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OZET
DOKTORA TEZI

SHOGAOL’UN ANTIiOKSIDAN VE ANTIPROLIFERATIF AKTIiVITELERININ
BELIRLENMESI VE BAZI METABOLIK ENZIMLER UZERINDE ETKIiSINIiN
ARASTIRILMASI

Ismail YAPICI
Damisman: Prof. Dr. ilhami GULCIN

Amag: Bu tez c¢alismasinda fenolik bilesikler smifinda olan Shogaol’iin bir¢ok metotla
antioksidan  kapasitesi, insan karbonik anhidraz | wve Il, asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz, o-glikozidaz, a-amilaz enzimleri tizerinde inhibisyon etkisi, A-549
akciger kanseri, HT-29 kolon kanseri, MCF-7 ve MDA-MB-453 gogiis kanseri hiicre
hatlar1, 3T3-L1 fare fibroblast normal hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif etkisi arastirildu.

Yontem: Shogaol’iin antioksidan kapasitesini belirleme amaciyla DPPH radikali, ABTS
radikali ve DMPD radikali giderme ile Cu?*, Fe** ve FRAP indirgeme metotlar1 kullanildi.
Standart olarak BHA, BHT ve Troloks kullanildi. Enzim ¢aligmalarinda hCA I ve hCA 11
izoenzimleri insan eritrositlerinden,  Sepharose-4-B-L-Tirozin-siilfanilamid  afinite
kromatografisi ile saflagtirildi. Enzim safliginin kontrolii SDS-PAGE ile yapild.
Spektrofotometrik olarak 280 nm’de absorbans oOlgiilerck kalitatif protein tayini ve 595
nm’de absorbans Ol¢iilerek kantitatif protein tayinleri yapildi. Ek olarak Shogaol’iin hCA 1,
hCA 11, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, a-glikozidaz, o-amilaz enzimlerine karsi
inhibisyon etkisine bakildi. Ayrica TBE yontemi ile hiicre sayimi1 yapilarak XTT yontemi
ile hiicre canlilig1 6l¢iimii yapildi ve Shogaol’iin A-549, HT-29, MCF-7, MDA-MB-453 ve
3T3-L1 hiicre hatlar1 iizerinde antiproliferatif etkisi arastirildi.

Bulgular: Shogaol; FRAP metodunda standart olarak kullanilan BHA, BHT ve
Troloks’tan (konsantrasyon: 60 pug/mL); DPPH- giderme metodunda BHT den; ABTS™
giderme, Cu®* ve Fe*' indirgeme metotlarinda Troloks’tan daha yiiksek antioksidan
kapasite gosterdi. hCA | ve hCA Il izoenzimleri sirasiyla %40,67 verimle 273 kat ve
%81,92 verimle 309 kat saflastirildi. hCA | ve hCA 1l izoenzimleri igin tek bant gézlendi
ve molekiil agirhiklar1 yaklagik 30 kDa olarak bulundu. Shogaol hCAI, hCA I,
asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, a-glikozidaz enzimlerine karsi sirasiyla 75,91 nM,
47,04 nM, 37,44 nM, 24,11 nM, 35,72 nM’lik ICso degerleriyle etkili inhibisyon aktivitesi
gosterdi. Shogaol en yiiksek antiproliferatif etkiyi 8,38 uM’lik 1Cso degeriyle HT-29
kolon kanseri hiicre hattina kars1 gosterdi. Shogaol, A-549 akciger kanseri ve HT-29
kolon kanseri hiicre hattinda standart kemoterapétik ilag Karboplatin’den, MCF-7 gogiis
kanseri hiicre hiicre hattinda standart kemoterapotik ilag Dosetaksel’den daha etkili
antiproliferatif aktiviteye sahiptir. Shogaol’tin HT-29, A-549, MCF-7, MDA-MB-453
hiicre hatlarina kars1 gosterdigi secicilik endeks degerleri sirasiyla 14,83; 10,82; 2,42;
1,99 olarak; Karboplatin’in ise sirasiyla 0,46; 0,33; 1,30; 0,94 olarak bulundu.

Sonu¢: Shogaol’iin antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu; hCA 1, hCA 1lI, AChE,
BChE, a-glikozidaz enzimlerini etkili bir sekilde inhibe ettigi; calisilan kanser hiicre
hatlarinda giiglii antiproliferatif etkiye sahip oldugu degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Shogaol, antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu, karbonik anhidraz,
a-glikozidaz, antiproliferatif etki.

Subat 2023, 146 sayfa



ABSTRACT
DOCTORAL DISSERTATION

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIPROLIFERATIVE
ACTIVITIES OF SHOGAOL AND INVESTIGATION OF ITS EFFECT ON SOME
METABOLIC ENZYMES

Ismail YAPICI
Supervisor: Prof. Dr. flhami GULCIN

Purpose: In this thesis, the antioxidant capacity of Shogaol, which is in class the phenolic
compounds, by several methods; its inhibition effect on human carbonic anhydrase | and
I1, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, a-glycosidase, and a-amylase enzymes; and
its antiproliferative effect on A-549 lung cancer, HT-29 colon cancer, MCF-7 and MDA-
MB-453 breast cancer cell lines, 3T3-L1 mouse fibroblast normal cell line was
investigated.

Method: In order to determining the antioxidant capacity of Shogaol, DPPH radical,
ABTS radical and DMPD radical scavenging, Cu?*, Fe** and FRAP reduction methods
were used. BHA, BHT and Trolox were used as standards. For enzyme studies, hCA | and
hCA 1l isoenzymes were purified from human erythrocytes by Sepharose-4-B-L-Tyrosine-
sulfanilamide affinity chromatography. Enzyme purity was checked by SDS-PAGE.
Qualitative protein assay was performed by measuring absorbance at 280 nm
spectrophotometrically. Also quantitative protein determinations were made by measuring
absorbance at 595 nm. In addition, the inhibition effect of Shogaol towards hCA I, hCA I,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, a-glycosidase, and a-amylase enzymes was
examined. Moreover, cell counting was performed with the TBE method and cell viability
was measured with the XTT method and the antiproliferative effect of Shogaol on A-549,
HT-29, MCF-7, MDA-MB-453 and 3T3-L1 cell lines was investigated.

Findings: Shogaol demonsrated higher antioxidant capacity than BHA, BHT and Trolox
used as standards in the FRAP method (concentration: 60 ug/mL), and higher than BHT in
DPPH- scavenging method, and higher than Trolox in ABTS™ scavenging, Cu?* and Fe®*
reduction methods. hCA I and hCA 11 isoenzymes were purified 273 and 309 folds, 40.67
and 81.92% yield, respectively. A single band was observed for each isoenzymes and their
molecular weights were found to be approximately 30 kDa. Shogaol exhibited effective
inhibition effect against hCA I, hCA I, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, o-
glycosidase enzymes with 1Cso values of 75.91, 47.04, 37.44, 24.11, 35.72 nM,
respectively. Shogaol showed highest antiproliferative effect on HT-29 colon cancer cell
line with an 1Cso value of 8,38 uM. Shogaol had more effective antiproliferative effect than
that of standard chemotherapeutic drug Carboplatin in A-549 lung cancer and HT-29 colon
cancer cell line, and than the drug Docetaxel in MCF-7 breast cancer cell line. The
selectivity index of Shogaol was found to be 14.83, 10.82, 2.42, 1.99 against HT-29, A-
549, MCF-7, MDA-MB-453 cell lines, respectively. On the other hand, Carboplatin
exhibited selectivity index of 0.46, 0.33, 1.30 and 0.94 against indicated cancer lines,
respectively.

Results: It is considered that Shogaol has a high antioxidant capacity, and it effectively
inhibits hCA I, hCA 11, AChE, BChE, and a-glycosidase enzymes. Also, it has a strong
antiproliferative effect on the studied cancer cell lines.

Keywords: Shogaol, antioxidant activity, enzyme inhibition, carbonic anhydrase, o-
glycosidase, antiproliferative effect.

February 2023, 146 pages
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GIRIS

Canli organizmalarda binlerce kimyasal reaksiyon meydana gelmektedir. Bu
reaksiyonlar hayatin devami icin gerekli degisimlerdir. Bazilarinda viicut i¢in gerekli bir
madde sentezlenirken bazi reaksiyonlarda ise viicuttan atilmasi gereken bir madde
parcalanmaktadir. Bu reaksiyonlarin i¢inde redoks reaksiyonlari, elektron aktariminin
oldugu o6nemli bir reaksiyon tiiriidiir. Elektronlarin aktarimi sirasinda ortaklanmamis
elektronlar olusabilir ve serbest radikal adi verilen canli viicudunda ¢esitli hasarlara yol
acan ajanlar meydana gelebilir (Giilgin 2012). Bu ajanlar ¢ok kisa omiirliidiirler fakat
baska molekiillerle reaksiyona girip onlar1 da radikal haline getirirler ve bir seri zincir
reaksiyonlarinin basglamasina sebep olurlar (Giilgin vd 2003). Bu durum protein, lipid,
niikleik asit, karbohidrat vb. molekiillerin ve dokularin hasarli hale gelmesine neden olur.
Bunun sonucunda viicutta yapisal bozukluklar ve bir¢ok hastalik ortaya ¢ikar (Cakatay ve

Kayal1 2006; Giilgin 2007a).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kontrolsiiz olusmasi ve antioksidan savunma
mekanizmasinin dengesiz olmast bir¢ok hastaligin meydana gelmesine ve erken
yaslanmaya sebep olur. Oksijenli solunum yapan organizmalarda serbest radikallerin hem
olusumunu hem zararlarin1 engelleyen antioksidan maddeler mevcuttur. Antioksidanlar,
serbest radikallerin protein, lipid, niikleik asit gibi biyomolekiillere verebilecegi zararlar
Onleyerek hastaliklarin olugma riskini azalmaktadirlar ve birgok kronik hastaligin
ilerlemesini geciktirmektedirler. Metabolizmay1 koruyarak hastaliklarin olusmasini ya da
ilerlemesini engellerler (Giilgin 2005b). Ayrica yiyeceklerin ve ilaglarin bozulmasinin
sebeplerinden biri olan lipid peroksidasyonunu geciktirerek raf dmriinii uzatirlar (Giilgin
2010).

Antioksidanlar giderme etkisi, sondiirme etkisi, zincir kirici etki ve onarict etki gibi
yollarla oksidanlar1 giderirler (Gokpinar vd 2006). Endojen ve ekzojen olabilirler. Endojen
antioksidanlar amino asit, protein, enzim yapisinda olabildigi gibi baska molekiil sinifinda
da olabilirler. Ornek olarak hemoglobin, miyoglobin, ferritin, transferrin, bilirubin, sistein,
metiyonin, alblimin, iirat, katalaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dizmutaz verilebilir
(Panglossi 2006). Ekzojen antioksidanlar sentetik ve dogal olabilirler. Sentetik olanlara
BHA, BHT, PG ve TBHQ ornek olarak verilebilir. Dogal olanlara ornek olarak ise
tokoferoller, A ve C vitaminleri, fenolik bilesikler, kumarinler, flavonoidler, karotenoidler
verilebilir (Giilgin 2012).



Antioksidanlar, koruyucu olarak davranip ROS kaynakli oksidatif hasar1 onlerler.
Antioksidan siniflar1 i¢inde en Onemli bilesik tiirii olan fenolik bilesikler de dogal
antioksidan Ozelliklerinin bulunmasindan dolayr besinlerde bulunan ve kolaylikla
oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan korurlar. Serbest radikallerin giderilmesi i¢in
BHA, BHT gibi fenolik yapili sentetik antioksidanlar gida ve ilag sanayinde
kullanilmaktadir fakat zararli olduklar tespit edildiginden kullanilmalar1 sinirlandirilmisgtir.
Dolayisiyla son yillarda dogal ve giivenli antioksidan kaynaklarina ozellikle de bitki
kaynakl1 olanlara yonelim artmis olup caligmalar bu alanda yogunlagsmistir (Gtlilgin 2007a;

Giilgin vd 2009).

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, yan {iriin olusturmadan %100 iiriin
verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Cok biiyiik bir kismi protein yapisindadir. Hiicre
icindeki tiim kimyasal olaylar enzimler vasitasiyla gerceklestirilir. Enzimi olmayan bir
reaksiyon yok gibidir. Hiicre i¢inde sentezlenirler ve genellikle hiicre iginde kullanilirlar.
Oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak tizere
alt1 ana gruba ayrilirlar. Her grubun kendi iginde alt grubu vardir. Enzimlerin canli
viicudunda 6nemli rolleri oldugu anlasildiktan sonra enzim iizerinde yapilan ¢aligmalar
artmigtir. Laboratuvar ortaminda aylarca siirecek bir reaksiyon, enzimlerin varhgmda
saniyelerle ifade edilen bir siirede sonlanmaktadir. Enzimlerin bu hizli reaksiyonlar
nedeniyledir ki tanimlamalarinin yapilip saflastirilarak elde edilmeleri ve in vitro ortamda
kullanilmalarinin saglanmasi, ¢ok ¢alisilan bir alan haline gelmistir. Bugiin yaklagik 2000

kadar enzim tanimlanmis, bir¢ogu saf halde elde edilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Enzim caligmalarinda 6ne ¢ikan bir husus da hastaliklarin nedenleri ve ¢éziimleri
hakkinda enzimlerin aldiklar1 rol olmustur. Bu hususta bir¢ok arastirma yapilmis ve
raporlar sunulmustur. Bunun sonucunda bir kisim hastaliklarin enzim inhibisyonu veya
aktivasyonu ile tedavi yoluna gidilmis ve halen devam edilmektedir. Ornegin Alzheimer
hastaliginin tedavisinde, ABD Gida ve Ila¢g Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ii¢
kolinesteraz inhibitorii (AChEI) kullanilmaktadir (Raina et al. 2008). Bir g¢alismada
karbonik anhidraz inhibitorlerinin antitiimdr, agr1 kesici, antiiilser, his materyali olarak,
emisyon tomografisinde, manyetik rezonans belirlenmesinde, epilepside, norolojik
hastaliklarda, diiiretik ilaglarin gelistirilmesinde Oncii antibiyotik olarak kullanildig ifade
edilmistir (Beydemir ve Giilgin 2004). Burada 6nemli olan iki husustan birisi, enzimi
spesifik olarak yiiksek oranda inhibe veya aktive edecek maddelerin bulunup
tanimlanmasi, diger husus ise bu maddenin yan etkisi olmayan dogal madde olarak elde

edilmesidir.



Diinyada her yil birgok insan ¢esitli hastaliklara yakalanmaktadir. Bu hastaliklarin
bazilarinin tedavisi yapilamamakta ve maalesef Oliimle neticelenmektedir. Bu tiir
hastaliklarin en 6nemlilerinden birisi de kanserdir. Kanserin 200’den fazla tiirii vardir.
Cevre Kirliliginin her gegen giin daha da artmasi, baz1 teknolojik iiriinler, atiklar ve hatta
stresli bir hayat ortami bu hastalia yakalanma oranini artirmaktadir. Tedavi i¢in gesitli
ilaglar ve yontemler kullanilmakla birlikte hem sentetik olup yan etkilerinin olmasi1 hem de
maliyetli olmalar1 tedaviden elde edilecek sonucu olumsuz yonde etkilemektedir.
Dolayisiyla tedavi yapilirken yan etkisi olmayan dogal {iriinlerin ya da bilesiklerin
kullani1lmasi1 6nemli hale gelmistir ve bunun uygulamalari da yapilmaktadir. Ornek olarak,
porsuk agaci (Taxus brevifolia) bitkisinden izole edilen taksol molekiilii akciger, prostat,
yumurtalik kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Yine madagaskar meneksesi
(Catharanthusroseus) bitkisinden izole edilen vincristine molekiilii bobrek kanseri ve
16semi tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlar gibi dogal molekiillerin izole edilip ila¢ olarak

kullanilabilmesi i¢in aragtirmalar yapilmasi 6nem arz eden bir konu olarak goériinmektedir
(Akdulum 2011).

Yukarida belirtilen noktalardan dolay1 bu tez ¢alismasinda, zencefilde bulunan ve
dogal fenolik bilesik olan 6-Shogaol’iin hem antioksidan kapasitesi, hem bazi enzimler
tizerinde inhibisyon etkisi, hem de kanserli hiicre hatlarina karsi antiproliferatif etkisi
arastirilarak hastaliklara karst farmakoloji ve gida sektorlerinde etken madde olarak

kullanilabilirliginin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Serbest Radikaller

Kararl1 atomlarin orbitallerinde zit spinli eslesmis durumda iki elektron vardir. Bu
durumdaki atom ve molekiillerin reaksiyona girme istekleri radikallere gore daha azdir.
(Karabulut ve Glinay 2016). Kararli atomlardaki ortaklanmis elektronlar bazi sebeplerle
ortaklanmamig hale gelebilir. Bu sekilde ortaklanmamis elektron igeren aktif ve kararsiz
atom, molekiil veya iyonlara “serbest radikaller” denir. Atom veya molekiiliin sag {ist
kosesine nokta konarak gosterilirler. Kararli duruma gelmek i¢in elektron alma egilimi
gosterirler. Serbest radikallere “oksidan molekiiller” de denir. Cok kararsiz ve kisa
omirlidirler fakat ¢ok reaktif olduklarindan dolayr cevrelerindeki radikal olmayan atom
ve molekiillere saldirarak onlar1 da serbest radikal yaparlar. Bunun sonucunda bir dizi
zincir reaksiyonlar1 baslayabilir. Canli sistemlerdeki ana reaksiyonlardan birisi redoks
reaksiyonudur. Bu reaksiyonda elektron bir tiirden digerine aktarilir. Eger elektron akisi
sirasinda bir kopukluk olursa (6rnegin ortaklanmamis tek elektron transferi) serbest
radikaller olusur. Serbest radikaller yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalarin ve yiiksek
sicakligin kovalent baglar1 kirmasi sonucu da olusabilir. Yine radikal olmayan bir molekiil
ya da atomun elektron almasi veya vermesi ile de olusabilirler (Kiling ve Kiling 2002;

Giilgin 2020).

Serbest radikallerin bazi olusma Yyollar1 asagida verilmistir (Wu and Cederbaum
2003):

1. Yiksek sicakligin tesiri ile ve yiiksek enerjiye sahip olan elektromanyetik
dalgalara maruz kalma sonucunda kovalent baglar homolitik olarak kirilabilir. Bag
kirilmas1 ile bagdaki iki elektrondan birisi bir atomda, digeri diger atomda kalir.
Elektronlar ortaklanmamis hale gelir ve aktiviteleri ¢ok yiiksek olan serbest radikaller
meydana gelir.

A-B - A- + B-
2. Normal bir molekiil heterolitik olarak pargalanabilir. Bu durumda bagdaki her iki
elektron da ayn1 atomda kalir ve zit yiiklii iyonlar olusur.
A+-B - :A~ + B?

3. Radikal olmayan normal bir molekiile redoks reaksiyonlar1 sirasinda tek bir
elektron transfer edilip indirgenme olursa dis orbitalde ortaklanmamis elektron meydana

gelir ve radikaller olusur.



A + e - A

Serbest radikallerin olusumu dis kaynakli veya i¢ kaynakli olabilir (Annakkaya
2012; Karabulut ve Giinay 2016).

Dis kaynaklar:

* Organik bilesiklerin pisirme sirasinda yakilmasi gibi diyet faktorleri,
‘Mikrodalga, UV, X-ray gibi zararli iginlar,

* Hava kirletici gazlar (O3, CO, toluen, formaldehit, benzen vb.),

* Alkol, sigara kullanilmasi,

* Egzoz ve sigara dumani,

* Su kirleticiler (trihalometan, kloroform vb.),

* Volkanik olaylar, ormanlarin yanmasi,

* Boya, tutkal, tiner, baz1 temizlik iiriinleri gibi kimyasal igerikli iiriinler,
* Bocek gibi zararli organizmalar1 engellemek icin yapilan pestisit karisimlari,
* Organik g¢oziiciiler.

I¢ kaynaklar:

*Aerobik solunum sirasinda elektron tagima sistemi (ETS) ile taginan oksijenler yan

urin olarak serbest radikal Uretebilir.

Stokrom oksidaz, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi enzim kaynakli

uretilebilirler.

Sitokinler (hiicreler arasi iletisim saglayan peptid/protein grubu) serbest

kaldiginda makrofaj ve notrofiller tarafindan uretilirler.

-Lipid peroksidayonu, arasidonik asit (¢oklu doymamis yag asidi) metabolizmasi,
otooksidasyon reaksiyonlart (radikal zincir reaksiyonlari), redoks reaksiyonlari, plateletler

ve diiz kas hiicreleri iiretebilir.
* Bagisiklik sistemi patojenlere kars: tiretebilir.
* Yorgunluk ve stres durumlarinda tiretilebilirler.

‘Katesolamin ve kortizol gibi hormonlar strese yol agabilirler, bunun yaninda

kendileri de serbest radikal olabilirler.

