayrintili sonuglar Tablo 4.1 ve Sekil 4.3°de

gorilmektedir.

4.3. Tartisma
Temel, (2018) Kolinesteraz metabolizmasindaki degisiklikleri ve bozulmalar

Alzheimer hastalig1 ile iligkilendirmistir. Bu hastalikta semptomatik tedavilerde

genellikle acetylcholiesterase inhibitorleri reaktif oksijen molekiillerinin toksik
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durumlarindan hiicrelere bariyer gorevi yaparak antioksidan iiretimini destekledigine
dair ¢aligmalarin bulundugunu bildirmistir. Bu tez ¢alismasinda ii¢ aylik siire zarfinda
rivastigmin ve donepezil tedavisi alan Alzheimer hastalarinda kolinesteraz
inhibisyonuyla oksidatif streste ne gibi degisimler oldugunu incelemistir. Alzheimer
hastalig1 tanis1 konmus 13 hastaya (8’1 kadin, 5’1 erkek), rivastigmin ilact verilirken;
geri kalan 13 hastaya (8’1 erkek, 5’1 kadin) donepezil tedavisi baslanmistir. Kontol
grubuna ise 17 saglikl kisi (9’u erkek, 8’1 kadin) konulmustur. Kontrol grubu ve tedavi
Oncesi ve sonrasinda hastalardan elde edilen doku preparatlarinda; malondialdehit
diizeyleri ve asetilkolinesteraz, siliperoksit dismutaz, biitirilkolinesteraz, glutatyon
peroksidaz, katalaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Kisaca mental sagiklarini inceleyerek,
kognitif bunama evrelendirilmesi yapmis ve gilinliikk yasamda ki becerilerinin ne
oldugunu saptamistir. Calisma sonucunda donepezil ve rivastigmin tedavisi alan
Alzheimer tanis1 almig gruplarin artis gosterdigi saptamis malondialdehit seviyelerini
ise anlamli bir diizeyde azalttigin1 bulmustur. Alzheimer tanis1 alan hastalarda azaldig:
tespit edilen eritrosit siliperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini donepezil ve
rivastigmin ilaglar1 anlamli bir seviyede artis gosterdigini bildirmistir. Rivastigmin
ilactyla olan tedavide plazma biitirilkolinesteraz aktivitesi; donepezil ilaci alanlarda ise
eritrosit asetilkolinesteraz aktivitelerini anlamli seviyelerde azalttigini bulmustur.
Rivastigmin ilacin1 kullanan hastalarin giinlilk yasamda ki beceri ve aktivitelerinde
olumlu sonuglar verdigini bildirmistir. Caligsmada ki elde ettigi sonuglarda donepezil ve
rivastigmini alarak tedavi olan Alzheimer’li bireylerin semptomatik tedavisinde
asetilkolin diizeylerini arttirarak kolinerjik iletimin diizenlenecegine yardimci olabilecek
potansiyelinin varlifina ve ayn1 zamanda oksidatif strese olumlu etkiler saglayacagini
saptamigtir. Bizim g¢alismamizda ratlarda doksorubisin ile olusturulan toksikasyonda
onemli enzim seviyelerine bakildigi zaman CAPE uygulanmasiyla GST nin antioksidan
ozelligi ortaya bir kez daha cikmistir. GST aktivitesi en yiiksek izotonik grubunda
olmustur.

Ozalp vd., (2020) yapmis oldugu ¢alismada, son evrede olan Galleria mellonella
larvalarina arka bacaklar1 iizerinden ZnO NP 30 mg/l ve 30 pg/mL’lik enjeksiyonu
uygulanmiglardir. Enjeksiyon uygulamasi sonrasi deneme ve kontrol gruplariyla izole

ettikleri yag dokusundaki oksidatif stres seviyesini AChE enzim aktivitesinin tespitiyle
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belirlemislerdir. Elde olan verilerde ZnO NP’ye uzunca maruz kalan Galleria mellonella
larvalarmin yag dokularinda ki AChE aktivitesinde kontrol gruplarina gore her 2
uygulama grubunda da istatistiksel olarak belirgin yiikselme ve azalislar gormiislerdir.
Oneri olarak ise elde edilen veriler dogrultusunda yeni yapilacak immiinolojik ve
fizyolojik caligmalarin daha ayrtili sonuglar verecegini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda kas dokusunda ki AChE enzimi i¢in en yiiksek aktivite izotonik grubunda
iken bunu CAPE uygulanan grup takip etmistir. DOX grubundaki AChE aktivitesi,
izotonik ve CAPE ile kiyaslandiginda ise anlaml1 bir sekilde diisiik bulunmustur.