+ Sitokrom p450 sistemindeki elektron kacaklarindan olusabilirler.
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Normal durumlarda canli organizmalarda oksidanlar ve antioksidanlar arasinda
denge vardir. Bu denge herhangi bir sebeple bozulursa serbest radikaller olusur. Bunlar
canlida bulunan protein, lipid, niikleik asit, karbohidrat gibi biyomolekiillerin hasara
ugramalarina sebep olurlar. Bu hasarlar sonucu kanser, sitma, diyabet, felg, hipertansiyon,
bagisiklik sisteminin zayiflamasi, ateroskleroz, kronik akciger hastaligi gibi 100°den fazla
hastaligin meydana gelebildigi belirtilmistir (Forman and Zhang 2021). Serbest radikallerin
en biiylik zarar1 hiicre zarlar1 tizerindedir. Hiicre zarlarindan elektron alarak kendileri
ortaklanmis hale gelirken hiicre zarlarin1 hasarli hale getirerek hiicre yapisini bozarlar

(Gokpinar vd 2006).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre membranlarinda bulunan lipidlerle
reaksiyona girdiklerinde meydana gelir ve membranin gecirgenliginin ve akigkanliginin
bozulmasina sebep olur. Bu durum hiicrenin normal fonksiyonlarini gérmesine ciddi
anlamda zarar verir. Ayrica toksik yan iirlinler olusur. Bu yan iiriinler ikinci haberci olarak
davranir ve olustugu alandan uzak yerlerde de etkilerini gosterirler. Lipid peroksidasyonu
hidroksil radikali (OH") gibi bazi tiirlerin saldirist ile metilen grubundan bir H atomu
kopmastyla baglar ve C atomunda ortaklanmamis elektron olusur. Bu C radikali konjuge
dien olarak sabit hale girer. Sonra oksijen molekiilii ile reaksiyon verir ve lipid peroksil
radikali (LOO") olusur. Bagska H atomlarinin da ayrilmasiyla radikaller ile lipidler arasinda
reaksiyonlar devam eder ve sonugta lipid hidroperoksitler (LOOH) olusur. ROS’leri de
lipid peroksidasyonuna ve DNA, RNA ve protein gibi biyomolekiillerde hasarlara neden
olurlar. Hiicre bilesenlerinin zarar gérmesiyle dokular hasarli hale gelir. Bu durum Kkanser,
Alzheimer hastaligi, biyokimyasal dengesizlik, dejeneratif bozukluklar gibi birgok
hastaliga sebep olur (Ramsarma et al. 2003; Devasagayam et al. 2004; Valko et al. 2007,
Abe et al. 2022).

Lipid peroksidasyonu sonucunda aldehitler, hidroksi yag asitleri, alkoller gibi yan
tiriinler olusur. Ozellikle malondialdehit (MDA) gibi aldehitler, ¢ok uzun &miirlii olmalar
ve aktivitelerinin yliksek olmalarindan dolay: hiicre i¢i ve hiicre disindaki lipid, protein,
niikleik asit gibi biyomolekiillere oksidatif zarar vererek, membran enzimleri ve
reseptorlerinin aktivitelerinin kaybolmasina, bdylece membran stabilizesinin bozulmasina
neden olarak geri doniisiimii miimkiin olmayan hasarlara sebep olmaktadirlar (Canorug et

al. 2001; Del Rio et al. 2005).
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Sekil 1. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidayonuna en ¢ok sebep olan hidroksil radikalidir. Bu radikal membran
yapisindaki yag asitleri zincirinden H atomu koparir. Boylece lipid peroksidayonu
baglayarak yag asitleri radikal olmaya baslarlar. Bu durum zincir reaksiyonu olarak devam
eder ve hiicre bilesenlerine zarar verir. Hidroksil radikalinin yani sira buna singlet oksijen
(*O) de sebep olur. OH', DNA pargalarindan piirinlere ve dzellikle de pirimidinin C4=Cs
cift bagina saldirarak onlardan H atomu koparir veya onlara H atomu verir. Bunun
sonucunda urasil glikol, timin glikol, hidantoin, 5-hidroksideoksisitidin, 5-
hidroksideoksiiiridin, {ire kalintis1 gibi pirimidinin hasar tiriinleri olusur. Radikal saldirilart
ADP-riboz enzimini aktive eder. Bu enzim apoptoza (programlanmis hiicre 6liimii) ve

DNA’in par¢alanmasina sebep olur. Yine serbest radikaller karbohidratlara da saldirarak C



radikalleri meydana getirirler ve zincir kirilmalarina yol agarlar (Devasagayam et al. 2004;
Sarma et al. 2010).

Oksidanlar ve serbest radikaller oksijen, azot ve kiikiirtten tiirerler. Oksijenden
tireyenler “reaktif oksijen tiirleri (ROS)”, azottan tiireyenler “reaktif azot tiirleri (RNS)”
olarak adlandirilir. Kisa omiirli molekiiller, iyonlar ve radikallerdir. Yar1 omiirleri
nanosaniyeden saatlere kadar degisir (Giilgin vd 2019). Molekiiler oksijen serbest
radikallerle kolaylikla ve radikal olmayan maddelerle yavas olarak reaksiyon vererek

ROS’lerini olusturur. En 6nemli reaktif oksijen tiirleri hidroksil radikali (OH"), stiperoksit
radikali (O2"), alkoksil radikali (RO), peroksil radikali (ROO), nitrik oksit (NO)

radikalidir. Bunlarin icinde de hidroksil ve alkoksil radikalleri en reaktif olanlaridir.
Hidroksil radikalinin yar1 émrii 107 s, alkoksil radikalinin ise 2 s’dir. Diger radikaller daha
az reaktiftir. Bunun yaninda hidrojen peroksit (H20.), singlet oksijen (*O-), hipoklorit
(HOCI), ozon (O3) gibi radikal olmayan ROS’leri de vardir. Singlet oksijen, molekiiler
oksijenden daha reaktiftir. Bunlar molekiiler oksijene bir elektron transfer edilerek
kolaylikla radikale doniisebilirler. Hiicrelerde solunum zinciri 6nemli bir ROS kaynagidir.
Radikal olan ve olmayan reaktif oksijen ve azot tiirleri Tablo 1°de verilmistir (Apak et al.
2022).

Tablo 1. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Serbest radikal olanlar Serbest radikal olmayanlar
Stiperoksit radikali 0.~ Ozon O3
Hidroksil radikali OH' Singlet oksijen 10,
Lipid radikali L Hidrojen peroksit H202
Lipid peroksil radikali  LOO* Hipoklorit HOCI
Lipid alkoksil radikali LO Lipid hidroperoksit LOOH
Hidroperoksil radikali HOO Nitroz oksit N20
Peroksil radikali ROO’ Nitroz asit HNO:2
Protein radikali P Peroksinitroz asit ONOOH
Nitrik oksit radikali NO Diazot trioksit N203
Azot dioksit radikali NO2’ Nitril klorit NOCI
Nitrosil katyon NO* Nitroksil anyon NO
Tiyil radikali RS Peroksinitrit ONOO




O2 molekiiliiniin orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran sekli olan Oz

(stiperoksit radikali), en kolay ve en ¢ok meydana gelen radikaldir. Molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesiyle ¢ok kararsiz olan siiperoksit radikali meydana gelir.
Molekiiler oksijene elektron verenler genelde demir, bakir, glukoz, adrenalin, tiyol

bilesikleri, flavin niikleotidleridir. Bu radikalin miktarmin artmasi ile radikal zincir
reaksiyonlar1 meydana gelerek diger radikaller olusur. O2 oksidatif zarara fazla neden

olmaz. Ciinkii stiperoksit dismutaz enzimi hemen H202’ye donistiiriir. Stiperoksit
radikallerinin asil zararlart H202’nin olusumuna sebep olmalari ve metal iyonlarim

indirgemeleridir (Halliwell 1991; Naidu 2003; Apak et al. 2022).

2ve indirgenir. Fe?"’de hidrojen

Fe®*, siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek Fe
peroksit ile reaksiyona girer ve hidroksil radikalini olusturur. Yani Fe?" iyonu radikal
olusumuna sebep olmaktadir. Bu reaksiyona “fenton reaksiyonu” denir. Fenton reaksiyonu
Henry John Horstman Fenton tarafindan 1876 yilinda bulunmustur (Torun ve Yardim

1993; Abe et al. 2022).
F3* + 0,7 - Fe*t + 0,
Fe’* + H,0, - Fe** + OH  + OH (Fenton Reaksiyonu)

H20, siiperoksit radikali ile dogrudan da reaksiyona girebilir ve hidroksil radikalini
olusturabilir. Bu reaksiyona ise “Haber-Weiss Reaksiyonu” denir (Wang et al. 2022; Chen
et al. 2023).

0, + H,0b - OH + OH + O, (Haber — Weiss Reaksiyonu)

OH’, hemen hemen tiim maddelerle reaksiyona giren ¢ok aktif bir radikaldir Suyun
X 1sinlarma maruz kalmasiyla, H,O2’in dimetilsiilfoksit ile reaksiyonu sonucu ve yine

H202’in UV 1sinlarina maruz kalmasiyla da olusabilir (Apak et al. 2022).

X 1sinlari

H,0 —5 OoH + H

uv
H,0 — 20H

Demir elementi, yer kabugunda en bol bulunan dordiincii elementtir.
Metabolizmada ¢ok dnemli reaksiyonlar i¢in gerekli bir element olmasina ragmen ¢esitli
sebeplerle hiicrelerde fazla birikmesi halinde reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesine sebep
olarak basta kanser olmak iizere, diyabet, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklarin
olusmasina neden olur (Sekil 2). Ozellikle erkeklerde iireme i¢in potansiyel bir risk faktorii

oldugu belirtilmistir (Kocpinar vd 2020; Zhang et al. 2022).
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Antioksidanlar

Sekil 2. H>O2 olusumu, giderilmesi ve fenton reaksiyonu yoluyla OH" iiretimi

NO’, reaktif bir tiir olup oksijen ile ve bakir, demir, kobalt, mangan gibi metallerle
reaksiyona girer. NO’, azot monoksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan L-argininin L-
sitruline doniisiimii yoluyla da {iretilebilir. Bagisiklik sisteminin kontrolii ve sinyal
iletiminde rolii vardir fakat iltthap ve doku hasarma sebep olabilir. NO”’in miktari
arttiginda hiicrelere zarar vermeye baslar ve serbest radikallerden stiperoksit radikali ile,
hidrojen peroksit ile reaksiyon verip NO2/NOs (nitrit/nitrat), ONOO™ (peroksi nitrit)
molekiillerini olusturur (Henry et al. 1991; Oztiirk Sarikaya 2009).

HOO'" (hidroperoksil radikali), pH:4,8’de siiperoksit radikaline bir H atomunun
katilmasiyla olusur ve kuvvetli oksidan 6zellik gosterir (Sharp et al. 2008).

LO" (lipid alkoksil radikali), lipid hidroperoksitlerin Fe?* gibi gecis metallerine
elektron vermesiyle olusur. LOO" (lipid peroksil radikali), demir iyonu araciligiyla lipid
hidroperoksitin indirgenmesi ile olusabildigi gibi alkoksil radikalinin peroksil radikaline
dontisiimii ile de olusabilir (Coffey et al. 1995; Dogru 2020). Lipid peroksil radikallerini E
vitamini giderir.

H>O», serbest radikal degildir. Fakat kolay bir sekilde oksijen radikallerinin
olusumuna sebep oldugu icin radikal sinifinda degerlendirilir. Hidrojen peroksit,
stiperoksitin bir elektron almasiyla veya oksijen molekiliiniin iki elektron almasiyla

olusabilir. Ayrica peroksizomlarda bulunan oksidazlar ¢ok miktarda H»O; iiretirler (Wang
et al. 2021).

2H" + 20,7 — H,0, + O,
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H20,, bakir ile ve proteinlerin hem gruplarindaki demir gibi metallerle reaksiyona
girer ve serbest oksijen radikallerini olusturur. Reaktif demir tiirleri giiglii oksitleyicidirler
ve membranlarda lipid peroksidasyonunu baslatabilirler. H2O2’nin fagositleri aktive etme,
mesajc1 molekiil olarak davranma gibi faydalar1 vardir. H2O2’yi katalaz ve peroksidaz
enzimleri uzaklagtirir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda sentetik olarak {iretilen
komlekslerin H202 giderme Ozellikleri arastirilmigtir. Pirouzmand ve arkadaslari kobalt
bazli B-siklodekstrin kompleksinin hidrojen peroksiti giderdigini belirtmiglerdir (Halliwell
1984; Pirouzmand et al. 2022).

.....................................................

! Arginin 0, E
: NOS 5
5 NO* 0,” :
i SOD ;
: . 4 CAT :
5 + 5
: ¥ X-ray E
{ NO, + OH' OH i
5 N o 5

.....................................................

Sekil 3. Bazi reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Stahl and Sies 2002)

Serbest radikaller proteinleri direkt etkilerler. Etkilenme seviyesini proteinin amino
asit igerigi belirler. Serbest radikaller, siilfiir ve doymamis bag bulunduran molekiillerle
yiiksek oranda reaksiyon verirler. Bu ylizden tirozin, triptofan, sistein, metiyonin,
fenilalanin gibi amino asitleri bulunduran proteinler radikallerle ¢ok kolay reaksiyona
girerler. Oksidasyona ugrayan proteinler, son derece reaktif hidroperoksitleri meydana
getirirler. Zamanla biriken oksidasyona ugramis proteinler degisik hastaliklara sebep
olurlar (Ramsarma et al. 2003; Devasagayam et al. 2004; Sarma et al. 2010). OH',
proteinlerin yapilarinda modifikasyonlarin ¢ogundan sorumlu radikaldir. Serbest radikaller
genellikle proteinlerin yan zincirlerinde, seconder ve tersiyer yapilarinda degisikliklere

sebep olurlar (Manessis et al. 2020; Rahman et al. 2020)
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Sekil 4. Protein oksidasyonu mekanizmasi. PH: protein, POO": protein peroksil radikali,
POOH: protein peroksit, PO": protein alkoksil radikali, POH: protein hidroksil
tirevi, P": protein merkezli radikal

Yukarida zararlar1 bahsedilen ROS’leri, aslinda normal aerobik canli tarafindan
organizmaya yarar saglamak {lizere solunum, bagisiklik, redoksa bagli sinyal diizenlemeleri
icin az miktarda ve siirekli olarak tiretilirler (Giilgin 2006a; Shivakumar and Kumar 2018).
Hasarl1 ve kanserli hiicrelerin 6liimiine, mikroorganizmalarin zararsiz hale getirilmesine,
enfeksiyonlara karsi savunmaya, biiyiime sinyallerinin aktive edilmesine, hiicre ici
depolardan kalsiyum salinimina, ATP gibi molekiillerin biyosentezine yardim ederler
(Karabulut ve Giinay 2016). Hiicre i¢indeki ROS’lerinin %90’indan fazlas1 mitokondri i¢
membranindaki oksijenli solunum reaksiyonlar1 tarafindan iiretilir (Wei and Pang 2005).
Diisiik miktarlardaki ROS’leri, temel hiicre aktivitelerinin diizenlenmesinde sinyal
molekiilleri olarak ve hiicre biiylimesinde, adaptif tepkilerin olugsmasinda islev goriirler

(Yan et al. 2020).
Antioksidanlar

Cesitli sebeplerle canli organizmada ortaya ¢ikan oksidanlara karst viicutta dogal
olarak savunma yapan maddeler vardir. Bu sekilde savunma mekanizmasinin i¢inde olan
bilesiklere ‘““antioksidanlar” denir. Antioksidanlar, serbest radikallerin hem olusumlarini
hem protein, lipid, niikleik asit gibi biyomolekiillere verebilecekleri zararlar1 engellerler.
Viicutta kalkan gibi hareket eden antioksidanlar, kendi elektronlarini verip radikalleri
notiirlestirirken kendileri serbest radikal haline gelmemektedirler. Antioksidan etki
gosterirken yiikseltgendikleri icin indirgeyici ajan olarak kabul edilirler. Yiyecek, icecek
ve ilaclarin bozulmasina sebep olan lipid peroksidasyonunu geciktirerek raf omiirlerini
uzatirlar. Antioksidanlar, viicut organlarini serbest radikallerin oksidatif hasarindan
koruyan, oksidatif stresi azaltan, kanseri Onleyen ve tedaviye yardim eden bilesiklerdir

(Gtil¢in 2010; Higgins et al. 2020, Rahaman et al. 2023).
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Metabolizmanin normal olarak islev gordiigii durumlarda mitokondrideki sitokrom
sistemi, organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Eger bu sistem yetersiz kalirsa
dogal enzimler yardim eder. Eger bu da yetersiz kalirsa oksidanlar hiicre membranina
saldirmaya baglar ve ilk olarak da lipidlere saldirarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar.
Lipid peroksidasyonu, membranlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller
tarafindan aldehitler, alkoller, peroksitler gibi iiriinlere par¢calanmasidir. Bunlarin i¢inde en
¢ok biyolojik olarak oldukc¢a aktif olan aldehitler olusur. Ya olduklar1 yerde ya da difiize
olarak hiicrenin baska yerlerine gidip orada hasarlara sebep olurlar. Boylece hasarli
duruma gelen hiicrelerdeki lipidlerin goériintimleri, besin degerleri ve kaliteleri azalir. Daha
da 6nemlisi ise bu burumda ¢esitli hastaliklara giden yol agilmis olur. Eger yeterli seviyede
E ve C vitaminleri gibi antioksidan nitelikteki vitaminler alinirsa lipid peroksidasyonunun
ve hiicresel hasarlarin Oniine gecilebilir. Antioksidanlar, serbest radikallerden viicudu
koruyarak, biyomolekiillerin oksidasyonunu ve oksidatif olarak lipidlerin bozunmasini
engelleyerek gidalarin kalitesini artirirlar. Bu nedenledir ki gidalarin  bozulmasini
geciktirmek amaciyla katki maddesi olarak gida sanayisinde siklikla kullanilirlar. Bu katki
maddeleri dogal ve sentetik olabilmektedir. Son zamanlarda sentetik olanlarin yan etkileri
tespit edildiginden ilgi dogal antioksidanlara kaymistir. Ozellikle bitkilerden hem dogal
hem etkili antioksidan bulma ve bunun endiistride kullanilmasi yoniindeki galismalar
giderek artmaktadir. Cesitli dogal antioksidanlar sebze, meyve ve tahillarda bulunmakla
birlikte yemeklere katilan baharatlar da iyi birer antioksidan kaynagidirlar. Ornegin
karabiberin soguk alginligi, nefes darligi, oksiiriik, dizanteri, aralikli ates, basur, bogaz
hastaliklari, istahin artirilmasi ve sindirim gibi hastaliklarin tedavisinde yardimci oldugu
belirtilmistir. Halen insanlik i¢in antioksidan kaynagi olarak daha ¢ok karada yetisen kiraz,
visne, ¢ilek, domates, kavun, seftali, portakal, havug, greyfurt, avokado, karnabahar,
zeytinyag1 gibi gidalar kullanilmaktadir. Bunun yaninda mikroalg tiirleri de Onemli
antioksidan bilesiklere sahiptirler (Halliwell 1991; Prior and Cao 2000; Benzer ve Ozan
2003; Giilgin vd 2005a; Giilgin 2005b; Rahaman et al. 2023).

Antioksidanlar farkli mekanizmalarla oksidanlara karsi savunma yaparlar. Bu etki

mekanizmalar asagidaki gibidir (Opara 2002; Gokpinar vd 2006):

‘Baskilayici (sondiiriicii) etki: Oksidanlara H atomu vererek aktifliklerini azaltir ya

da durdururlar. Baz1 vitaminler, flavonoidler ve mannitol, baskilayici etki yaparlar.

*Onarict etki: Oksidatif reaksiyonlar sonucu zarar goéren biyomolekiilleri onararak

yenilenmelerini saglarlar.
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*Giderme etkisi (siipiiriicii etki): Oksidanlar1 bagka gii¢gsiiz bir molekiile ¢evirerek

etkisiz hale getirirler. Mikromolekiiller ve antioksidan enzimler giderici etki gosterirler.

*Zincir kiric1 etki: Radikalleri kendilerine baglayip inaktive ederek zincir kirict etki

gosterirler. Mineraller, hemoglobin, seruloplazmin bu gruptandir.
*Kinaz kayiplarii onleme: Oksidasyon tepkimelerini durdurarak etki ederler.

‘Enzim etkisi: Siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerle antioksidanlarin

baglanma oranin ylikselterek etki gosterirler.

Cesitli ekstraktlarin ya da bilesiklerin ne kadar antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu belirlemek igin in vitro olarak laboratuvar ortaminda antioksidan kapasite
belirleme uygulamalar1 yapilmaktadir. Daha 6nce test edilip antioksidan etki bakimindan
yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenen a-Tokoferol, BHA, BHT, Troloks gibi bilesikler
standart olarak kullanilip farkli numunelerin antioksidan kapasitesi kiyaslanarak 6zellikle
saglik agisindan faydali olabilecek yonleri ortaya ¢ikarilmaya calisilmaktadir. Antioksidan
kapasite metotlarinda baslica iki tiir reaksiyon mekanizmasi vardir (Huang et al. 2005;

Prior et al. 2005):
*Tek elektron transferi yapilan reaksiyonlar (SET)
Hidrojen atomu transferi yapilan reaksiyonlar (HAT)

Ayrica her iki mekanizmay1 iceren reaksiyonlar da vardir. HAT temelli metotlarda
radikal ireten radikal baslatict vardir. Reaksiyon ortamina radikalin hedefinde olan
molekiil ve antioksidan eklenir. Radikalin hedefinde olan molekiil yerine, ortamda olan
antioksidan madde radikale H atomu verir. Boylece radikalin hedef molekiile verecegi
zarar engellenmis ya da azaltilmig olur. SET temelli metotlarda antioksidan, oksidana bir
elektron vererek indirger. Bu reaksiyonlar sonucunda genellikle renk degisimi olur. Bu
renk degisimi antioksidan derisimi ile orantilidir. Sonucta olusan renkli bilesik belirli bir
dalga boyunda absorbans verir (Huang et al. 2005). Antioksidanlar Sekil 5’teki gibi
smiflandirilirlar (Bensid et al. 2022).
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Antioksidanlar
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Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
/ \ —> BHA
Enzim olanlar Enzim olmayanlar —> BHT
— Birincil enzimler — Vitaminler —» TBHQ
— Ikincil enzimler — Fenolik asitler —» PG
—> Flavonoidler — OG
— Karotenoidler
—» Kofaktorler
—» Mineraller

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, yesil sebzeler basta olmak tiizere kabuklu ve kabuksuz
meyvelerde, baklagillerde, tohumlarda, bitkilerin tohum, gévde ve yapraklarinda, koklerde,
cigeklerde bulunurlar. Yine A, B, C ve E vitaminlerini igeren baz1 besinlerde de bulunurlar.
Dogal antioksidanlarin ana kaynagi bitki fenolikleridir. Sekonder metabolit olan bu
fenolikler; flavonoidler, esensiyal yaglar, alkaloidler, lignanlar, terpenler, terpenoidler,
tokoferoller, fenolik asitler, polifonksiyonel organik asitler, peptidlerdir. Bu bilesikler
bitkilerin kok, yaprak, kabuk gibi biitiin kisimlarinda, ayrica ¢ekirdek, meyve, sebzelerde
normal metabolik yollarla iretilir. Bu metabolitler, bitkileri istenmeyen etkilerden
korumada etkin rol oynarlar. insan diyetinde de antioksidan aktiviteye sahip olan birgok
farkl1 bilesik vardir ve bunlarin yapisal Ozelliklerine gore ROS’ni giderdigi One
sirlilmiistiir. Diyet antioksidanlarinin en o6nemli temsilcileri tokoferoller, C vitamini,
flavonoidler ve karotenoidlerdir. C vitamini hari¢ bu antioksidanlarin her bir grubu yapisal
olarak farkli bilesikler igerir. Ornegin bugiine kadar 600°den fazla farkli karotenoid
tanimlanmistir. Diyette bu cesitli diyet bilesiklerinin sinerjik etkileri olabilir. Fakat bu
sinerjiyi degerlendirmek zordur. Aslinda diyet bir orkestra gibi diisiiniilebilir ki bireysel
Ozellikleri gerekli olmadan bilesenlerin kendi aralarinda etkilesimler meydana gelebilir.

Meyve ve sebzelerle beslenmenin katarakt, Alzheimer hastaligi, diyabet, kalp-damar, bazi
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kanser tiirleri gibi hastaliklara yakalanma oranmi azalttigi yapilan arastirmalarla

desteklenmistir (Kalkan 2007; Giilgin 2007a; Giilgin 2012).

H>0O, gideren katalaz (CAT, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon s-transferaz, sitokrom oksidaz, hidroperoksidaz, sitokrom-C-oksidaz,
ferritin, transferin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirik asit, hemoglobin, albiimin, melatonin,
laktoferrin, miyoglobin, seruloplazmin, metiyonin, N-Asetil sistein, E vitamini
(tokoferoller), C vitamini (askorbik asit), A vitamini, p-Karoten, dogal antioksidanlardir.
Bunlarin i¢inde en 6nemlileri glutatyon, katalaz ve siiperoksit dismutazdir (Panglossi 2006;

Bursal 2009; Higgins et al. 2020; Akbari et al. 2022).

Dogal antioksidanlar, enzim olanlar ve enzim olmayanlar olarak ikiye ayrilir.
Enzim olan antioksidanlar birincil ve ikincil olarak ayrilirlar. Katalaz, stiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz birincil antioksidan enzimlerdir. Bunlar dogrudan ROS’nin inaktif
hale gelmelerini katalizlerler. Glutatyon rediiktaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimleri ikincil antioksidan enzimlerdir. Bunlar serbest radikalleri hemen gidermezler,

fakat diger antioksidanlarin aktivitelerini artirirlar (Bensid et al. 2020).

SOD, siiperoksiti H202 ve O2’ye ¢evirir. Boylece hiicreleri Oz nin zararina kars:
korumus olur. SOD’un {i¢ smifi vardir: 1.Hiicreleraras1 SOD. 2. MnSOD. 3. Cu/ZnSOD.
Cu/ZnSOD, sitozolde bulunur ve daha g¢oktur. CuSOD, mitokondri ve peroksizomlarda
bulunur. SOD’un sebep oldugu H20,’yi katalaz suya indirger. Katalaz, hidrojen peroksitin
hidroksil radikallerini meydana getirmesini engeller ve hidrojen peroksiti oksijen ve suya
pargalar. CAT, Fe atomu igerir ve insanlarda tim doku ve organlarda bulunur (Arosio et al.

2000; Reddi et al. 2009; Kandemir vd 2017; Meitha et al. 2020).

+ ot 2 Ho0, + O
2VY2 2

20,

CAT
2H202 — ZHzo + 02

Indirgenmis glutatyon (GSH), insan dokularindaki ana antioksidandir. Hiicrelerden
OH", NO’, ONOO",0;" gibi oksidatif tiirleri giderir. GSH, glutatyon peroksidaz tarafindan
katalize edilen reaksiyonla H>O>’yi suya indirgerken kendisi oksitlenmis glutatyon (GSSG)
haline gelir. GSSG ise GR) katalizorliiglinde NADPH ile reaksiyona girerek yiikseltgenmis
formdan (GSSG) indirgenmis (GSH) forma doniisiir (Goulart et al. 2005; Sentiirk vd.
2008; Zhang et al. 2013).
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GP.
H,0, + 2GSH -  GSSG + 2H,0
GR
GSSG + NADPH + H* 5 2GSH + NADPY

GPx, H202’yi, peroksitleri, lipid hidroperoksitleri, suya ve alkollere doniistiiriir.
Boylece hidroksil radikallerinin olusumunu engellemis olur. Basta karaciger, eritrosit ve
bobrek olmak tizere tiim doku ve hiicrelerde bulunur(Sen and Chakraborty 2011; Kandemir
vd 2017).

l CAT l
0, —— 0,7 —— H0, T—= OH C—=> H,0

s !

2GSH GSSG

Sekil 6. Antioksidan enzimler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin giderilmesi

Viicut i¢indeki savunma sistemini kuvvetlendirmek i¢in disaridan alinan yardimci
antioksidan maddeler ekzojen antioksidanlardir. Bu bilesikler ya elektron vererek ya da
gecis metalleri ile selat olusturarak ROS olusumunu azaltirlar (Zhang et al. 2021). Giinliik

diyetten alinabildikleri gibi ilaglardan ve vitaminlerden de alinabilirler.

Baz1 ekzojen antioksidanlar ve bunlarin kaynaklari asagida verilmistir (Da Costa et

al. 2012).
E vitamini (tokoferol): Findik tohumlari, sebze yagi.
C vitamini (askorbik asit): Brokoli, dolmalik biber, kivi, ¢ilek.

Karotenoidler (o ve B-karotenler): Yesil yaprakli sebzeler (lahana, ispanak), kirmizi

meyve ve sebzeler (portakal, erik, kayisi, domates, havug).

Polifenoller (fenolik asitler, flavonoidler): Elma, iiziim, sogan, lahana, kereviz,

fasulye, findik, kakao, cay, kahve.

Vitaminler metabolizma igin az miktarlarda gerekli olan, dogal gida maddelerinde
bulunan bilesiklerdir. Vitamin eksikligi viicutta ¢esitli hasarlara ve hastaliklara sebep olur.
Esensiyal yag asitleri, amino asitler ve eser elementler vitamin olarak adlandirilmazlar. E
vitamini (tokoferol), esensiyal olup, insan viicudu i¢in gerekli olan bir besindir. Viicutta
sentezlenmedigi i¢in digsaridan alinmak zorundadir. Suda ¢dzlinmez, yagda ve organik

¢oOziiciilerde coziinlir. Viicuda alinan tokoferoller, ince bagirsaktan emildikten sonra
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plazma lipoproteinlerine baglanip lenf sistemi ile dolasima girer. 8 izomere sahiptir. Insan
viicuduna en ¢ok a-tokoferol ve ondan sonra da y-tokoferol alinir. a-Tokoferol en giiglii
antioksidan etkiye sahip izomerdir. Tokoferollerin kimyasal yapis1 Sekil 7°de verilmistir
(Azzi 2019). Antioksidanlarin etki mekanizmalarindan hem baskilama hem giderme hem
onarma etkilerini kullanabilen 6nemli bir radikal gidericidir. Kalp rahatsizliklarindan, bazi
kanser tiirlerinden, katarakt hastaliklarindan korur, kirmizi kan hiicrelerini korumaya
yardim eder. Singlet oksijeni siipiiriir. Tokoferollerin, singlet oksijeni siipiirme kapasiteleri
biiyiikten kii¢iige dogru su sekildedir (Chan et al. 1994; Van Der Meulen et al. 1997; Arai
and Kono 2021):

a-Tokoferol > B-Tokoferol > y-Tokoferol > 6-Tokoferol

R1=R,=R3=CHj3 : a-Tokoferol
R1=R3=CHj3, R;=H : B-Tokoferol
R2=R3= CHs, Rs= H : y-Tokoferol
Rs= CHs, R;=Rs=H : 3-Tokoferol

Sekil 7. Tokoferollerin genel kimyasal yapisi

E vitamini, diger antioksidanlarla etkileserek calisabilen bir antioksidandir. Bu
etkilesime E vitamininin yapisinin uygunlugu; yani aromatik halka, OH grubu ve uzun bir
kuyruga sahip olmasi imkan verir. Bu etkilesim ile kendisi oksitlenmis seklinden normal
haline doner veya tamamlayici etki ile radikalleri giderir. GPx ile tamamlayici etki gosterir.
E vitamini peroksit sentezini engellerken glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri giderir.
Tokoferoliin antioksidan olarak en onemli rold, lipid peroksidasyonunu inhibe etmesidir.
Lipid peroksil radikallerine hidroksil gruplarinin H atomunu verip giderirler. Olusan
tokoferol radikali, aromatik halka iizerinde tek elektronun delokalizasyonu (Sekil 8) ile
stabilize edilir (Gtilgin 2020). a-Tokoferol, serbest radikallerin tiretimini engeller, reaktif
oksijen tiirlerine kars1 koruma saglar. C vitamini ile etkileserek kararli sekle gelir. Boylece
lipidleri ve membranlar1 korumus olur. Gidalarda ise oksidasyonu azaltmak i¢in kullanilir
(Packer 1991; Diplock 1998; Saldamli ve Saglam 1998; Gok ve Serterer 2003; Anil 2006;
Zhang et al. 2020; Liu et al. 2021).
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Sekil 8. a-Tokoferol’in radikal siipiirme mekanizmasi

C vitamini (Sekil 9), esensiyal bir vitamin olup suda ¢oziiniir. Yesil renkli taze
meyve, sebze ve turuncgillerde bulunur. Eksikliginde iskorbiit hastaligi meydana gelir ve
halsizlik, yorgunluk, ciltte morluklar, eklem agrilari, kolay kanayan ve ¢ekilen dis etleri
gibi rahatsizliklar ortaya ¢ikar. Giinlilk alinmasi gereken miktar erkekler i¢in yaklasik 90
mg, kadinlar i¢in 75 mg olarak ifade edilmistir. Beyindeki redoks dengesinin korunmasi
icin yliksek seviyede antioksidana ihtiya¢ vardir. Beyinde bu islevi goren ve en bol
bulunan antioksidan glutatyonla beraber askorbattir. C vitamini, giiclii bir antioksidan ve
indirgeyicidir. Kolayca elektron verdigi i¢in ROS ile etkileserek dehidro askorbat sekline
girer. Indirgeyici olarak etki gostererek hidroksilasyon reaksiyonu gerceklestirir. Midede
demir emilirken ferrik demiri (Fe3*), ferroz demire (Fe?*) indirger. Hidroksil radikali,
stiperoksit radikali, peroksil radikali, hidrojen peroksit, hipoklorit, singlet oksijeni siipiiriir.
Ozellikle peroksit radikalini siipiirerek lipid peroksidasyonuna engel olur ve membranlar
oksidatif hasara kars1 korur. Elektron transferi ile radikal zincir reaksiyonlarini keser. Yara
tyilesmelerinde etkili olup bagisiklik sitemine yardimer olur. Kanserin ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin riskini azaltir. Fakat ferroz demiri olusturarak fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikalinin olusumuna sebep olabilir (Akkus 1995; Azzi 2019; Kazmierczak-Baranska et
al. 2020).
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Sekil 9. A ve C vitaminlerinin kimyasal yapilari

A vitamini (retinol), organik ¢oziiciilerde ve yagda ¢oziiniir, suda ¢oziinmez. Saf
halinde iken sar1 kristal seklindedir. A vitamininin éncii bilesikleri “retinoidler”dir. Ureme,
bliylime, géorme ve epitelyum dokunun saglamligi icin gerekli olan bilesik grubudur.
Retinol, retinal, retinoik asit ve B-Karoten bu grupta yer alir. A vitamininin hammaddesi
olan B-karoten, bagirsaktaki epitel hiicrelerinde A vitaminine dondsiir. Siipiiriicti etki ile
radikalleri gidererek kansere karsi koruma saglayan genel karotenoid ailesi, kanserin
yaninda UV isilarinin, kimyasallarin sebep oldugu tiimorlere karsi koruma saglar ve
bagisiklik sistemini giiclendirirler. Retinoidler, reaktif oksijen radikallerini ve serbest
radikalleri polien zincir atomlarindaki o-karbonundan protonun ayrilmasini saglayarak
stipiriirler. Polien zincirinde singlet oksijeni fiziksel bir mekanizma ile giderirler. Singlet
oksijenden termal enerjiyi alarak bu enerjiyi polien titresimi ile serbest birakirlar
(Gokpnar ve Goksan 2002; Frei 2012; Maoka 2020; Gonzales-Peria et al. 2023).

Fenolik bilesikler, bitkilere yayilmis ¢ok amacli biyoaktif bilesikler olarak bilinir.
Sekonder metabolit olarak adlandirilirlar (Rochetti et al. 2022). Canli igin birinci derecede
gerekli olmayan bilesiklerdir. En az bir aromatik halka ve bu halkanin etrafinda bir ya da
daha fazla OH grubu igerirler. Biitlin bitkilerde ve bitki kaynakli {iriinlerde yapisal olarak
farkli olan binlerce fenolik bilesik bulunmaktadir. Sebze, meyve, ¢icek, dal, yaprak, govde,
tohumlarda bol miktarda bulunurlar.  Fenolik bilesikler  bitkilerden  baska
mikroorganizmalarda, mantarlarda hatta hayvan dokularinda da bulunurlar. Bunlarin ¢ogu,
insan diyetinin ayrilmaz bir parcasidir. Ayn1 zamanda ila¢ yapiminda da kullanilirlar. Bir
kism1 meyve ve sebzelerin lezzetini vererek aroma ve tatlarina katki saglarlar. Act ve
burukluk veren maddelerdir. Diger bir kismi ise renk olusumuna etki ederler (Coskun
2006). Fenolik bilesiklerin antioksidan, antikanserojenik, antimutajenik, antimikrobiyal,
antiinflamatuar ve diger biyolojik Ozellikleri iceren saglik koruyucu etkileri vardir.
Ozellikle antioksidan madde olarak etki gosterirler. Serbest radikal sonlandiric1 ve metal
selator olarak davranirlar (Stevenson and Hurt 2007). Yapilarinda bulunan OH

gruplarindaki H atomunu hizlica lipid radikallerine vererek zincir reaksiyonlarim
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sonlandirirlar (Michalak 2006). Fenolik bilesikler halka yapilarindaki rezonans kararliligi
ile elektron delokalizasyonu sayesinde radikal haline gelmezler ve boylece antioksidan etki
gosterirler. Fenolik bilesik siniflar1 Tablo 2’de verilmistir (Giilgin 2020).

©/{?"H PROC (Ij/o + ROH
|

Sekil 10. Fenol radikalinin rezonans kararlilig

Tablo 2. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

1. Fenolik asitler
a. Hidroksibenzoik asit tiirevleri
b. Hidroksisinamik asit tiirevleri
2. Flavonoidler
a. Flavonlar
b. Flavonoller
c. Flavanonlar
d. Flavanonoller
e. izoflavonlar
f. Flavanoller
g. Antosiyanidinler
3. Karotenoidler
4. Stilbenler
5. Kumarinler
6. Lignanlar
7. Taninler
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Fenolik asitler, benzoik asit ve sinnamik asit gruplarindan ortaya ¢ikan aromatik
karboksilik asitlerin hidroksi tiirevleridir. Ferulik asit, klorojenik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, vanilik asit, salisilik asit, gallik asit, rosmanirik asit, sirinjik asit, sinapik asit,
p-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit gibi fenolik asitler bitkilerde yaygin
olarak bulunurlar (Oztiirk Sarikaya vd 2010). Insan diyetinin énemli bir kismim teskil
ederler. Bitki kaynakli gidalarda ve hemen hemen biitiin bitkilerde bulunurlar. Bitkilerde
serbest ve baglt olarak bulunan diyet fenoliklerinin yaklasik %30’unu olustururlar
(Robbins 2003). insan diyetindeki ortalama fenolik asit alimmin diyet aliskanliklara ve

tercihlere bagli olarak giinliik 200 mg oldugu rapor edilmistir (Clifford and Scalbert 2000).
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\
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Kafeik asit Ferulik asit p-Kumarik asit
HOOC
i o) s, o
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X
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HO OH
O- HO HO OH
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Vanilik asit Klorojenik asit Salisilik asit

Sekil 11. Bazi fenolik asitlerin kimyasal yapilar

Fenolik asitlerin antioksidan aktiviteleri, aromatik halkaya bagli hidroksil
gruplarinin sayist ve pozisyonuna baghdir. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit
olmak iizere iki ana grubu vardir. Sinnamik asit tiirevleri, benzoik asit tiirevlerinden daha
etkili antioksidanlardir. Sinnamik asitteki aromatik halkaya bagli —CH,=CH-COOH
grubunun varligi, benzoik asitteki -COOH grubundan daha biiyiik bir antioksidan kapasite
saglar (Cuppett et al. 1997). Fenolik asitler, serbest radikal olusumunu &nlerler, oksidatif
hasara, ve gesitli hastaliklara kars1 koruma yaparlar. Bir fenoliin omurga yapisinda farkli
substitiientlerin varligi, onlarin antioksidan o6zelliklerini bilhassa da H atomu verme
kapasitesini degistirir. Monofenol, polifenolden daha az etkili antioksidandir. Orto veya
para pozisyonundaki elektron veren grup, ornegin hidroksil grubu fenoliin antioksidan
aktivitesini artirir (Chimi et al. 1991; Kiokias et al. 2020; Rashmi and Negi 2020).
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Flavonoidler, gidalarda yaygin olarak bulunan, genellikle renk olusumuna sebep
olan 15 karbonlu polifenolik bilesiklerdir. Temel yapilarinda C6-C3-C6 halka yapis1 vardir
(Formica and Regelson 1995; Shen et al. 2022). 5000°den fazla flavonoid oldugu
belirtilmistir (Bronze et al. 2012; Liu et al. 2021). Etkili antioksidan sinifidirlar. Peroksil,
siiperoksit, alkoksil, nitrik oksit gibi radikalleri giderirler. Ozellikle otooksidasyon
reaksiyonlarin1 Onlerler. Demir ve bakir elementleri ile selat olustururlar, o-tokoferol
rejenerasyonu islevini goriirler. Bunun yaninda antiinflamatuar, antitimor, antiviral,
antialerjik, antitrombotik etki de gosterirler. Kozmetik sanayisinde giines kremlerine ve
merhemlere katilirlar. Dericilikte tabaklama bileseni olarak, et konserve iiriinlerinde
hizlandirict olarak kullanilirlar. Uranyum, zirkonyum, titan metallerinin analitik

tayinlerinde kullanilirlar (Sagiroglu ve Ozcan 2007).