Alp vd., (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada sicanlara akut malathion (MAL)
vererek zehirlenme yaparak onlarin bobrek, karaciger ve akciger dokularinda olusan
nitrik oksit (NO) , malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) aktiviteleri
izerine kafeik asit fenetil ester (CAPE) nin ve elajik asitin (EA) ne gibi etkiler yaptigini
incelemislerdir. Calismalarinda 36 adet yetiskin disi sigan kullanarak rastgele her grupta
6 adet sican olacak sekilde siganlari 6 gruba (kontrol, CAPE, EA, MAL+EA MAL,
MAL+CAPE) ayrilmiglardir. Sonuca bakildiginda ise kontrol grubu ile EA ve CAPE
gruplarin1 MDA, rediikte GSH ve NO aktivitelerini kiyaslamiglar ve gruplar arasinda
onemli bir istatistiksel fark saptamamislardir. MAL grubunun karaciger dokusunda
MDA seviyelerini 6nemli diizeyde arttirdigin1 fakat CAPE grubunun ise MAL’un toksik
etkisini engelleyip MDA seviyesini anlaml bir sekildek azalttigin1 gézlemlemislerdir.
MAL grubunun bobrek, karaciger ve akciger dokularinda rediikte GSH seviyelerini
azalttigi, buna karsiik CAPE ve EA grubunun ise rediikte olan GSH seviyelerini
arttirdig1 saptamiglardir. MAL’1n sebep oldugu siddetli doku intoksikasyonlarina bagl
NO seviyelerinin de onemli derecede ylikselis gosterdigini; CAPE ve EA’in NO
seviyelerini diisiirdiigli tespit etmislerdir (p < 0,05). CAPE ve EA grubunun birbirlerine
benzer sekilde etkiler gdsterdiklerini ve akut malathion zehirlenmelerinin sebep oldugu
doku harabiyeti ve oksidatif strese kars1 koruyucu amacla kullanilabilinirligi sonucuna
varmislardir. Bizim c¢alismamizda kas dokusunda ki DOX ilact verilen ratlarda GST
aktivitesi sadece izotonik grup ve CAPE grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur ve
bu anlamli farkta CAPE ye gore GST aktivitesi, izotonik grupta daha yliksek diizeyde

saptanmistir (p=0.032). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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Deveci vd., (2015) yapmis oldugu bir ¢alismada pestisit bir madde olan
Klorprifos-etil (CPF) ile akut zehirlenme yapilarak; kafeik asit fenetil esterin oksidatif
stres indeksi (OSI), total oksidan (TOS) diizeyleri, paraoksonaz (PON1) aktivitesi ve
total antioksidan (TAS) lizerine ne gibi etkiler yaptig1 arastirmislardir. Her biri 25-30
gram agirlikli, Mus musculus tiirii 32 tane erkek sigani gelisigiizel 4 esit gruba
ayirmiglardir. 1. gruba intraperitonal enjeksiyon ile serum fizyolojik (% 0.9 NaCl), 2.
Gruba deri alt1 fizyolojik serum ile 101 mg/kg CPF verilmis, 3. Gruba ise intraperitonal
olarak 10 pmol/kg kafeik asit; 4.gruba ise ise deri alt1 101 mg/kg CPF ve periton i¢i 10
umol/kg kafeik asiti uygulamislardir. Serum 6rnekleri sonucunda CPF uygulamalari
yapilan si¢anlarda, PON1 seviyesi 189.214+22.31 U/L; TAS seviyesi 1.03+£0.13 mmol
Trolox eqivalen/L; TOS 7.10+0.69 pumol H,0, equiv./L ve OSi degerlerini 0.69+0.09
arbitrary birim olarak bulmuslardir. CPF ile olusturulan zehirlenmede PON1 aktivitesi
ve TAS seviyelerini azalarak seyrettigini goriirken; OSI ve TOS seviyelerinin ise artis
gosterdigini saptamislardir. CAPE’nin ise, CPF’nin sebep oldugu oksidatif stresi
diistiriicii etki yaparak hiicreyi korudugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise
doksorubisinle toksikasyon yapilmis ve farkli parametrelere bakilmistir. BChE enzimi
aktivitesini sham ve izotonik gruplarina gore azalis gosterirken; CAPE(kafeik asit)
uygulandiginda ise bu oran biraz artis gostermekte ve DOX+CAPE etkisiyle enzim
aktivitesinin biraz daha arttig1 goriilmiistiir. Fakat artis orani istatiksel olarak anlamli
bulunmamastir.