Sekil 12. Flavonoidlerin metal selatlama mekanizmasi

Flavonoidlerin, flavon, izoflavon, flavonol, flavanon, flavanol, flavanonol,
antosiyanidin, kalkon olarak isimlendirilen alt smiflar1 vardir. Flavonlar, domates,
kirmizibiber, karabugday, kereviz, ¢cay ve bazi meyve cesitlerinde bulunurlar. Rutin,
apigenin, luteolin, krisin bilesikleri bu gruptandir. Izoflavonlar, baklagillerde, soya
fasulyesinde bulunurlar. Genistin, genistein, daidzin, daidzein, formononetin, biochanin A
bilesikleri bu gruptandir. Flavanonlar, doymus C halkasina sahiptirler, flavonlarin orta
halkasinda bulunan ¢ift bag flavanonlarin yapisinda yoktur. Turuncgillerde ve limonda
bulunurlar. Naringenin, naringin, hesperetin, erodiktiyol bilesikleri bu gruptandir.
Flavanonol grubunda ise taxifolin bilesigi vardir. Flavanoller, flavan-3-ol olarak
isimlendirilirler ve kiraz, elma, kayisi, erik, ¢ilek gibi gesitli meyvelerde bulunurlar.
Flavonoller, 3-hidroksiflavon olarak da isimlendirilirler ve diger flavonoidlerden daha
fazla OH grubu igerirler. Zeytinyagi, greyfurt, sogan, dut gibi gidalarda bulunurlar.
Kaemferol, kuersetin, tamarixetin, mirisetin, isoramnetin, morin, datiscetin bilesikleri bu
gruptandir. Antosiyanidinler, ¢ilek, dut, kiraz gibi meyvelerde bulunan dogal renk

bilesikleridir. 650’den fazla antosiyanidin bilesigi tanmimlanmistir. Meyve, sebze,
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yapraklarin mavi, kirmizi, mor, pembe renklerini verirler. Apigenidin, peonidin, petunidin,
siyanidin, malvinidin, delfinidin, pelargonidin antosiyanidin grubunda olan bilesiklerdir.
Proantosiyanidinler polimerik bilesik grubudur. Katesin-epikatesin etkilesiminden
olusanlar “prosiyanidin”; katesin-gallokatesin etkilesiminden olusanlar ise “prodelfinidin”
olarak adlandirilir. Katesinler, meyve g¢esitlerinde, ¢ayda bol miktarda bulunurlar.
Enzimatik ya da kimyasal reaksiyonlarda oksijen ile birleserek proantosiyanidinleri
meydana getirirler. Kalkonlar, flavonoidlerin oncii bilesikleri sayilirlar. Cesitli bitkilerde
bulunurlar (Shahidi and Naczk 1995; Gogiis ve Fadiloglu 2006; Castaneda-Ovando et al.
2009; Wang et al. 2009; Shen et al. 2022).

Flavon [zoflavon Flavanon

O
L
7
& o
T
Flavonol Flavanonol Antosiyanidin

Sekil 13. Flavonoidlerin kimyasal yapilar

Karotenoidler, fenolik bilesiklerin alt siifinda yer alirlar. 800°den fazla lipofilik
pigmente sahip karotenoid bulunmustur. Bitkiler, algler, bazi mantarlar, bakteriler ve
fitoplanktonlar tarafindan iiretilirler. Portakal, domates, havug, ispanak, greyfurt gibi
meyve ve sebzelerin turuncu, sari, kirmizi, yesil renklerini veren bilesiklerdir. Bunlardan
yaklasik 50 tanesi insan diyetinde yer almaktadir ve bunlarin en yaygin olanlari B-karoten,
a-karoten, likopen, lutein, B-kriptoksantin, zeaksantindir. Viicutta ince bagirsaktan pasif
difiizyon ile emilirler. Hiicreler arasi iletisimde, hastaliklarin 6nlenmesinde, bagisiklik
siteminin giliglendirilmesinde gorev alirlar. Hem hidrofilik hem de hidrofobik grup
icerirler. Antikanserojen etkilerinden dolayr gida sanayisinde kullanilirlar. Giiglii
antioksidan sinifindan olup molekiiler oksijeni ve peroksil radikallerini giderirler.

Yapilarindaki konjuge c¢ift baglarin etkisiyle H2O2 olusum hizim1 azaltirlar, serbest
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radikalleri giderirler, singlet oksijeni bastirirlar, hiicreyi oksidatif stresten korurlar.
Antioksidan kapasiteleri yapidaki ¢ift bag sayisi arttikca artmaktadir. Siiper karotenoid
olarak adlandirilan astaksantin, gii¢lii bir antioksidan olup Haematococcus pluvialis’ten
elde edilmektedir (Gok ve Serteser 2003; Anil 2006; Rowles and Erdman 2020; Liu et al.
2021).

En ¢ok bilinen ve ilizerinde en ¢ok arastirma yapilan karotenoid, B-karoten’dir. B-
Karoten (Sekil 14), havug, mango, lahana, bal kabagi, portakal, sari/turuncu meyvelerde,
yesil yaprakli bitkilerde bulunur. Karacigerde palmitat esteri seklinde depolanir. Etkili
antioksidanlardan olup, siiperoksit radikalini giderir, singlet oksijeni bastirir, peroksil
radikalleriyle dogrudan reaksiyona girer. Zararli 1sinlara ve kansere kars1 koruma yaptigi,
immiin sistemi destekledigi, timorii inhibe ettigi, kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana
gelme riskini azalttigi belirtilmistir. Gida ve ilag endiistrisi i¢in 6nemli bir antioksidan olup
margarinlere ve peynir iiriinlerine katilmaktadir (Akkus, 1995; Kahyaoglu ve Kivang 2007;
Giilgin 2012).

Sekil 14. B-Karoten’in kimyasal yapisi

Rezveratrol (Giilgin 2010), L-Adrenalin (Giilgin 2009), L-Karnitin (Giilgin 2006b),
propofol (Giilgin vd 2005a), morfin (Giilgin vd 2004a), serotonin (Gtilgin 2008), melatonin
(Glilgin vd 2008), kurkumin (Ak ve Giilgin 2008), L-Tirozin, L-Dopa (Giilgin 2007),
psoromik asit, usnik asit, vulpinik asit (Cetin Cakmak 2017), rutinhidrat (Kog¢ 2019),
olivetol (Taslimi 2017), filoretin (Teke 2016), izolikuiritigenin (Cetinkaya 2016),
tangeretin, genistein, formononetin, scopoletin, delphinidin chloride, pelargonidin chloride
(Durmaz 2015), kapsaisin (Arabaci 2015), sinefrin, fenilefrin (Goger 2014), oktopamin
(Caglayan 2013), apomorfin, timol, humik asit (Sehitoglu 2012), rozmanirik asit (Nar
2011), elajik asit, gallik asit, ferulik asit, kuersetin, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit,
sirinjik asit (Oztiirk Sarikaya 2009) gibi fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesi oldugu
belirtilmistir.
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Sentetik Antioksidanlar

Gida ve ilag sektorlerinde kullanilirlar. Gidalarin raf dmriinii ve bozunmaya karsi
dayanikliklarini artirmakla birlikte kat1 ve sivi yaglarin ¢ozliniirligiini de artirirlar. Diisiik
maliyetli, yiiksek performansli olduklarindan dolayr gida endiistrisinde 70 yildir
kullanilmaktadirlar. ~ Ozellikle iiriinlerin  isleme ve depolama sirasinda lipid
peroksidasyonunun baslamasini geciktirmek veya Onlemek, hayvansal kati yag, bitkisel
sivi yag, et, balik, patates vb. iriinlerde antioksidan olarak ve renk stabilizesinin
saglanmas1 amaciyla kullanilirlar. Fakat asir1 kullanilmalar1 insan sagligi ac¢isindan
zararlidir. En ¢ok kullanilanlar, fenolik bilesik smifinda olan Biitillenmis Hidroksianisol
(BHA), Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT), Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ), Propil
Gallat (PG), Oktil Gallat (OG)'tir (Kim et al. 2016; Xu et al. 2021). Sentetik
antioksidanlar, standart antioksidanlar olarak dogal numunelerin antioksidan aktivitelerinin

Ol¢timiinde de kullanilirlar.

BHA ve BHT (Sekil 15), gida ve farmakolojik uygulamalar i¢in yaygin bir sekilde
kullanilir. BHA, o6zellikle kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmekte
etkilidir. Et ve et iiriinlerinin stabilizasyonunda askorbik asit ve gallatlarla beraber BHA da
kullanilir (Lee et al. 2005; Jittrepotch et al. 2006). BHT, antioksidan ve antikanserojen
olarak etki eder. Patates iirlinleri ve kizartma yapilan islemlerde BHA ve BHT kullanilir
(Habib and Shah 2004). Yalniz her ikisinin de karaciger hasarina ve yiiksek seviyelerde
kullanildiklarinda kansere sebep olduklarindan sliphelenilmektedir. Bundan dolay1 sentetik
antioksidanlar hakkinda giivenlik endiseleri artmis durumdadir. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan, sentetik antioksidanlarin bu potansiyel toksik ve kanserojen
etkilerinden dolayr gida katki maddelerindeki kullanimlar1  siki1 = bir  sekilde
denetlenmektedir ve gida koruyucu olarak  kullanilmalart  yasal kurallarla
sinirlandirilmistir.  Gida ve ilag sektorlerinde etkili dogal antioksidanlar, sentetik
antioksidanlarin yerine kullanilarak sentetiklerin bu zararli etkilerinin 6niine gegilebilir.
1980°den beri dogal antioksidanlar sentetiklere alternatif olarak ortaya c¢ikmistir. Dogal
antioksidanlarin faydali etkilerinden dolayr gida uygulamalarinda dogal antioksidanlara
kars1 artan bir ilgi vardir ve miisterilerin tercihi dogal antioksidanlara dogru artma
egilimindedir. Bundan dolay1 antioksidanlarin dogal kaynaklardan kesfi i¢in aragtirmalara
hiz verilmistir ve artik antioksidanlar kdkenlerine dayali olarak dogal ve sentetik olmak

tizere iki grup halinde siniflandirilmaktadir (Giilgin 2020).
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Sekil 15. BHAve BHT’nin kimyasal yapilari

TBHQ, et iirtinleri, hayvansal yaglar, doymamis bitkisel yaglar i¢in oldukc¢a etkili
bir koruyucudur. Hayvansal gida iirlinlerinin rengini, tazeligini, besleyici degerini korur ve
stabilize eder. Demirin varliginda bile renk bozulmasina neden olmaz. Ayrica eklendigi
maddenin tadin1 ve kokusunu degistirmez. Bazi1 calismalarda BHA ve BHT den daha etkili
bir antioksidan oldugu rapor edilmistir. TBHQ’daki iki para-hidroksil grubu antioksidan

aktivitesinin ana ajanlaridir.

PG, yaglar1 ve yag iceren gidalari, peroksit kaynakli acilasmadan koruyan bir
antioksidan olarak kabul edilir. Gida ve kozmetik ambalaj malzemeleri, yenilebilir yaglar,
mayonez, basinca dayanikli yapistiricilar, firinlanmig {riinler, yaglama yagi katki
maddelerinin stabilizasyonu i¢in 1948’den beri kullanilmaktadir. Ancak karaciger

toksisitesi ve kansere neden oldugu rapor edilmistir.

OG, 1-oktanol ve gallik asidin esteri olan bir antioksidan ve gida koruyucudur.
BHA, TBHQ, PG’in niikleik asit ile molekiiler kompleks olusturdugu ve DNA’nin ¢ift
sarmal yapisina zarar verdigi rapor edilmistir. BHT ve PG, kanserojen ve toksiktir. Bu
bilesiklerin viicutta, organlarda, dokularda, hiicrelerde birikmeleri gibi metabolizmalar ile
ilgili artan giivenlik endiselerinden dolayr miisteriler i¢in kabul edilebilirlikleri azalmistir

(Liu and Mabury 2020; Xu et al. 2021).
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Sekil 16. TBHQ, PG ve OG’1n kimyasal yapilari
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Oksidatif Stres

Canli sistemlerde normal isleyiste oksidanlar ile antioksidanlar arasinda denge
vardir. Bu dengenin cesitli sebeplerle bozulmasi sonucu oksidatif stres ortaya cikar.
Oksidasyona sebep olan reaktif tiirlerin hiicre igerisinde konsantrasyonunun artmasi ve

antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasiyla olusan durum “oksidatif stres” olarak
tanimlanir. Serbest radikaller (OH,ROO",RO",02" vb.), radikal olmayan reaktif oksijen

tiirleri (HOCI, 102, H202 vb.), radyasyona ve UV 1sinlarina maruz kalma, ila¢ kullanimi,
alkol ve sigara kullanimi, immunolojik reaksiyonlar ve yaglarin oksidasyonu sonucu
oksidatif stres meydana gelebilmektedir. Oksidatif stres durumunda hiicrelerin normal
diizeni bozulur. Ozellikle ROS’leri antioksidan savunma sistemini alt edip lipid, protein,
karbohidrat, DNA gibi biyomolekiillerin oksidatif olarak degismesine, dokularin hasar
gormesine, toksik etkilere, sinyal iletilerinde aksakliklara sebep olarak sonucta
kardiyovaskiiler, norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastaligi, diyabet, parkinson,
kanser, ateroskleroz, zihnin ve bedenin erken yaglanmasi gibi birgok hastaligin olusumuna
yol acarlar. Radyasyon, agir metaller, yiiksek basing ortami, oksidatif stresi artirmaktadir.
Artan oksidatif stres sonucu koroner kalp hastaligi, obezite, tip 2-diyabet, katarakt,
hipertansiyon gibi bircok hastalik ortaya ¢ikar (Apak vd 2016; Uner ve Yilmaz 2021, Apak
et al. 2022; Konovalov et al. 2022).

6-Shogaol

Tercih edilen IUPAC adi 1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-4-deken-3on olan 6-
Shogaol (Sekil 17), C17H2403 kapali formiile sahip, molekiil agirligi 276,37 g/mol olan
fenolik bir bilesiktir. Yapisinda bir adet aromatik halka vardir. Aromatik halkaya bagli, bir
karbonil grubu ve bir ¢ift bag igeren on karbonlu alifatik zincir vardir. Alifatik zincirde
karbonil grubu {igiincli karbonda, ¢ift bag ise dordiincii karbondadir. Bu alifatik zincire
meta pozisyonunda bir metoksi grubu, para pozisyonunda ise bir OH grubu bulundurur.
Ucucu bir bilesik degildir. 6-Gingerol’iin dehidratasyona ugramis seklidir. 6-Shogaol’iin
yani sira homolog seklinde 8-Shogaol, 10-Shogaol formlari da vardir (Sekil 19). 6-
Shogaol’iin, vanilin ve asetondan baslanarak sentezi yapilabilir (Shih et al. 2014).
Shogaoller, gingerollerle beraber zencefil (Zingiber officinale)’in kok ve govdesinin ana
biyoaktif bilesikleridir (Demirpolat 2014; Ghasemzadeh et al. 2015). Keskin aromaya
sahiptirler. Shogaollerin antioksidan ve antikanser aktiviteler gosterdigi belirtilmistir. 6-
Shogaol antioksidan (Li et al. 2012), antikanser (Haniadka et al. 2012), antiinflamatuar

(Shim et al. 2011) ozelliklerinden dolay1 ¢ok ilgi gérmektedir. Akciger kanseri (Hung et al.
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2009), kolorektal kanser (Pan et al. 2008), hepatokarsinoma (Weng et al. 2012), gogiis
kanseri (Ling et al. 2010), A-549 (Demirpolat 2014) gibi kanserli hiicrelere kars1 apoptozu
indiikledigi belirtilmistir.
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Sekil 17. 6-Shogaol’iin kimyasal yapisi
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Sekil 18. 6-Shogaol’iin sentezi
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Sekil 19. 8-Shogaol, 10-Shogaol, 6-Gingerol ve Zingeron’un kimyasal yapilari

Zencefil (Zingiber officinale) (Sekil 20), diinya genelinde hem gida hem ilag olarak
kullanilan bir bitkidir. Gidalarin tadina ve lezzetine katki saglayan yaygin bir diyet
faktortidiir. 2000 y1l oncesinden beri baharat olarak kullanilmaktadir. Mide bulantisi,
kusma, bas agrisi, soguk alginhigi, ozellikle de gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde
eskiden beri kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda zencefilin antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antikanserojen, antiapoptotik, immiinomodiilator, antihiperglisemik,
analjezik etki gosterdigi belirlenmistir. Zencefil iireten baglica iilkeler Endonezya,
Hindistan, Cin ve Nijerya’dir. Zencefilde ayrica paradol, zingerone, zerumbone, 1-dehidro-
(10) gingerdion, terpenoid, flavonoidler de vardir (Bhattarai et al. 2007; Rahmani 2014; Li
et al. 2016; Rahaman et al. 2023).

Sekil 20. Zencefil bitkisi
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Enzimler

Enzimler, canlilardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, hi¢bir yan {irliniin
olusmasina firsat vermeyen biyolojik katalizérlerdir. Katalizledikleri reaksiyonlar1 108-10%
kat arasinda hizlandirirlar. Katalizér olmalarinin yaninda DNA’daki sifrelerin aktarimi
gorevinde de bulunurlar. Enzimlerin ¢ok biiyiik boliimii protein yapisindadir. Cok az bir
kism1 ise ribozimdirler. Canli hiicrelerindeki biitlin kimyasal reaksiyonlar enzimler

vasitasiyla gerceklestirilir. Enzimi olmayan reaksiyon hemen hemen meydana gelmez.

2000’den fazla enzimin varlig1 tanimlanmistir. Fakat genetik caligmalar bu sayidan
¢ok daha fazla enzimin var oldugunu gdstermektedir. Enzimler uluslar arasi enzim
komisyonu (E.C.) tarafindan katalizledikleri reaksiyon tiirleri ve reaksiyonlarin
mekanizmalarma gore siiflandirilmistir. Bunun sonucunda enzimler 6 sinifa ayrilmistir

(Bastem 2019):

1.  Oksidorediiktazlar:  Indirgenme-yiikseltgenme  (redoks)  reaksiyonlarimi

katalizlerler.

2. Transferazlar: Bir substrattan diger substrata hidrojen digindaki gruplarin

transferini katalizlerler.

3. Hidrolazlar: Peptid, glikozid, ester, anhidrit gibi baglarin bir su molekiiliiniin

katilarak hidroliz edilmesini katalizlerler.

4. Liyazlar: Hidroliz mekanizmasi kullanilmadan substratlardan gruplarin ayrilmasi

ve ¢ift baglarin olugsmasi reaksiyonlarini katalizlerler.

5. Izomerazlar: Yapisal, geometrik ve optik izomerlerin birbirlerine déniistiiriilmesi

reaksiyonlarini katalizlerler.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili olan ve yapilarinda fosfat grubu bulunan ATP
(adenozin trifosfat), GTP (guanozin trifosfat) gibi bilesiklerden fosfat baginin kopmasi
sonucunda agiga ¢ikan enerji ile iki molekiiliin bir birine baglanmasi reaksiyonlarini

katalizlerler.

Enzimlerin bu sistematik adlandirilmasinin yaninda biyokimyacilar, pepsin, tripsin,
katalaz gibi enzimlerin geleneksel isimlerini hala kullanmaktadirlar. Yayinlarda sistematik
isim de parantez icinde verilmektedir. Ornegin karbondioksitin bikarbonata déniisiimiinii
katalizleyen karbonik anhidraz enziminin sistematik adi “karbonat hidroliyaz”dir. Fakat

enzimin geleneksel ad1 olan karbonik anhidraz ismi daha ¢ok kullanilmaktadir.
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Kimyasal reaksiyonlarda ayni reaksiyonu katalizleyen fakat farkli kimyasal yapida
olan enzimler vardir. Bu enzimlere “izoenzimler” denir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli,
substrat, kofaktor, inhibitorlere karsi ilgileri farklidir. Laktat dehidrogenazin 5 farkl,
karbonik anhidrazin ise 16 farkli izoenzimi vardir. Izoenzimlerin aminoasit sayilar1 ve

dizilisleri, genleri, izoelektrik noktalar1 ve elektrik alanda hareketleri farklidir.

Baz1 enzimler katalizlemeyi sadece protein yapilariyla yapabilirken bazilart ise ek
gruplara ihtiya¢ duyarlar. Protein yapisinda olmayan bu gruplara “kofaktér” denir.
Kofaktorler “metal iyonu” olabildigi gibi “koenzim” olarak adlandirilan organik bir bilesik
de olabilir. Kofaktorsiiz enzimlere “apoenzim” denir ve bdyle bir enzim katalitik olarak
aktif degildir. Enzimlerin yapisinda bulunan metal iyonlarina ¢inko, magnezyum, mangan,
demir, potasyum, sodyum, bakir drnek olarak verilebilir. Zn?* iyonu karbonik anhidraz,
alkol dehidrogenaz, karboksipeptidaz; Mg?* iyonu fosfohidrolaz, fosfotransferaz; Mn?*
iyonu arginaz, fosfotransferaz; Fe®'/Fe®* iyonlar1 peroksidaz, katalaz, ferredoksin;
Cu?*/Cu* iyonlar tirozinaz, sitokrom oksidaz; K* iyonu piruvat fosfokinaz; Na* iyonu
plazma membran ATP-azi1 enzimlerinin yapisinda bulunur. Kofaktor olarak gérev yapan

metal iyonlar katalizlemede iki gorev alabilir:
1. Enzim ile substrat arasinda koprii olup kompleks olusumunu saglar.
2. Metal iyonunun kendisi katalitik goérev gorebilir.

Enzimlerin  yapisinda bulunan koenzimlere NAD® (nikotinamid adenin
diniikleotid), NADP"* (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat), FAD (flavin adenin
diniikleotid), FMN (flavin mononiikleotid), koenzim Q (CoQ), koenzim A (CoA), TPP
(tiamin pirofosfat), piridoksal fosfat 6rnek olarak verilebilir. Koenzimler genellikle atom
veya fonksiyonel grup transferinde gorev alirlar. NAD*, NADP*, koenzim Q, FMN, FAD
koenzimleri H atomlarini (elektronlari) tasir. TPP koenzimi aldehitleri tagir. Koenzim A ve
lipoamid koenzimleri agil gruplarini tasir. Kobalamin koenzimleri alkil gruplarini tasir.
Piridoksal fosfat koenzimi amino gruplarimi tasir. Biyositin koenzimi CO’yi tasir.
Tetrahidrofolat koenzimleri metil-metilen-formil gruplarini tasir. (Keha ve Kiifrevioglu
2014).

Enzimler hiicre i¢inde ve hiicre diginda etkilerini gosterebilmektedirler. Bazi
enzimler hiicrede sentezlendikten sonra katalizlemeyi yine ayni hiicrede gerceklestirirler.
Bunlara “hiicre i¢i enzimler” denir. Bazilar1 ise sentezlendikleri hiicrenin digina salinarak
katalizlemeyi yaparlar. Bunlara da “hiicre dis1 enzimler” denir. Enzimlerin biiyiik bir kism1

hiicre i¢i enzimleridir. Proteolitik bazi enzimler (pepsin ve tripsin vb.) hiicre dis1
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enzimlerdir. Bu enzimler sentezlendikleri hiicreye zararli olmamalar i¢in katalitik olarak
aktif olmayan “zimojen” veya “proenzim” seklinde sentezlenip daha sonra zimojen

aktiflesmesi ile aktif hale gelirler.

Enzimlerin katalizlemeyi yapip iirtine doniistiirdiikleri molekiillere “substrat™ denir.
Enzimler yapilarinda bulunan aktif bolgedeki rezidiilerle substrat: baglar ve enzim-substrat
komleksi olusur. Katalizleme sonucunda substrattan {iriin olusur, enzim yapisi bozulmadan

ayni kalirken reaksiyon sonlanir.
E + S < ES - E + P

Enzimler, reaksiyonlar1 yiiksek oranda hizlandirdiklarindan dolayr katalitik
aktivitelerinin incelenmesi olduk¢a onemlidir. Bir enzim hakkindaki katalitik bilgiler Km
ve Vmax degerleri deneysel olarak bulunarak elde edilir. Ky, enzimin substrata olan ilgisini
gosterir. Enzimin aktif bolgelerinin yarisinin doldugu andaki substrat konsantrasyonudur.
Vmax iSe enzimin katalitik olarak ne kadar aktivite gosterdigini belirtir. Enzim kinetigi
hakkindaki kantitatif bilgilerin elde edildigi denklem “Michaelis-Menten denklemi”dir.
Farkl1 substrat konsantrasyonlari i¢in hizlar bulunur. Bulunan degerler denklemde yerine
konarak Km ve Vmax degerleri belirlenir. Deneysel islemler sirasinda bazi hiz degerleri
yanlis hesaplanmis olabilir. Bu durum substrat konsantrasyonu-hiz egrisi grafigindeki egri
tizerinde fark edilemeyebilir. Bu da Km ve Vmax degerlerini etkiler. Ayrica her enzim igin
doygun substrat konsantrasyonu hazirlanamayabilir ve bu da egrideki her noktanin
hesaplanamamasina neden olabilir. Sonucta Km ve Vmax degerleri hesaplanamaz. Bu
sebeplerden dolayr Michaelis-Menten denklemi dogru denklemine doniistiiriiliir. Ortaya
cikan denkleme ‘“Lineweaver-Burk denklemi” denir. Bu deklem y=mx+n dogru
denklemine benzer. x eksenil/[S], y eksenil/v’dir. Dogrunun egimi m=Km/Vmax ifadesini
verir. x ekseninin kesildigi nokta -1/Km’ye, y ekseninin kesildigi nokta 1/Vmax’a esittir. Bu
denklem grafik halinde ¢izildiginde ortaya ¢ikan grafige “Lineweaver-Burk grafigi” denir
(Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Michaelis-Menten Denklemi Lineweaver-Burk Denklemi

Vmax|S] 1 KM 1 1

" T KM TS v

=
v Vmax [S] Vmax
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Sekil 21. Lineweaver-Burk grafigi

Enzim aktivitesi birimi “enzim Unitesi” ile ifade edilir. 1 enzim tnitesi, 25°C’de ve
optimal sartlarda 1 mikromol substrat1 1 dakikada iiriine geviren enzim miktaridir ve EU
ile gosterilir. Baz1 enzimler icin ise “spesifik aktivite” terimi kullanilir. Spesifik aktivite,
enzim safligiin Slciisiidiir ve 1 mg proteindeki enzim iinitesidir (EU/mg protein). Ayrica
enzimlerin aktiviteleri i¢in, birim zamanda bir mol enzimin {irline doniistiirdiigii substratin

mol sayis1 olarak ifade edilen “turnover sayis1” terimi de kullanilir.

Enzimin  aktifligine pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, inhibitor
konsantrasyonu, aktivator konsantrasyonu, kofaktoér konsantrasyonu, iyonik siddet etki
eder. Her enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu pH degeri vardir ve bu pH’nin altinda ve
listiinde enzim aktivitesi diiser. Ornegin katalaz igin optimum pH 7,6’dir. Piruvat
karboksilaz i¢in optimum pH 4,8’dir. Enzimler belirli sicakliklar arasinda aktivite
gosterirler. Sicaklik 50-60 °C’nin iizerine ¢iktiginda enzim yapisinda degisim olacagindan

dolay1 aktivite diiser.

Enzimlerin aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan diislirilmesi ya da
sonlandirilmasina “inhibisyon”, bu sekilde etki eden bilesiklere “inhibitér” denir.
Inhibitérler iyon olabildigi gibi molekiil agirhg diisiik bilesikler de olabilir. Enzim
inhibisyonu canli sistemlerde énemli kontrol mekanizmasidir. Zehirli bilesikler ve birgok

ilag, enzim inhibisyonu yolu ile etki gosterir (Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Enzim inhibisyonu “doniisiimlii” ya da “doniisiimsiiz” olabilir. Doniistimsiiz
inhibisyonda, inhibitor enzime ya kovalent baglanip ya da ¢ok zor ayrisabilen bir kompleks

olusturarak enzimi inhibe eder. Ornegin zehirli bir sinir gazi olan diizopropilfluorofosfat,
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asetilkolinesteraz enziminin aktif bélgesindeki serin amino asidi ile reaksiyon verir, enzim-

diizopropilfosfo kompleksi olusur ve enzim aktivitesini kaybeder.
Doniistimlii inhibisyon ti¢ grupta incelenir:
1. Yarigsmali (kompetitif) inhibisyon
2. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon
3. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon

Yarigmall inhibitdriin yapisi substrata benzer ve inhibitdr, enzimin aktif bolgesine
baglanmak icin substratla yarisir. Yarismali inhibisyonda substrat konsantrasyonu
artirtlirsa inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Béylece enzimin Vmax degeri degismez
fakat yarigmali inhibitor ES kompleks oranini azaltarak kataliz hizini diisiiriir, yani enzimin

Kwm degeri artar.

Yarismasiz inhibisyonda inhibitér substratla yarismaz. Substrat konsantrasyonu
artirilarak inhibisyon kaldirilamaz. Inhibitor, enzim {izerinde substratin baglandig yere
degil baska bir bolgeye baglanir. Bundan dolay1 iiriin olusur fakat katalizleme yavaslar.
Enzimin turnover sayist diiser ve katalitik aktivite azalir. Enzim i¢in Kwm sabit kalirken

Vmax diiser.

Yar1 yarismali inhibisyonda, inhibitor enzime degil enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanir. ES kompleksi stirekli olarak ortamdan uzaklasacag: i¢in Kwm diiser.
Ortamda siirekli enzim-subtrat-inhibitor (ESI) komleksi olacagi igin Vmax da diiser
(Bastem 2019).

Yarismali Inhibisyon Yarismasiz Inhibisyon Yar1 Yarigmali Inhibisyon

E

Substrtat /”"hE
-
¢ o .- ¢ L~
O ¢ : O &
& ¢ m- N

Inhibitor Enzim

Sekil 22. Doniigiimlii inhibisyon tiirleri
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Karbonik anhidraz

Sistematik adi karbonat hidroliyaz olan karbonik anhidraz (CA; E.C.4.2.1.1),
solunum olayinda yer alan ve yapisinda Zn?" iceren bir metaloenzimdir. Molekiil agirlig
yaklasik 30 kDa’dur. Ilk olarak 1932 yilinda kesfedilmis ve yine ilk olarak sigir
eritrositlerinden saflagtirllmistir. Cinko iyonu i¢erdigi 1942 yilinda bulunmustur. Bu metal
Iyonu, aktiviteyi artirici rol oynamaktadir. CA, doku kilcal damarlarinda karbondioksitin
bikarbonata, akciger pulmoner kapilerde ise bikarbonatin karbondioksite doniisiimiinii
katalizler. Eger bu reaksiyon Kkatalizorsiiz olsa oldukc¢a yavastir. Enzimin Katalitik
bolgesinde yer alan Zn?* iyonuna OH grubu baglandiginda enzim aktif hale gelir. Bu aktif
form, CO2 molekiilii ile giiclii bir sekilde reaksiyona girer ve Zn?* iyonuna bikarbonat
baglanmis olur. Sonra bikarbonat iyonu H20 ile yer degistirerek ¢ozeltiye geger. Karbonik
anhidrazin bu reaksiyondaki roliiniin haricinde asit-baz dengesini saglama, kardiyovaskiiler
diizenlemeler, iyon degisimleri ve CO2’nin suda ¢Oziiniip taginmasi ve viicuttan atilmasi
gibi rolleri de vardir (Goger ve Giilgin 2011). Memelilerin eritrositlerinden izole edildikten
sonra CA I ve CA Il izoenzimleri seklinde insan, balik ve fare eritrositleri, fare tiikiiriigii,
tiikkriik bezleri, kas, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat, endometriel dokular, sigir
kemigi, sigir lokositleri, bakteri ve bazi bitki kaynaklarindan saflagtirllmistir (Goger vd
2015a). Poliaminler, kumarinler, siilfonamidler gibi bilesikler karbonik anhidraz enzimin

aktif bolgesindeki Zn?* iyonuna baglanirlar ve aktiviteyi azaltirlar (Akincioglu vd 2015).

Tablo 3. Karbonik Anhidraz Enziminin Cift Yonli Etki Mekanizmasi

CO, + H,O — HCOs (Doku kilcallarinda)

H,CO; — CO; + HO  (Akciger kilcallarinda)

His 64

Sekil 23. Karbonik anhidraz enziminin katalitik bolgeleri (Goger 2014)
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Sekil 23’te goriilen His 94, His 96 ve His 119 katalitik bolgenin elemanlaridir.
Ortadaki siyah biiyiik kiire Zn?* iyonunu, bu kiirenin sol tarafindaki kiiciik kiireler ise

kristal yapidaki H20 molekiillerini belirtmektedir.

Karbonik anhidraz enziminin 16 izoenzimi vardir. CA I, CA Il, CA Ill, CA VII, CA
X1 izoenzimleri sitozolde bulunur. CA 1V, CA IX, CA XIl, CA XIV izoenzimleri
membrana bagli, CA V mitokondri matriksinde, CA VI tiikriik salgisinda bulunur. CA
VIII, CA X, CA Xl izoenzimlerinin Kkatalitik olmadig: belirtilmistir (Beydemir ve Giilgin
2004). En ¢ok arastirma yapilan izoenzimler CA I ve CA II’dir. CA II’nin saflastirilmasi
daha kolaydir. Bundan dolay1r hem ucuzdur hem de ¢ok yaygin olarak kullanilir. CA 1I’nin
turnover sayisi 25°C sicaklikta 10° s oldugu, CA I’in turnover sayisinn ise 2,5x10° s
oldugu belirtilmistir. CA VI izoenzimi tiikrik salgisinin pH dengesini ayarladigi
belirtilmistir. CA VII tiikriikte bikarbonatin salgilanmasina katkida bulunur (Goger 2014).
Karbonik anhidrazlar sadece karbondioksitin bikarbonata doniistiiriilmesi reaksiyonunu
degil baska bir¢cok reaksiyonu da Kkatalizlemektedirler. Bu reaksiyonlar Tablo 4°te

verilmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Tablo 4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar
1. CO, + H0O «— HCOy + H*

NH=C=NH +H,0 < H,NCONH,
NH=C=0 + H,0 < H,NCOOH
RCHO + H,0 < RCH(OH),

RCOOAr + H.O < RCOOH + ArOH
RSOsAr + H.O < RSOsH + ArOH

RSO.CI + H.,O « RSOsH + HCI
PhCH.OCOCI + H2O <« PhCHOH + CO; + HCI

©| ® N o g &~ LN

ArF + HHO < HF + ArOH

Karbonik anhidraz enzimi inhibe edilerek epilepsi, glukom gibi hastaliklar tedavi
edilmektedir (Akincioglu vd 2013). CA’nin inhibisyonu veya aktivasyonu kanser, epilepsi,
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve Alzheimer hastaligi gibi hastaliklarin tedavi
edilebilmesi acisindan 6nemlidir (Aslan vd 2019). Ayrica CA’nm ilgili oldugu bagka
hastaliklar da vardir (Alterio et al. 2012). Bu hastaliklar Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Karbonik Anhidraz Izoenzimlerinin ilgili Oldugu Hastaliklar

CA izoenzimleri

Ilgili oldugu hastalik

CAl
CAll

CAlll
CA IV

CAV
CA VI

CAVII
CA VI

CAIX
CAXIl

CA Xl
CA XIV

Beyin ve retinal 6demi
Epilepsi

Odem

Mide bulantist
Glukoma
Oksidatif stres
Felg

Glukoma

Obezite
Karsinogenez
Epilepsi

Kanser
Norodejenerasyon
Kanser

Glukoma

Kanser

Kisirlik

Epilepsi
Retinopati

Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7), kiitlesi yaklasik olarak 70-80 kDa olan,
glikoprotein yapisindaki bir enzimdir (Massoulie and Pezzementi 1993). Asetilkolinesteraz
enzimi, beyin, kas, eritrosit ve sinir hiicrelerinde bulunur. Saglikli bir insanda en ¢ok
beyinde bulunmaktadir. Sinaptik bosluklardaki asetilkolini, kolin ve asetata pargalayan
enzimdir (Gezici ve Kogum 2021). Sinir uglarinda biriken kimyasallar1 parcalar. ilk olarak
elektrik baliginin (Torpedo marmoreta) elektrik iireten dokusundan 1938 yilinda
saflastirilmuistir (Philips 1996). Ug boyutlu yapisim ise Oakeshott ve arkadaslari ortaya
cikarmiglardir (Sekil 24). Enzimde o-heliks ve B tabakalar1 vardir. Temel B tabaka yesil
renkli alanlardir. Aktif merkezinde katalitik grup olarak glutamat (eflatun), serin (turuncu)
ve histidin (mor) amino asitleri vardir. Aktif merkezin etrafini ise 14 aromatik rezidii (sar1)

¢evrelemistir. Molekiiliin ylizeyinde ii¢ substrati1 baglama alan1 (mavi) vardir (Oakeshott et

al. 1999; Giilgin vd 2019).
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Sekil 24. Asetilkolinesteraz enziminin ii¢ boyutlu yapisi

Asetilkolin, sinir ucundan bagka bir sinir hiicresine sinir impulsu tasir. Ayrica sinir
hiicrelerinin ve kas liflerinin oldugu bolgelerde biyoelektriksel akimin olugsmasini saglar.
AChE’nin en Onemli fizyolojik rolii sinir uglarindan salinip sinaps igerisinde ndral
impulsun iletimini saglayan asetilkolinin hidrolizini katalizlemektir. Hidroliz reaksiyonu
iki basamaklidir. Enzim ilk basamakta elektron vererek niikleofil gorevi goriir. Daha sonra
enzim, serin rezidiisiiniin OH grubu araciligiyla asetilkolini parcalar (Demir ve Turkoglu
2005). Bu hidroliz sonucu sinir iletileri sonlanir. Eger sinaptik ortamlardaki asetilkolin
molekiliiniin aktivitesi ¢ok azalirsa sinir iletimi bloke olur ve insanlarda Alzheimer
hastaligina sebep olur. Norolojik bir hastalik olan Alzheimer hastaliginda beyindeki
asetilkolin miktarinin azalmasi sonucu beyin dokular1 zarar goriir. Bu durum hafizay1 ve
yasli insanlarin davranislarini etkiler. Kolinesterazlar ayrica, hiicre yenilenmesinde ve
stresi azaltmada da rol oynarlar (Pope et al. 2005; Koganci ve Aslim 2016; Giilgin vd
2019).

0 \ - AChE Q \
N > + —NI_"N\
C ~ Cun.
H3C/ O/\/ H3C/ O / OH
Asetilkolin Asetat Kolin

Sekil 25. Asetilkolin’in asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidrolizi
Biitirilkolinesteraz

Biitirilkolinesteraz (BChE; E.C.3.1.1.8), kiitlesi yaklistk 342 kDa, tetramerik
glikoprotein yapisinda olan bir enzimdir (Barta et al. 2001). Biitirilkolini (BCh), biitirat ve
koline hidrolizleyen enzimdir (Kog 2019; Gezici ve Kogum 2021). Karacigerde sentezlenir

ve kana karigir. Yag dokusu, ince bagirsak, akciger, kas, kalp ve beyin gibi dokularda da
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bulunur (Dave et al. 2000). Toksik bilesikleri asetilkolinesteraza ulasmadan detoksifiye
etme Ozelligi vardir. Asetilkolinin hidrolizine katkida bulundugu ortaya konulmustur.
Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerine kolinesterazlar denir. Fizyolojik
pH’da aktivite gosterirler. Bu iki enzim kolinerjik sistemin kontroliinii saglar.
Asetilkolinesterazin bu kontroldeki rolii biitirilkolinesterazdan daha agik olarak ortaya
cikarilmigtir (Massoulie et al. 1993). Bu iki enzimin ¢ok benzer yapida olmalarindan
dolay1 spesifik inhibitor gelistirme ¢alismalar1 zorlasmaktadir (Giilgin et al. 2020).

0 \ BChE 9 \
N*  — C + —NI N\
C ~A-
AN H3C/\/ o / OH

HsC
Biitirilkolin Biitirat Kolin

Sekil 26. Biitirilkolin’in biitirilkolinesteraz tarafindan hidrolizi
a-Glikozidaz

a-Glikozidaz’in (E.C.3.2.1.20) sistematik adi a-D-Glikozid glikohidrolaz’dir.
Genelde molekiil agirliklart diisiik olan oligosakkarit ve a-D-glikozitler gibi substratlarin
a-1,4-glikopiranoz birimlerini hidrolizler. a-Glikanlar olarak bilinen nisasta ve glikojen
molekiillerinin pargalanmasinda rol alan o-Glikozidazlar, spesifik olarak substratin
indirgeyici olmayan terminal ucundan bir D-Glukoz molekiiliinii hidroliz eder. Nisasta
sindiriminin son basamagini a-glikozidaz enzimi gergeklestirir (Taslimi and Gtilgin 2017).
a-Glikozidaz, bagirsak hiicrelerinin fircamsi kenar yiizey zarlarinda bulunur. Buradaki a-
glikozidaz, kompleks yapidaki karbohidratlarin parcalanmasimi gergeklestirir. Ayrica
bagirsak mukoid hiicrelerinden de salgilanir. Buradaki o-glikozidaz ise polisakkarit ve
oligosakkaritleri, glukoz ve fruktoz birimlerine pargalar. Bu monosakkaritler bagirsak
duvarindan kolay bir sekilde emilerek kana gecerler (Giilgin vd 2018). a-Glikozidaz
enzimleri bir grup enzimlerdir. Bu enzimlere maltaz, izomaltaz, laktaz, sukraz,

glukoamilaz érnek olarak verilebilir (Ug 2022).

Diyabet mellitus (DM), kandaki glukoz miktarinin anormal seviyelere ¢ikmasiyla
ortaya cikan metabolik bir hastaliktir. Kan sekerinin yiiksek oldugu hiperglisemi
durumunda asir1 glukoz yiiklenmesi sonucu mitokondride ROS iiretimi tetiklenir ve
mitokondriyal islevler bozulur. ROS’leri ile beraber oksidatif stresinde diyabet hastaligina
sebep oldugu rapor edilmistir. Ince bagirsak hiicrelerinden salgilanan ve polisakkaritleri
monosakkaritlere kadar pargalayan a-glikozidaz ve a-amilaz sindirim enzimlerinin inhibe

edilmesi, diyabet mellitus hastalifinin tedavisi i¢in kullanilan yd&ntemlerdendir. Bu
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yontemle diyabet ve hipergliseminin kontrol altina alinmasi olduk¢a énemlidir (Giilgin vd

2019).

a-Amilaz

a-Amilaz (E.C.3.2.1.1), tiikkriikte ve pankreas salgisinda bulunur. Nisastadaki a-1,4-
Glikozid baglarim1 hidroliz eder. Yasayan tiim organizmalarda bulunur. Ekmegin
bayatlamasini geciktirmesi ve raf dmriinii uzatmasindan (2-3 giin) dolay1 gidada yaygin
olarak kullanilir. Elma ve armut sularinin berraklastirilmasinda da kullanilmaktadir. o-

Amilaz enziminin ticari olarak kullanilan ilk enzim oldugu bildirilmistir (Taslimi 2017).