Kuloglu vd., (2022) yapmis olduklari ¢alismada doksorubisin toksikasyonu ile
bobrek hasarinda D vitamininin iyilestirici etkileri ve asprosin ile ne gibi iligkilerinin
oldugunu arastirmiglardir. Albino Wistar cinsi erkek ratlar1 4 gruba ayirarak her grupta
da 6 tane hayvan olacak sekilde siniflandirmislardir. Kontrol grubuna higbir islem
yapmamiglardir. D vitamini verilen ratlara giinde 200 IU d vitamini vermislerdir.
Doksorubisin grubuna bakildiginda ratlara 1.giinde intraperitoneal sekilde bir doz
doksorubisin 10 mg/kg oraninda uygulamislardir. D vitamini+ Doksorubisin grubundaki
ratlara bir doz doksorubisin intraperitonal olarak vermislerdir. Deneyin 1.giiniinde 10
mg/kg ve 14 giinliik deney siiresince her giin agiz yoluyla 200 1U/glin D vitaminini
vermislerdir. Calismalarinda doksorubisinin toplam oksidan seviyelerini ve TUNEL

pozitifligini artirdigini, asprosin seviyelerini diislirdiigiinii, tedavi edici olarak verilen D
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vitamininin toplam oksidan seviyesini ve TUNEL pozitifligini diisiirdiigiinii, asprosin
diizeyininse degismedigini gozlemlemislerdir. DOX un asprosini azaltarak doku hasari
mekanizmasinda etkisinden soz edilebilecegi ve tedavide vitamin D’nin iyilestirici
etkisinin var oldugu fakat bu etkinin asprosinden bagimsiz bir diizenek ile saglandigi
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda DOX uygulanimi ile detoksifikasyon merkezinde
asirt salgilanip savunma sistemini giiglendirmis. Aktiviteye bakildiginda sham grubuna
gore artig vardir. CAPE uygulanimi ile GST’nin antioksidan 6zelligine olan ihtiyact

azaltmistir. Bu da CAPE’nin antioksidan 6zelligini ortaya koymaktadir.
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SONUC ve ONERILER

GST enzimi detoksifikasyon metabolizmasinin faz II asamasinda gorev alan ¢ok
onemli bir antioksidan enzimdir. DOX uygulamastyla asir1 salgilanip savunma sistemini
giiclendirmistir. Aktivitesi 6zellikle sham grubuna gore artmistir. CAPE uygulamasi ile
GST’nin antioksidan 6zelligine olan ihtiyaci azaltmistir. Bu da CAPE’nin antioksidan
Ozelligini ortaya koymaktadir. DOX+CAPE uygulamasi sham grubuna gére GST nin
aktivitesinde artisa sebep olurken izotonik grubuna gore GST aktivitesinde anlamli

diisiise sebep olmustur.

Kolinesteraz enzimleri daha ¢ok eritrositlerde, dalak ve akcigerde, sinir uglari ve
beyinde bulunmaktadir. Sinir uclarinda sinapslarda salgilanan ndorotransmiter
asetilkolini hidroliz ederek sinirin depolarizasyonunu saglamaktadir. Cerrahide
asetilkoline benzeyen ilaclar kas gevsetici ila¢ olarak kullanilir. Bu ve benzeri ilaglar
kolinesterazlar tarafindan hizlica hidroliz edilip organizmadan atilmaktadir. Bundan
dolayr DOX’un kolinesterazlar iizerinde ki etkisini inceledik. Sonuclara bakildiginda
DOX uygulamasiyla AChE enzimi aktivitesini sham ve izotonik gruba gore diisiis
gosterirken; CAPE uygulandiginda bu oran biraz artis gostermekte ve DOX+CAPE
etkisiyle aktivitenin biraz daha arttig1 goriilmektedir. Fakat artis oran istatiksel olarak
anlamli olmadigindan DOX, CAPE, DOX+CAPE etkisinden bahsedemeyiz. Benzer
durum BChE enzimi i¢inde gecerli olup arastirmanin daha da aydinlatilmasi i¢in yeni

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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