Sinefrin, fenilefrin (Goger 2014), oktopamin (Caglayan 2013), apomorfin, timol,
humik asit (Sehitoglu 2012), rozmanirik asit (Nar 2011), elajik asit, gallik asit, ferulik asit,
kuersetin, p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirinjik asit (Oztiirk Sarikaya 2009) gibi
fenolik bilesiklerin hCA I ve hCA II enzimlerine karsi inhibisyon kapasitesinin oldugu
belirtilmistir.

Benzenstilfonamid bilesikleri (Gilingor 2020), floretin, eupatorin, eupatilin,
gardenin A (Giilgin vd 2018), tetrakis, p-kumarik asit, curcumin, rosmanirik asit,
resveratrol, kafeik asit fenil ester (CAPE), isoliquiritigenin (Taslimi and Giil¢in 2017),
bitki cay1 ekstraktlar1 (Calliogullart 2016), siraz liziimii ekstraktlari (Dinger 2019) gibi
bilesik ve ekstraktlarin a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerine karsi inhibisyon kapasitesinin

oldugu belirtilmistir.

Rutinhidrat (Kog 2019), 7-hidroksiflavon, 5-hidroksiflavon, 6-hidroksiflavon, 4,5-
dihidroksiflavon, 5,7-dihidroksiflavon, 3,4-dihidroksiflavon (Kalin 2017),
secoisolariciresinol (SECO), secoisolariciresinoldiglicoside (SDG), dietilstilbestrol,
enterodiol (END), enterolakton (ENL), nordihidroguaretik asit (NOR) ve a-Conidendrin
(a-CON) (Kose 2016), filoretin (Teke 2016), izoliquiritigenin (Cetinkaya 2016),
tangeretin, genistein, formononetin, scopoletin, delphinidin chloride, pelargonidin chloride
(Durmaz 2015), kapsaisin (Arabac1 2015) gibi fenolik bilesiklerin hCA I, hCA II, AChE,

BChE enzimlerine kars1 inhibisyon kapasitesinin oldugu belirtilmistir.

Krisin, karvakrol, naringin, hesperidin, zingeron (Taslimi et al. 2017), olivetol
(Taslimi 2017), usnik asit, vulpinik asit, psoromik asit (Cakmak 2017) gibi fenolik
bilesiklerin hCA 1, hCA 1lI, AChE, BChE, a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerine karsi

inhibisyon kapasitesinin oldugu belirtilmistir.
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Kanser

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanan kanser, glinlimiiziin en 6nemli saglik
problemlerinden biridir. Her bes kisiden yaklagik ikisinin kansere yakalandigi ifade
edilmektedir. Viicuttaki bircok doku ve organlarda gelisebilen bu hastaligin 200’den fazla
tiiri vardir. Kalitsal faktorler, zararli 1sinlar, sigara, c¢evre kirliligi, yanlis beslenme,
cevresel faktorler kanserin olusum ve gelismesine etki ederler (Yildiz 2008; Rowles and
Erdman 2020).

Normal durumlarda hiicrelerin gelisimi ve 6liimii bir diizen i¢indedir. Kanserde ise
bozulan genlerin etkisiyle kontrolden ¢ikip hiicreler anormal sekilde ¢ogalir. Fazla ¢ogalan
hastalikl1 hiicrelere “tiimdr” denir. Tiimérler iyi veya kotii huylu olabilir. Iyi huylu olanlar
viicudun bagka taraflarina yayilmazlar, cerrahi miidahale ile alinirlar ve tekrarlanmazlar.
Koétii huylu olanlar ise anormal hiicrelerdir, diizensiz bdliiniirler, doku igine girip tahrip
yaparlar. Kan dolasimi ile viicudun bagka tarafina gidip cogalabilirler ki bu duruma
“metastaz” denir. Metastazda timor hiicreleri yeni bir damar igin uyari yaparak
komsularindaki hiicrelerden baglarin1 koparirlar. Boylece primer tiimoér dokusundan
ayrilmis olurlar. Sonra hiicrelerarasi matriks veya dolasim sistemi araciligiyla ¢evredeki
farkli dokulara ulasirlar. Buralarda ¢ogalarak yasamlarini siirdiiriirler (Giillii ve Akalin

2005; Bergers and Fendt 2021; Majidpoor and Mortezaee 2021).

Kanser sebepleri ¢ok faktorliidiir. Ana faktorler gevresel, genetik, davranigsal ve
biyolojik sebepler olarak gruplandirilir (Ugak ve Kiziltan 2021). Genetik faktorler,
kalitimsal olarak gelen genlerdir. Biitiin kanserlerin temelinde i¢ ya da dis etkenler sonucu
DNA’da meydana gelen hasarin oldugu bildirilmistir (Futreal et al. 2001). Hasar alip
degisiklige wugrayan genler hiicre biiylimesinde Onemli islev goren apoptosis,
diferansiasyon, hiicre siklusu yollarini etkiler. Birisindeki hasar digerini etkiler, bu da

timor hiicrelerinin olugsmasina neden olur (Com et al. 2002).

Cevresel faktorler, radyasyon, hava kirliligi, kKimyasal maddeler, serbest radikaller,
ROS’leri, bakteri, viriis, UV 1sinlart gibi sebeplerdir. Biyolojik faktorler, irk, cinsiyet, yas
gibi sebeplerdir. Davranigsal faktorler, yanlis beslenme, sigara-alkol kullanimi gibi
sebeplerdir. Kaliimdan gelen genlerin kansere sebep olma olasilig1 ¢evresel faktorlerden
diisiiktiir. Cevresel faktorlerden ozellikle zararli kimyasallar (benzen, zift, komiir tozu,
hardal gazi, naftalin, madeni yaglar, asbestos vb.), radyasyon, giines 15181 kansere sebep
olmaktadir. Yanlig beslenme, c¢esitli ilaclar, yagl yemekler, yanmis yaglar, alfatoksinler,

sigara-alkol kullanimi1 kansere sebep olmaktadir. Sigara icildiginde akcigerlerde
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benzopiren bilesigi birikir. Bir epoksit olan benzopiren hiicre i¢ine girer. Burada DNA’in
dort bazindan birisi olan guanine baglanir. Olusan bu yap1 replikasyon sirasinda guaninin
timin olarak algilanmasina yol agar. Bunun sonucunda karsisindaki eslenik baz sitozin
olacakken adenin olur. Bu sekilde ortaya ¢ikan mutasyonlar eger onkogende ve hiicre
boliinmesinde ¢ok onemli islev goren p53 genlerinde olursa durmaksizin boliinen hiicreler

olusur. Bu da tiimdrleri meydana getirir (Yokus ve Cakir 2012).

Ultraviyole 1ginlarinda, gama 1sinlarinda, niikleer emisyonlarda viicuttaki protein,
lipid, niikleik asit gibi makromolekiillerin yapilarina direkt etki edebilecek quantum
enerjisi vardir. Bu enerji ile biyolojik molekiillerden elektron koparabilirler (Yokus ve
Cakir 2002). Elektronun ayrilmasi DNA’in yapisinda degisiklige, tek ve cift zincir
kiriklarina, ayrica DNA’teki bazlarda ve sekerlerde modifikasyonlara neden olur. Bir
caligmada diisiik frekanshi elektromanyetik alanin I6kositlerdeki DNA’te 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin miktarini artirdigi belirtilmistir. Bu artis DNA’te guanin-sitozin eslesmesi
yerine adenin-timin eslesmesine sebep olur. Bu da DNA’teki bazlarda gesitli hasarlara
sebep olur. Hasar géren DNA eger onarilmazsa mutasyonlar baslar. Eger mitoz bu hasarli
DNA ile devam ederse, diizensiz gen ekspresyonuna ve RNA’larda modifikasyonlara
neden olarak tiimoér hiicrelerinin olusumuna sebep olur, kanser hastaligi bas

gosterir.(Yokus vd 2005; Goodall and Wickramasinghe 2021).

Serbest radikaller ve ROS’leri, farkli mekanizma ile kanser olusumuna sebep
olurlar. Ozellikle hidroksil radikali gibi radikaller DNA’te zincir kirilmasina, bazlarin
modifikasyona ugramasina, deoksiribozun pargalanmasina Sebep olurlar. Viicuttaki
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres,
endoniikleazin inaktive olmasina, bu da DNA’in hasar gérmesine Sebep olur. Ayrica
reaktif oksijen tiirleri, lipid peroksidasyonunu baglatirlar. Protein-protein kinaz gibi
biyomolekiillere, biiyiime faktorlerine hasar verirler. Reseptorlere zarar vererek sinsal
iletimini bozarlar. Boylece plazma membranindaki hiicre isleyisine etki ederek yapisal
degisikliklere ve onkogen aktivasyonuna sebep olurlar (Halliwel and Aruoma 1991; Yokus
vd 2008).

Kanser hastaliginin tedavisi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler;
kemoterapi, cerrahi miidahale, radyoterapi, immiinoterapi, hormon tedavisi gibi
yontemlerdir. Cerrahi miidahale yonteminde, kanserli doku viicuttan kesilip ¢ikarilir. Pek
cok kanser tiiriinde basvurulan ilk yontemdir. Kemoterapi yontemi, normal hiicrelere en az
zarar1 verecek sekilde kanser hiicrelerinin ilag ile dldiiriilmesidir. Yine de normal hiicreler
zarar gorebilir. Radyoterapi yontemi, 1sinla tedavi ydntemidir. Immiinoterapi ydntemi,
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kanserle savasmak icin ilaglarla bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesidir. Immunoterapi,
kotii huylu hiicrelere karst viicut bagisikliginin artirilarak kanser hastaligiin tedavisi igin
umut verici bir yontemdir. Hormon tedavisi, kanserin gelisimine sebep olan hormonlarin
salinimimin engellenmesidir. Bu engelleme ilagla yapilabilir veya hormon tlireten bezler
ameliyatla alinabilir. Bu yontemler tek basina yeterli olmadiginda hastaligin tedavisi i¢in
birden fazla yontem uygulanabilir. Fakat bu yontemlerin bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir.
Ornegin 1sinla tedavi ydntemi olan radyoterapide, kanser hiicrelerinin yaninda saglikli
hiicreler de zarar gérmektedir. Bundan dolay: kanser tedavisinde yukaridaki yontemlere ek
olarak yeni yontemler arastirilmaktadir. Bu konuda son zamanlarda umut verici bazi
gelismeler olmustur. Bu gelismelerden birisi “sivi biyopsi” yontemidir. Bu yontem daha
verimli tarama, teshis ve terapétik izlemeye olanak tanimaktadir. Diger bir yontem
“kisisellestirilmis tip”tir. Kanserin bireyler arasindaki degiskenligi incelenerek daha etkili
tedaviye katki saglayan bir yontemdir. Bir diger yontem “dijital epidemiyoloji”dir.
Hastaliklarin belirtegleri, goriilme sikliklar1 gibi konularda hastaliklarla ilgili 6n bilgilere,
geleneksel saglik istatistiklerine gore daha erken ve giivenli erisim olanagi sunan bir

yontemdir (Ertiirk 2006; Mattiuzzi and Lippi 2019).

6-Shogaol (Ray et al. 2015; Wu et al. 2015; Bawadood et al. 2020; Hung et al.
2009; Qi et al. 2015; Liu et al. 2012; Chen et al. 2010), 6-Gingerol (Jeong et al. 2009; Park
et al. 2006; Lee et al. 2008; Radhakrishnan et al. 2014; Rastogi et al. 2015; Al-Abbasi et
al. 2016), kuersetin (Vafadar et al. 2020; Gulati et al. 2006; Shafabakhsh and Asemi
2019), p-kumarik asit (Jaganathan et al. 2013; Peng et al. 2015), kaemferol (Yoshida et al.
2008; Luo et al. 2011; Choi and Ahn 2008), sumak (Tohma et al. 2019), dort endemik
Gysophilataksonu: G.pallida, G.arrosti, G.tuberculosave G.eriocalyx (Altay et al.2019),
Tanacetum erzincanense (Yapict et al. 2021) gibi pek ¢ok fenolik bilesik ve ekstraktin

cesitli kanser hiicrelerine kars1 antiproliferatif etki gdsterdigi belirtilmistir.
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MATERYAL VE METOT

Kullamlan Kimyasallar

6-Shogaol, DPPH, ABTS, DMPD, TCA, EDTA, TPTZ, Troloks, BHA, BHT,
DTNB, PNF, aseton, CuClz, neokuprin, FeCls, Ks[Fe(CN)e], ferrozin, L-Tirozin, serum
alblimin, asetilkolin iyodat, biitirilkolin iyodat Sigma-Aldrich GmbH (Sterheim,
Germany)’den satin alindi. trihidroksimetil aminometan (Tris), hidroklorik asit, siilfirik
asit, fosforik asit, sodyum bikarbonat, sodyum hidroksit, sodyum siilfat, sodyum asetat,
stilfanilamid, akrilamid, bisakrilamid, etanol, glisin, coommassie brillant blue G-250

Merck’ten satin alindi.

Yararlanilan Cihaz ve Aletler

10. UV Spektrofotometre kiiveti
11. Isttict

12. Calkalayici

13. Peristaltik pompa

14. Steril kabin

15. Inkiibator

16. Mikroskoplar

17. S1v1 azot tanki

18. Hemositometre (Toma lami)
19. Coklu mikropipet

20. Flask

1. pH metre Mettler Toledo

2. Vorteks Fisons WhirliMixer

3. Otomatik pipetler Eppendorf, Socorex, Biohit

4. Saf su cihazi Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
5. Manyetik karistirici Jeio Tech

6. Santrifiij cihazi Hermle Z 323 K

7. -80 Derin dondurucu Thermo

8. +4 Buzdolabi Siemens

9. UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu UV-1208

1 cm?® ve 3 cm? liik kuartz kiivet
Daihan WiseStir

Benchmark

Ismatec

Class Il

Niive CO2

Nikon Eclipse E100, Nikon Eclipse Ti

Liquide Arpege 40

Thoma Marienfeld Germany
Eppendorf 100

T75
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Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Stok numune ¢ozeltisi

1. 50 mg 6-Shogaol 50 mL ectanolde ¢6ziildii.

Stok standart cozeltileri

1. 10’ar mg BHA, BHT ve Trolox 10’ar mL etanolde ¢oziildii.

DPPH- giderme metodu cozeltileri

1. 10* M’lik DPPH" ¢bzeltisi: 39,43 mg DPPH- 100 mL etanol ile 16 saat manyetik

karistiricida karigtirilarak ¢oziildii.

Fe®* indirgeme metodu cozeltileri

1. 0,2 M Fosfat tamponu (pH:6,6): 3,12 g NaaHPO4 yaklasik 80 mL saf suda

¢oziildi. pH 6,6’ya ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.
2. % 1’lik K3Fe(CN)e ¢ozeltisi: 1 gKzFe(CN)s 100 mL saf suda ¢oziildii.
3. % 10’luk TCA ¢ozeltisi: 5 g TCA 50 mL saf suda ¢oziildii.

4. % 1’lik FeCls ¢ozeltisi: 165 mg FeClz.6H20 100 mL saf suda ¢oziildii.

ABTS'* giderme metodu cozeltileri

1. 0,1 M Fosfat tamponu (pH:7,4): 2,4 g Na;HPO4 yaklasik 180 mL saf suda

¢ozildi. pH 7,4’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2. 2 mM ABTS™ ¢ozeltisi: 0,110 g ABTS 100 mL fosfat tamponunda 10-15 dk
karistirilarak ¢oziildii. Bunun tizerine 0,06623 g K>OsS: kisim kisim eklenerek ¢oziildii. 1-

1,5 saat karistirildi.

Cuprak metodu cozeltileri

1. 1 M CH3COONH34 tamponu (pH: 6,5): 3,85 g CH3COONHj, yaklasik 40 mL saf

suda ¢oziildi. pH 6,5’e ayarlandi. Son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
2. 0,01 M CuCl; ¢ozeltisi: 0,067 gCuClz 50 mL saf suda ¢oziildii.

3. 7,5.10% M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisi: 0,0039 g neokuprin 25 mL etanolde

¢Ozildii.
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DMPD'* giderme metodu ¢ozeltileri
1. 0,2 M CH3COONa tamponu (pH: 5,25): 0,82 g CH3COONa yaklasik 80 mL saf
suda ¢oziildi. pH 5,25°e ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.
2. 0,1 M DMPD ¢ozeltisi: 0,105 g DMPD 5 mL saf suda ¢oziildii.

3. 0,05 M FeCls ¢ozeltisi: 0,0675 g FeClz.6H20 5 mL saf suda ¢oziildii.

4. 0,01 M DMPD™ reaktifi: 100 mL 0,1 M sodyum asetat tamponuna (pH: 5,25) 1
mL 0,1 M DMPD c¢ozeltisi ve 0,2 mL 0,05 M FeCls ¢ozeltisi eklenerek ¢oziildii.

FRAP indirgeme metodu cozeltileri

1. 0,3 M CH3COONa tamponu (pH: 3,6): 2,46 g CH3COONa yaklasik 80 mL saf

suda ¢oziildii. pH 3,6’ya ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2. 40 mM HCI c¢ozeltisi: 0,334 mL %37’lik HCI alindi, 100 mL’ye saf su ile

tamamlandi.
3. 10 mM TPTZ ¢ozeltisi: 0,312 g TPTZ 40 mM’lik HCI ¢dzeltisinde ¢ozildii.
4. 20 mM FeCls ¢ozeltisi: 0,54 g FeCl3.6H20 100 mL saf suda ¢6ziildii.

5. FRAP reaktifi: 10 hacim asetat tamponu, 1 hacim TPTZ ¢ozeltisi, 1 hacim FeCls

cozeltisi karistirildu.

hCA | ve hCA Il izoenzimleri saflastirma ¢ozeltileri

1. Afinite jeli tamponu (200mM NaHCOg): 16,8 g NaHCOs tartildi. 950 mL saf

suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH’s1 8,8’e ayarlandi, son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

2. Jeli dengeleme tamponu (25 mM Tris-HCI/0,1 M Na»S0s): 3,028 g Tris, 14,2 g
Na2SO;4 tartildi. 950 mL saf suda ¢6ziildi. 1 M NaOH ile pH 8,7’ye ayarlandi. Son hacim

saf suile 1 L’ye tamamlandi.

3. Jeli yikama tamponu (25 mM Tris-HCI/22 mM NaxSOs4): 3,028 g Tris, 3,214 g
Na2SO;4 tartildi. 950 mL saf suda ¢oziildii. 1 M NaOH ile pH 8,7’ye ayarlandi. Son hacim 1

L’ye saf su ile tamamland.

4. hCA | izoenzimi elisyon tamponu (25 mM NaHPO4/1 M NaCl): 2,2 g
NaxHPOj4, 14,63 g NaCl tartildi. 200 mL saf suda ¢oziildii. pH 6,3’e ayarlandi. Son hacim

250 mL’ye tamamlandi.
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5. hCA 11 izoenzimi eliisyon tamponu (0,1 M CH3COONa/0,5 M NaClO4): 2,04 g
CH3COONa.3H20, 9,187 g NaClOg tartildi. 120 mL saf suda ¢o6ziildii. 1 N HCI ile pH’s1

5,6’ya ayarlandi. Son hacim saf su ile 150 mL’ye tamamlandi.

6. Diyaliz tamponu: 6 g Tris 900 mL saf suda ¢ozildi. pH H2SO4 ile 7,4°e

ayarlandi. Son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

hCA | ve hCA Il izoenzimleri kantitatif protein tayin ¢ozeltileri
1. Sigir albiimin ¢ozeltisi (BSA): 1 mg BSA tartildi, 1 mL saf suda ¢oziildii.

2. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 0,1 g Coomassie Brillant Blue G-250
tartildi. %95°lik 50 mL etanolde ¢oziildii ve tizerine %95°1ik fosforik asit konuldu. Son

hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

SDS-PAGE cozeltileri

1. 1 M Tris-HCI tamponu (pH: 8,8):6,057 g Tris tartildi. 4,5 mL saf suda ¢oziildii.

pH 8,8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

2. Akrilamid (%3)-bisakrilamid (%0,8) ¢ozeltisi: 30 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid
tartildi. 100 mL saf suda ¢oziildii.

3. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 10 g SDS 90 mL saf suda ¢oziildii.

4.1 M Tris-HCI tamponu (pH: 6,8): 6,057 g Tris tartildi. 4,5 mL saf suda ¢ozildi.

pH 6,8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlanda.

5. Numune tamponu: 0,65 mL Tris-HCI (pH:6,8), 1 mL %10’luk SDS, 1 mL
gliserin, 1 mL %0,1’lik bromtimol mavisi konuldu. Son hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi. Tampon kullanilmadan o6nce 950 puL numune tamponuna 50 pL B-

merkaptoetanol eklendi.

6. Yiriitme tamponu:1,5 g Tris, 7,2 g glisin tartildi. 50 mL saf suda ¢oziildii.
Uzerine 5 mL %10’luk SDS eklendi. Son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandu.

7. Boyama ¢ozeltisi: 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250 tartildi. %50 metanol,

%10 asetik asit, %40 saf sudan olusan ¢ozeltide ¢6zildii.
8. Fiksasyon ¢ozeltisi: %50 izopropil alkol, %10 asetik asit, %40 saf su karistirildi.

9. Yikama ¢ozeltisi: %50 metanol, %10 asetik asit, %40 saf su karistirildi.
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hCA I ve hCA Il izoenzimleri esteraz aktivitesi ¢ozeltileri

1. 0,05 M Tris-SO4 tamponu: 6,057 g Tris tartildi. 950 mL saf suda ¢oziildi. 1 N

H2SO4 ile pH’s1 7,4’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

2. Nitrofenil asetat ¢cozeltisi (PNF): 0,0135 g PNF tartildi. 1 mL asetonda ¢6ziildii.

Son hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz aktivite cozeltileri

1. 1 M Tris-HCI tamponu: 15,14 g Tris, 0,182 g EDTA 100 mL saf suda ¢6ziildii.

pH 8’¢ ayarlandi. Son hacim saf su ile 125 mL’ye tamamlandi.

2. 10 mM asetilkolin iyodat ¢ozeltisi: 0,0145 g asetilkolin iyodat tartildi. 5 mL saf

suda ¢ozildi.

3. 10 mM DTNB ¢ozeltisi: 0,002 g DTNB, 0,1 g sodyum sitrat tartildi. 10 mL saf

suda ¢ozildii.

Biitirilkolinesteraz aktivite ¢ozeltileri

1.1 M Tris-HCI tamponu: 15,14 g Tris tartildi. 100 mL saf suda ¢oziildi. pH 8’¢

ayarlandi. Son hacim saf su ile 125 mL’ye tamamlandi.

2. 5 mM biitirilkolin iyodat ¢6zeltisi: 0,0753 g biitirilkolin iyodat tartildi. 50 mL saf

suda ¢oziildii.

3. 10 mM DTNB c¢ozeltisi: 0,0198 g DTNB tartildi. 5 mL saf suda ¢6ziildii.

a-Glikozidaz aktivite ¢ozeltileri

1. 0,1 M sodyum fosfat tamponu (aktivite i¢in): 6 g NaH2PO4 tartildi. 450 mL saf

suda ¢oziildii. pH 6,9’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanda.

2. 0,1 mM sodyum fosfat tamponu (enzim seyreltmek igin): 6 mg NaH2POg tartildi.

450 mL saf suda ¢oziildii. pH 6,9’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamland.

3. 5 mM PNPG cozeltisi: 0,0376 g PNPG tartildi. 25 mL 0,1 M’lik fosfat

tamponunda ¢ozildi.

a-Amilaz aktivite ¢ozeltileri

1. 0,1 M sodyum fosfat tamponu: 0,6 g NaH2PO4 tartildi. 40 mL saf suda ¢oziildii.

pH 6,9’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

2. Nisasta (substrat) ¢ozeltisi: 0,1 g nisasta 25 mL saf suda iyice 1sitilarak ¢oziildii.
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3. a-Amilaz enzimi: 0,010 g a-Amilaz enzimi 10 mL saf suda iyice ¢ozildii.

4. 1 M HCI c¢ozeltisi: 0,8213 mL %37’lik HCI alindi. 10 mL’ye saf su ile

tamamlandi.

5.5 mM I2-5 mM KI ¢ozeltisi: 0,0254 g I> tartildi. 20 mL saf suda iyice 1sitilarak
¢oziildii. Sonra oda sicakhigina getirildi. Uzerine 0,0166 g KI eklenerek ¢oziildii. Folyoya

sarilarak muhafaza edildi.

Antikanser aktivite testlerinde kullanilan ¢ozeltiler

1. XTT c¢ozeltisi: 5 mL XTT Kkitinin lizerine 100 pL XTT aktivatoriinden konuldu

ve ¢oziildi.

2. Besi yeri, tripan boyasi, dimetil siilfoksit, fosfat tamponlu salin ¢ozeltileri satin

alindig sekliyle kullanildi.
Antioksidan Calismalari

DPPH- giderme metodu

DPPH- giderme metodu Blois metoduna (Blois 1958) gore yapildi. DPPH’in 1
mM’lik ¢ozeltisi serbest radikal olarak kullanildi. DPPH radikali ¢ozeltisi ve etanolden
olusan toplam hacmi 1250 uL olan kontrol ¢ozeltisinin absorbansi kullanilmadan once
1,000+0,025 nm’ye ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler toplam hacim 1250 uLL olacak
sekilde Tablo 6’daki gibi yapildi ve vortekslendi. 30 dk oda sicaklig1 ve karanlikta inkiibe

edildi. 517 nm’de etanolden olusan kore kars1 absorbanslar1 olgtldii.

Tablo 6. DPPH" Giderme Metodu Deney Tiipii Igerigi
Kiivet icerigi (unL) 15 (ug/mL) 30 (ug/mL) 45 (ug/mL) 60 (ug/mL)

Numune/Standart 19 38 54 76

Etanol 731 712 696 674
DPPH- ¢ozeltisi 500 500 500 500
Toplam 1250 1250 1250 1250

Fe3* indirgeme metodu

Oyaizu’nun (1986) metodu modifiye edilerek yapildi (Giilgin 2009). Deney
tiiplerine pipetlemeler toplam hacim 4.5 mL olacak sekilde Tablo 7’deki gibi sirasiyla
yapildi ve vortekslendi. Uzerlerinden 1’er mL alinarak her birine 1 mL saf su eklendi.

Vortekslendi. 10 dk karanlikta inkiibe edildi. 700 nm’de saf sudan olusan kore karsi
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absorbanslar 6l¢iildii. Kontrol i¢in deney tiipli i¢erigine numune yerine saf su konularak
6l¢iim yapildi. Deney tiiplerine pipetlemeler yapilip karistirildiktan sonra her birinden 1’er
mL alinip iizerlerine 1’er mL saf su eklenerek 2 kat seyreltildigi i¢in absorbanslar 2 ile

carpildi.

Tablo 7. Fe* indirgeme Metodu Deney Tiipii igerigi

Kiivet icerigi (uL) 15 (ng/mL) 30 (ug/mL) 45 (ug/mL) 60 (ug/mL)
Numune/Standart 67,5 135 202,5 270
Saf su 432,5 365 297,5 230
Fosfat tamponu 1250 1250 1250 1250
FeCls ¢ozeltisi 250 250 250 250
KsFe(CN)s ¢ozeltisi 1250 1250 1250 1250
TCA c¢ozeltisi 1250 1250 1250 1250
Toplam 4500 4500 4500 4500

ABTS™ giderme metodu

Re ve arkadaglarmin (1999) yontemine gore yapildi. ABTS’den 2 mM ABTS™
¢ozeltisi hazirlanarak radikal olarak kullanildi. ABTS™ ¢ozeltisi ve fosfat tamponundan
olusan toplam hacmi 1250 uL olan kontrol ¢ozeltisinin absorbansi kullanilmadan once
1,000+0,025 nm’ye ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler toplam hacim 1250 pL olacak
sekilde Tablo 8’deki gibi sirasiyla yapildi ve vortekslendi. 30 dk karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edildi. 734 nm’de fosfat tamponundan olusan kore karsi absorbanslar

olgtldi.
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Sekil 27. ABTS’nin kimyasal yapisi
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Tablo 8. ABTS* Giderme Metodu Deney Tiipii Icerigi

Kiivet icerigi (uL) 5(ug/mL) 10(ng/mL) 15(ng/mL) 20(ng/mL)
Numune/Standart 6,25 12,5 18,75 25
Fosfat tamponu 243,75 237,5 231,25 225
ABTS™ ¢ozeltisi 1000 1000 1000 1000
Toplam 1250 1250 1250 1250

Cuprak metodu

Apak ve arkadaslarinin (Apak vd 2006) uyguladigi yontem modifiye edilerek
yapild1 (Ak ve Giil¢in 2008). Deney tiiplerine pipetlemeler toplam hacim 1000 uL olacak
sekilde Tablo 9’daki gibi sirasiyla yapildi ve vortekslendi. 30 dk karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edildi. 450 nm’de saf sudan olusan kore karsi absorbanslar olgiildii.

Kontrol i¢in deney tiipii i¢erigine numune yerine saf su konularak 6l¢iim yapildi.

Tablo 9. Cuprak Metodu Deney Tiipii Icerigi

Kiivet icerigi (uL) 15 (ug/mL) 30 (ng/mL) 45 (ug/mL) 60 (ng/mL)

Numune/Standart 15 30 45 60
Saf su 685 670 655 640
CuCl 125 125 125 125
Asetat tamponu 125 125 125 125
Neokuprin ¢ozeltisi 50 50 50 50
Toplam 1000 1000 1000 1000

DMPD™ giderme metodu

Fogliano ve arkadaslarinin (1999) metoduna gore yapildi. 100 mL 0,1 M sodyum
asetat tamponuna (pH: 5,25) 1 mL 0,1 M DMPD ¢ozeltisi ve 0,2 mL 0,05 M FeCls
cozeltisi eklenerek 0,01 M DMPD™ reaktifi olusturuldu. DMPD'* reaktifi ve saf sudan
olusan toplam hacmi 1500 pLolan kontrol ¢6zeltisinin absorbansi kullanilmadan 6nce
1,000+0,025 nm’ye ayarlandi. Deney tiiplerine pipetlemeler toplam hacim 1500 pL olacak
sekilde Tablo 10°daki gibi sirasiyla yapildi ve vortekslendi. 50 dk karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edildi. 505 nm’de sodyum asetat tamponundan olusan kore karsi

absorbanslar ol¢iildii.
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Tablo 10. DMPD* Giderme Metodu Deney Tiipii Icerigi

Kiivet icerigi (nL) 15 (ug/mL) 30 (ug/mL) 45 (ng/mL) 60 (ng/mL)
Numune/Standart 22,5 45 67,5 90

Saf su 477,5 455 4225 410
DMPD* reaktifi 1000 1000 1000 1000
Toplam 1500 1500 1500 1500

FRAP metodu

10 hacim asetat tamponu (0,3 M, pH: 3,6), 1 hacim TPTZ (10 mM) ¢ozeltisi, 1
hacim FeCls (20 mM) ¢ozeltisi karistirilarak FRAP reaktifi olusturuldu. Deney tiiplerine
pipetlemeler toplam hacim 2500 pL olacak sekilde Tablo 11’deki gibi sirasiyla yapildi.
Vortekslendi. Uzerlerinden 1’er mL almarak her birine 1’er mL saf su eklendi.
Vortekslendi.10 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi. 593 nm’de sodyum asetat
tamponundan olusan kdre kars1 absorbanslar 6lciildii. Deney tiiplerine pipetlemeler yapilip
karistirildiktan sonra her birinden 1’er mL alinip iizerlerine 1’er mL saf su eklenerek 2 kat

seyreltildigi i¢in absorbanslar 2 ile ¢arpildi.

Tablo 11. FRAP Metodu Deney Tiipii Igerigi
Kiivet icerigi (uL) 15 (ng/mL) 30 (ug/mL) 45 (ug/mL) 60 (ug/mL)

Numune/Standart 37,5 75 112,5 150
Asetat tamponu 712,5 675 637,5 600
FeCls ¢ozeltisi 1000 1000 1000 1000
FRAP reaktifi 750 750 750 750
Toplam 2500 2500 2500 2500

hCA I ve hCA Il Izoenzimleri Saflastirma Calismalar

CA enzim hemolizatinin hazirlanmasi

10 mL insan eritrositi alindi. Uzerine 40 mL buzlu saf su konuldu. 5-10 dk
karigtirllarak hiicrelerin patlamasi saglandi. +4 °C’de 13.000xg’de 30 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra ¢okelek kismina degdirmeden {ist faz kisminda kalan hemolizat pastor
pipeti ile dikkatlice alindi. Hemolizata kat1 tris azar azar ilave edilerek pH’s1 8,7’ye

ayarlandi. +4 °C’de muhafaza edildi (Coban vd 2008).
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Afinite jelinin hazirlanmasi
Afinite jeli asagidaki basamaklar takip edilerek hazirlandi.
a) CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-Tirozin takilmasi

Afinite jeli hazirlanirken CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B matriksi kullanildi.
Matriks soguk 250 mL 0,1 M NaHCO3 tamponu (pH:10) ile yikandi. Uzerine yine ayni
tamponun 20 mL’sinde 80 mg L-Tirozin ¢dziinmis ¢ozelti eklendi. +4 °C’de 2 saat
manyetik karistiricida yavas bir sekilde karistirildi. +4 °C’de 16 saat bekletildi. Reaksiyona
girmeyen L-Tirozin’in uzaklastirilmas: i¢in 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
yikama suyu ile yikandi. Yikamaya 100 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu (pH:8,8) ile devam
edildi. Matrikse kovalent olarak takili L-Tirozin’li jel ayn1 tamponun (40 mL) igine

konuldu.
b) Siilfanilamid kenetlendirilmesi

0°C’de 1 M 10 mL HCI iginde 25 mg siilfanilamid ¢6ziildii. Uzerine igerisinde 75
mg NaNO: bulunan ¢ozeltiden damla damla 5 mL eklendi. 10 dk reaksiyon siirecinden
sonra diazollanmis olan siilfanilamid 40 mL Sepharose-4B-L-Tirozin ¢ozeltisine ilave
edildi. 1 M NaOH ile pH: 9,5’e ayarlandi. Oda sicakliginda 3 saat boyunca yavas yavas
karistir1ldi. 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponu ve 1 L saf su ile yikand1. Uzerine
ayn1 tampondan ilave edilerek muhafaza edildi (Soyiit 2006).
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Sepharose 4B-L-Tirozin

Sepharose 4B-L-Tirozin afinite jeli

Sekil 28. CNBr Sepharose-4B-L-Tirozin afinite jeli reaksiyon basamaklar1 (Atasever vd
2013)
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Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanmis olan jel Tris-HC1 dengeleme tamponuna (pH: 7,8) konuldu. igerisinde
kalan hava su trombu ile alindi. Bu jel 1x10 cm’lik kapali sistem sogutmali kolona
paketlendi. Jelin ¢6kmesi beklendi. Peristaltik pompa kullanilarak yikama tamponu ile
iyice yikandi. Dengeleme tamponu ile dengelenmesi saglandi. Eltatlar alinarak 280 nm’de
absorbanslara bakildi. Absorbanslarin ve pH’nin esitlenmesi kolonun dengelenmis

oldugunu gosterdi.

Afinite kolonuna numune eklenmesi ve eliiatlarin alinmasi

pH’s1 8,7 olan hemolizat damlalikla afinite kolona eklendi. Sonra 400 mL 25 mM
Tris-HCI/22 mM NazSOs (pH: 8,7) ¢dzeltisi ile yikanarak safsizliklar uzaklastirildi. Once 1
M NaCl/25 mM Na;HPO4 (pH: 6,3) eliisyon tamponu eklenerek hCA | izoenzimi; sonra
0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClOs (pH: 5,6) eliisyon tamponu eklenerek hCA Il izoenzimi
elie edilerek 2 mL’lik 8-10 tiipe alindi. Sonra eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslari

sleiildii.

Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini metodu, proteinlerin yapisinda bulunan Tirozin, Triptofan,
Fenilalanin’in 280 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (Segel 1968).
Afinite kolonundan alinmis olan 2 mL’lik hCA 1 ve hCA I eliiatlar1 kuvars kiivetlere
konup spektrofotometrede eliisyon tamponlarindan olusan kore karst 280 nm’de
absorbanslar1 alindi. Absorbanslari yiiksek olan tiiplerdeki hCA I ve hCA II izoenzimleri
birlestirilerek -80 °C’de muhafaza edildi.

Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein tayini metodu, proteinlerdeki asidik ve bazik gruplarla organik
boyalarin reaksiyona girip renkli kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 595 nm’de
maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (Bradford 1976). Boyanin proteine

baglanmasi ¢ok hizlidir. Bu protein-boya kompleksi uzun siire kalabilir.

1 mL’sinde 1 mg sigir albiimin ¢ozeltisi (BSA) 10, 20, 30, 40, 50, 60,70, 80, 90 ve
100 pL oranlarinda tiiplere alindi. Uzerlerine saf su ilave edilerek her tiip 100 pL’ye
tamamland1. Uzerlerine renklendirme reaktifi olan Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi
konularak son hacimleri 5 mL’ye tamamlandi. Karistirildi. 10 dk inkiibe edildikten sonra 3
mL’lik kiivetlere kondu. 595 nm’de 4,9 mL reaktif ve 0,1 mL saf sudan olusan kore karsi

absorbanslar1 alindi. Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen ng protein degerleri
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standart grafik olarak olusturuldu. Numuneler i¢in de aym1 yontem uygulandi. Standart

grafikten elde edilen denklemde yerine konularak miktar tayini yapildu.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

SDS-PAGE metodu asagidaki basamaklar takip edilerek yapildi (Laemmli1970,
Coban vd 2008).

a) Ayirma jeli: Behere 1 M’lik pH’s1 8,8 olan Tris tamponundan 5 mL kondu.
Uzerine4,4 mL %3 liik akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid ¢ozeltisi, 0,2 mL %10’luk SDS
¢ozeltisi, 0,03 mL saf TEMED, 3,13 mL saf su eklenerek karistirildi. Uzerine %1,5’lik
PER c¢ozeltisinden 40 pL eklenerek hizlica karistirildi. Digsarida donma olmamasi igin
hemen cam plakalarin arasma pipetlendi. Cam plakalarin arasinda olusabilecek
kabarciklar1 gidermek i¢in az miktarda izopropil alkol kondu. Jel donduktan sonra (3-5 dk)

iistte kalan izopropil alkol alindi.

b) Yigma jeli: Behere 1 M’lik pH’s1 6,8 olan Tris tamponundan 0,41 mL kondu.
Uzerine 0,8 mL %10’luk akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi, 0,03 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi,
0,03 mL saf TEMED, 2,45 mL saf su eklenerek karistirildi. Uzerine 50 pL PER eklenerek
karistirildi. Hemen ayirma jelinin iizerine cam plakalarin {ist seviyesine kadar pipetlendi.
Cam plakalar arasina tarak konarak 5-10 dk donmasi beklendi. Jel donup kuyucuklar

olustuktan sonra taraklar ¢ikarildi.

¢) Numunenin jele yiiklenmesi: hCA | ve hCA 1l izoenzimlerini denatiire etmek
icin 100’er pL almip iizerlerine 50 pL numune tamponu, %1’lik SDS, %10’ lukp-
merkaptoetanol eklenerek 5 dk kaynar su banyosunda bekletildi. Sonra 5’er ve 10’ar uL
olarak cam plakalardaki kuyucuklara pipetlendi.

d) Elektroforez: Cam plakalar elektroforezdeki yerlerine takildi. Hazneye yiiriitme
tamponu konuldu. Once 30 dk 90 V’ta sonra 90 dk 120 V’ta ¢alistirildi. Islemden sonra
plakalar alinarak iki plaka birbirinden ayrildi. Jel dikkatlice plakadan kaldirilip Brillant
Blue R-250 boyasinin igine konuldu. 1 gece ¢alkalayicida karistirildi. Daha sonra jel
calkalayicidan alinip 50 mL metanol-10 mL asetik asit-40 mL saf sudan olusan yikama
¢ozeltisine yani renksizlestirme ¢ozeltisine konuldu. Cozelti renkli hale gelince yenisiyle

degistirildi. Jeldeki bantlar netlesinceye kadar isleme devam edildi.
hCA I ve hCA Il izoenzimleri Esteraz Aktivitesi Tayini

Yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanir. p-

Nitrofenil asetat (PNF), karbonik anhidraz enziminin substratidir. Enzim PNF’yi hidroliz
56



eder ve 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolat olusur. Olusan bu iki
bilesigin ikisi de 348 nm’de absorbsiyon verdigi igin fenol grubunda bulunan H* iyonunun
gruptan ayrismast ya da ayrismamast Ol¢iimii degistirmemektedir. PNF ¢ozeltisi giinliik
hazirlanir ve sar1 renkli olup 1s1k altinda ¢abuk bozundugu icin folyoya sarilir. Ayrica PNF
¢Oziinlirken aseton kullanilir. Ciinkii aseton diger ¢oziiclilere gore hidroliz reaksiyonunu

¢ok daha az inhibe eder (Verpoorte et al. 1967; Goger ve Giilgin 2013).

i
O0—C—CH OH O
3 CA I
+ H,O D E— + H3C—C—-OH
O,N O,N
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol Asetik asit

Sekil 29. p-Nitrofenil asetat’in p-Nitrofenol’e doniisiimii

Esteraz aktivitesi Ol¢iimii yapmak iizere 1 mL’lik kiivete Tablo 12’de verilen
pipetlemeler yapildi. 400 pL tampon, 240 pL saf su, 360 uL. PNF’den olusan kore karsi
spektrofotometrede 248 nm’de her 30 saniyede bir olmak iizere 3 dk boyunca absorbans
Olcimleri yapildi. Son absorbans ile ilk absorbans arasindaki fark alinarak aktivite

belirlendi.

Tablo 12. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Kiivet Icerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Tris-SO4 tamponu 400

Saf su 220
PNF c¢ozeltisi 360
Numune -
Enzim ¢ozeltisi 20
Toplam hacim 1000

hCA | ve hCA TI izoenzimleri Uzerine Shogaol’iin inhibisyon Etkisinin Belirlenmesi

ICso degerlerinin bulunmasi i¢in numunenin 6 farkli konsantrasyonu hazirlanarak
pipetlemeler yapildi. 348 nm’de 3 dk absorbans 6lgiildii. Konsantrasyona kars1 % enzim
aktivitesi grafigi ¢izilerek elde edilen denklemden ICso degerleri hesaplandi. Ki
hesaplamalar1 yapmak tizere 5 farkli kontrol, 5 farkli PNF konsantrasyonu ve numunenin 3
farkli konsantrasyonu hazirlanarak pipetlemeler yapildi. 348 nm’de 3 dk absorbans Sl¢iimii

yapildi. Ki degerleri hesaplandi. Hangi tip inhibisyon tiirii oldugu belirlendi.
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Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Shogaol’iin Inhibisyon Etkisinin Belirlenmesi

Bu yontemde tiyokolin ile DTNB’nin reaksiyonu sonucu sari renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit olusur. Bu bilesik 412 nm’de absorbans verir (Ellman et al.
1961).Oncelikle 1Cso degerinin bulunmasi i¢in deney tiipiine Tablo 13’teki pipetlemeler
yapildi. 412 nm’de 3 dk absorbans 6l¢iildii. Elde edilen sonuglarla konsantrasyona karsi %
enzim aktivitesi grafigi cizilerek elde edilen denklemden ICsp degerleri hesaplandi. Ki
hesaplamalar1 yapmak {izere 5 farkli kontrol, 5 farkli DTNB konsantrasyonu ve numunenin
3 farkli konsantrasyonu hazirlanarak pipetlemeler yapildi. 412 nm’de 3 dk absorbans

Olctimii yapildi. Kj degerleri hesaplandi. Hangi tip inhibisyon tiirii oldugu belirlendi.
Biitirilkolinesteraz Enzimi Uzerine Shogaol’iin inhibisyon Etkisinin Belirlenmesi

Biitirilkolinesteraz metodu asetilkolinesteraz i¢in yapilan metotla hemen hemen
aynidir. Farklar1 ise enzimlerin kontrol aktivitesine gore kullanilan enzim miktarlar1 ve

asetilkolin iyodat yerine biitirilkolin iyodat kullanilmasidir.

Tablo 13. Asetilkolinesteraz Aktivite Tayini Kiivet I¢erigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Tampon 100

Saf su 780
DTNB ¢ozeltisi 50
Enzim ¢ozeltisi 20
Numune -
Asetilkolin iyodat 50
Toplam hacim 1000

Tablo 14. Biitirilkolinesteraz Aktivite Tayini Kiivet Icerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Tampon 100

Saf su 785
DTNB c¢ozeltisi 50
Enzim ¢ozeltisi 15
Numune -
Biitirilkolin iyodat 50
Toplam hacim 1000
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a-Glikozidaz Enzimi Uzerine Shogaol’iin Inhibisyon Etkisinin Belirlenmesi

Tao ve arkadaglarinin metoduna gore yapildi (Tao et al. 2013).Yontem
uygulanirken Tablo 15°teki pipetlemeler yapildi. 405 nm’de 3 dk boyunca absorbans
oOlgiildii. ICsp i¢in numunenin 6 farkli konsantrasyonu hazirlanarak pipetlemeler yapildi.
405 nm’de 3 dk absorbans ol¢iildii. 1Csp degerleri hesaplandi. Ki hesaplamalar1 yapmak
tizere 5 farkli kontrol, 5 farkli PNPG konsantrasyonu ve numunenin 3 farkli
konsantrasyonu hazirlanarak pipetlemeler yapildi. 405 nm’de 3 dk absorbans olgiimii

yapildi. Ki degerleri hesaplandi. Hangi tip inhibisyon tiirii oldugu belirlendi.

Tablo 15. a-Glikozidaz Aktivite Tayini Kiivet icerigi

Kiivet icerigi Hacim (uL)
Tampon 100

Saf su 820
Enzim ¢ozeltisi 30
Numune -
PNPG 50
Toplam hacim 1000

a-Amilaz Enzimi Uzerine Shogaol’iin Inhibisyon Etkisinin Belirlenmesi

Metodun temeli nisastanin iyot ile kompleks olusturmasi ve bu kompleksin de 580
nm’de absorbans vermesine dayanir (Xiao et al. 2006). Numunenin 5 farkli kosantrasyonu
hazirlanarak tlizerine 1’er mL nisasta ¢ozeltisi eklendi. Tiipler sodyum fosfat tamponu ile
3’er mL’ye tamamlandi. Uzerlerine 0,25’er mL enzim eklenerek karistirildi. 30 dk
inkiibasyondan sonra 1,75’er mL iyot ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. 580 nm’de absorbans

slciildii.

Tablo 16. a-Amilaz Aktivite Tayini Kiivet Igerigi

Kiivet icerigi Hacim (mL)
Numune -
Nisasta 1
Fosfat tamponu 2
Enzim 0,25
Iyot ¢Ozeltisi 1,75
Toplam hacim 4
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Antikanser Arastirma Calismalari

Hiicre Kkiiltiirii kosullar:

Hiicrelerin veya tek bir hiicrenin doku ile bagintisi olmadan in vitro olarak
laboratuvar sartlarinda ¢ogaltilmasina “hiicre kiiltlirii” denir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari
giiniimiizde 6nemli arastirma konularinin basinda gelmektedir. Kanser hastaligi gibi ¢esitli
patolojik durumlarda belli bir maddenin bu duruma karsi nasil etki ettigini ya da bir hiicre
veya dokuda iiretilen bir maddenin nasil islev gordiigiinii belirleyebilmek i¢in hiicre
kiltirti galismalar1 siklikla yapilmaktadir. In vivo olarak canli ortamda yapilamayan
aragtirma ¢alismalari, in vitro olarak laboratuvar sartlarinda hiicre hatlar1 ¢ogaltilarak
yapilabilir. Hiicreler, etraflarindaki ¢evreye karsi duyarli olduklarindan dolay1 fiziksel ve
kimyasal kosullar degistiginde ¢ogu hiicreler bu durumdan etkilenirler. Kanser hiicreleri de
benzer etki gosterdikleri igin, besi yeri ile fizyolojik kosullarin saglandigi ortamlarda
beslenip c¢ogaltilmalidir. Bu kosullarin en 6nemlileri insan viicut sicakligi ve oksijensiz
ortamdir. Bu ortamlarin hiicrelere saglanmasi i¢in ¢ogunlukla karbondioksit inkiibatorleri
kullanilir. Bu kosullarda hiicreler canliliklarini siirdiiriirler ve hiicre boliinmesi yaparak

cogalirlar.

Hiicre kiltiirii ¢aligmalar1 yapilirken kontaminasyonun olmamasi igin steril bir
ortamin olmasi olduk¢a dnemlidir. Bundan dolay1 ¢aligmalar Class II Giivenlik Kabini’nde
yapildi. Kanser hiicrelerinin biiyliylip cogalmasi i¢in gesitli takviye edici bilylime ortamlari
kullanildi. Bu takviye edici maddeler fetal sigir serumu, penisilin streptomisin (Pen-Strep),
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ve McCoys’un 5A ortamidir. Hiicre
kiiltiirleri, 37 °C’de %95 nem %5 CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Hiicrelerin cozdiiriilmesi

Kanser hiicreleri DMSO’lu besi yeri iceren 2 mL kriyotiip icerisinde dondurulmusg
olarak saklanir. S1v1 azot tankinda dondurulmus halde olan kanser hiicreleri, tanktan alindi
ve cogaltilmak tizere T75 hiicre kiiltiirii flaskina aktarildi. Hiicrelerin biiylimesi i¢in
tizerlerine 8 mL besi yeri konup 37 °C’de %95 nem %5 CO2 inkiibatoriinde ¢ogalmaya
birakildi. 24 saat inkiibeden sonra biiylime ortami yeni besi yeri ile degistirildi ve yine %5

CO:> inkiibatoriine konuldu.
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Sekil 30. Class II giivenlik kabini
Hiicrelerin boliinmesi

Hiicreler T75 flaskta %80 oraninda ¢ogaldiginda inkiibatérden alindi. Igerisindeki
besi yeri ortam1 vakum yardimiyla bosaltildi. 10 mL fosfat tamponu (PBS) ile yikanarak
atiklar, kirlilikler, o6lii hiicreler uzaklastirildi. Yikama yapilirken pipet kullanilarak T75
flaskin dip kismina yapisik halde olan hiicrelerin dagilmamasina dikkat edildi. Yikama
yapildiktan sonra yikama suyu bosaltildi. T75 flask dibine yapisik halde olan canh
hiicrelerin kaldirilmasi i¢in flaska 2-3 mL tripsin/EDTA eklendi ve 37 °C’de %95 nem %5
CO> inkiibatoriine konuldu. 5-10 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin ayrigmasi saglandi.
Flask inkiibatorden alinip, igerisine tripsinin inaktive olmasi igin 8 mL besi yeri eklendi.
Hiicrelerin birbirinden ayristirilmasi igin pipet yardimiyla iyice karistirildi. Sonra bu hiicre
karisimindan 2 mL alind1 ve baska bir T75 sisesine konuldu. Uzerine hiicrelerin biiyiimesi
ve gelismesi i¢in 7-8 mL besiyeri eklendi. Boylece béliinen hiicre kiiltiirleri yine 37 °C’de
%95 nem %5 CO: inkiibatoriine konuldu. Haftada 3-4 kez bu islem tekrarlandi.

Hiicrelerin dondurulmasi

Boliinen hiicreler, 15 mL’lik falkon tiiplerine konarak 37 °C’de 1000 xg’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra falkon tiipiinden iist katman alindi. Pelet kismi
ise serum ile takviye edilerek biiylime ortami olan%10 DMSO igeren 3 mL dondurma

ortaminda yeniden siispansiyon yapildi. Bu hiicre siispansiyonu kriyotiiplere konuldu ve
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vakit kaybetmeden -80 °C dondurucuya konuldu. Bir hafta -80 °C dondurucuda kalan

kriyotiipler, uzun siire depolama yapmak amactyla -196 °C’de siv1 azot tankina konuldu.

Hiicre sayim

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda antiproliferatif etki Olglimiinden 6nce 1 mL’de
100.000 hiicre olmasi hedeflenir. Boliinlip hiicre g¢ogaltilmasi yapilan hiicreler tripan
mavisi ile boya dislama teknigi kullanilarak sayildi. Tripan mavisi, hiicreleri daha goriiniir
yapar ve canli ile cansiz hiicreleri ayirt eder. Canli hiicreler boyayi igine almaz ve sari
renkli goriiniir. Cansiz hiicreler ise boyayi i¢ine aldig1 i¢in mavi renkli goriiniir. Tripsin ile
iyice birbirinden ayrilan hiicreler iki ayri ependorfa konuldu. Uzerine tripan boyasi
eklenerek boyama islemi yapildi. Isik mikroskobuna yerlestirilerek hemositometre ile
hiicre sayim1 yapildi. Boyanmis hiicre karisimmdan hemositometrenin iki odacigina 10’ar
uL konuldu. Hemositometre, 1sitk mikroskobuna yerlestirilip odaciklardaki hiicreler
sayilarak ortalamasi alindi. Daha sonra 1 mL’deki hiicre sayisi asagida verilen formiil

kullanilarak hesaplandi:

Hiicre say1s1 / mL= Odaciklardaki ortalama hiicre sayis1 x DF x 10%

(DF: Tripan boyast ile yapilan seyreltme faktorii.)
(10*:Lamdaki odacik boyutlarindan hesaplanan faktér (Hemositometredeki her oda 1cm uzunluga, 1
cm ene, 0,1 cm yiikseklige sahiptir, hacmi 0,1 cm®’tiir.)

Sekil 31. Hemositometre ile canli hiicre sayim1 (Altay 2015)
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XTT yontemi ile hiicre canlihg: 6l¢iimii

Shogaol’iin A-549 akciger kanseri hiicre hatti, HT-29 kolon kanseri hiicre hatti,
MCF-7 ve MDA-MB-453 go6giis kanseri hiicre hatlar1 ve 3T3-L1 fare fibroblast normal
hiicrelerine karsi antiproliferatif etkisinin arastirilmasi, Hiicre Proliferasyon XTT Kiti
Biyolojik Endiistrileri kullanilarak yapildi. XTT (Sekil 32), heterosiklik organik yapida bir
tetrazolyum tuzudur ve canli hiicrelerdeki mitokondri enzimleri vasitasiyla turuncu renkli
olan formazan lriiniine indirgenir. Meydana gelen formazan {iriinii suda ¢oziinerek 415

nm’de absorbans verdigi i¢in eliza okuyucuda 6l¢iimii yapilabilir.

Beslenip cogaltilmast yapilan A-549, HT-29, MCF-7, MDA-MB-453 ve 3T3-L1
hiicre hatlarindan 96 kuyucuklu plakalara 100’er pL ekildi. inkiibatore konarak biiyiimeleri
saglandi. 24 saat inkiibeden sonra plakalar alinarak besi yerleri bosaltildi. Canli hiicreler
kuyucuk dibine yapisik oldugu i¢in plakada kaldi. Her kuyucuk 75 pL PBS ile yikandi ve
bosaltildi. Kuyucuk dibine yapisik halde olan hiicrelerin tizerine 50’er uL besi yeri eklendi.
Bunun iizerine yine 50’er pL numune ¢ozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda 3 tekrar
elde edilecek sekilde eklendi ve karistirildi. Kuyucuklardan ikisinde kontrol olarak sadece
besi yeri, iki kuyucukta da %0,2 DMSO’lu biiylime ortami vardir. 24 saat inkiibasyon i¢in
tekrar inkiibatore konuldu. Inkiibe siiresi dolunca plakalar inkiibatérden alindi. XTT Kitini
aktive etmek i¢in 5 mL XTT kiti tizerine 100 pL XTT aktivatoriinden konularak ¢oziildii.
Her bir kuyucuga bu ¢ozeltiden 50°ser puL eklenerek karistirildi. Karigimin 8 saat XTT
reaktifi ile inkiilbe olmasi i¢in CO2 inkiibatoriine konuldu. Inkiibe olduktan sonra 415
nm’de eliza okuyucuda okutuldu. Hiicre canliligin1 hesaplamak igin asagidaki esitlik
kullanildi. Elde edilen sonuglarla ICso degerleri hesaplandi. Hiicre canliligini %50 azaltmak

icin gereken numune konsantrasyonu ICsg degeridir.

% Hiicre canliligr - [Abs(ekstrakt ile muamele gérmiis hiicreler) — Abs(hiicresiz

ortamdaki ekstrakt)] / [Abs(muamele gérmemis hiicreler)-Abs(hiicresiz ortam)]x100

\
o) NO,
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N }
” / N SOS
NH—C4< |

=N

SOy
0
Hi NO2

Sekil 32. XTT tetrazolyum tuzu
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ARASTIRMA BULGULARI

Antioksidan Aktivite Bulgular:

DPPH- giderme metodu bulgular:

DPPH- giderme aktivitesi, Blois metodu uygulanip Shogaol ve standart antioksidan
olan BHA, BHT ve Troloks’un 517 nm’deki absorbanslari 6lgiilerek ve bunlara ait grafik
cizilerek belirlendi. Grafik Sekil 33’te verilmistir.
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Sekil 33. Shogaol’in ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT, Troloks) farkh
konsantrasyonlardaki (15-60 pg/mL) DPPH" giderme aktivitesi grafigi

Shogaol’iin DPPH" giderme aktivitesi konsantrasyon arttik¢a arttigi goriildia. 15
ug/mL, 30 ug/mL ve 45 pg/mL konsantrasyonlarda Shogaol’iin, BHT den daha etkili,
Troloks ve BHA’dan daha disiik aktivite gosterdigi bulundu. Shogaol ve standart
antioksidan olan BHA, BHT ve Troloks’un DPPH- giderme aktivitelerini karsilastirmak
tizere ICsp degerleri hesaplandi. Bu degerler Tablol7’de verilmistir. 30 ug/mL
konsantrasyonda Shogaol bilesiginin ve standartlarin DPPH" giderme aktivitesi sirasiyla

sOyledir:

Troloks > BHA > Shogaol > BHT
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Tablo 17. Shogaol ve Standart Antioksidanlar (BHA, BHT ve Troloks) I¢in DPPH-
Giderme Aktivitesi ICso Degerleri

Standartlar ve Bilesik I1Cso (ug/mL)
BHA 18,458
BHT 28,115
Troloks 10,884
Shogaol 24,791

Fe** indirgeme metodu bulgulari

Ferrik iyonlar1 (Fe3*) indirgeme kapasitesi, Oyaizu metodunun hafif modifikasyonu
ile Shogaol ve standart antioksidan olan BHA, BHT ve Troloks’un 700 nm’deki
absorbanslart Olciiliip elde edilen absorbanslarla Sekil 34’te verilen grafik cizilerek

belirlendi.
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Sekil 34. Shogaol’in ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT, Troloks) farkh
konsantrasyonlardaki (15-60 ug/mL) Fe*" indirgeme kapasitesi grafigi

Shogaol’iin Fe** indirgeme kapasitesi konsantrasyon arttik¢a arttign goriildii. Bu
metotta 30 pg/mL konsantrasyonda Shogaol’iin, Troloks’tan daha etkili aktivite gosterdigi,
15 pg/mL konsantrasyonda ise Troloks’a ¢ok yakin, BHA ve BHT’den diisiik aktivite
gosterdigi bulundu. Shogaol ve standart antioksidanlarin 30 pg/mL’deki absorbans
degerleri Tablo 18’de verilerek birbirleriyle karsilastirildi. 30 ug/mL konsantrasyonda

Shogaol ve standartlarin Fe** indirgeme kapasitesi sirasiyla soyledir:
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BHA > BHT > Shogaol > Troloks

Tablo 18. Shogaol ve Standart Antioksidanlarm (BHA, BHT ve Troloks) Fe** Indirgeme
Metoduna Gore 30 ng/mL’deki Absorbans Degerleri

Standartlar ve Bilesik  Absorbans (700 nm) + SS

BHA 3,390 + 0,037
BHT 3,170 £ 0,167
Troloks 1,491 + 0,069
Shogaol 1,511 £ 0,055

ABTS* giderme metodu bulgular:

ABTS™ giderme aktivitesi, Re ve arkadaslarinin metoduna gére Shogaol’lin ve
standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve Troloks) 734 nm’deki absorbanslar1 6l¢iiliip elde

edilen absorbanslarla Sekil 35’te verilen grafik cizilerek belirlendi.
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Sekil 35. Shogaol’in ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT, Troloks) farkh
konsantrasyonlardaki (5-20 pg/mL) ABTS™ giderme aktivitesi grafigi

Shogaol’iin ABTS ™ giderme aktivitesinin 5 ug/mL konsantrasyonda Troloks’a gore
etkili, BHA ve BHT’den ise diisiik oldugu bulundu. 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL
konsantrasyonlarda ise hem standartlarin hem de Shogaol’iin, ABTS radikallerini tamamen
giderdigi goriildi. Shogaol ve standart antioksidan olan BHA, BHT ve Troloks’un ABTS™

giderme aktivitelerini karsilastirmak iizere ICso degerleri hesaplandi. Bu degerler Tablo
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19°da verilmistir. 5 pg/mL konsantrasyonda Shogaol ve standartlarin ABTS™ giderme

aktivitesi sirasiyla soyledir:
BHA > BHT > Shogaol > Troloks

Tablo 19. Shogaol ve Standart Antioksidanlar (BHA, BHT ve Troloks) Igin ABTS™
Giderme Aktivitesi ICso Degerleri

Standartlar ve Bilesik  1Cso (ug/mL)

BHA 4,588
BHT 4,980
Troloks 6,707
Shogaol 5,611

Cuprak metodu bulgulari

Kuprik iyonlarin1 (Cu?") indirgeme kapasitesi, Apak ve arkadaslarmin metodu
modifiye edilerek Shogaol’iin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve Troloks) 450
nm’deki absorbanslar1 Ol¢iiliip elde edilen absorbanslarla Sekil 36°da verilen grafik

cizilerek belirlendi.
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Sekil 36. Shogaol’in ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT, Troloks) farkh
konsantrasyonlardaki (15-60 pg/mL) Cu?* indirgeme kapasitesi grafigi

Shogaol’iin Cu?* indirgeme kapasitesinin tiim konsantrasyonlarda Troloks’tan daha
etkili, BHA ve BHT den diisiik oldugu bulundu. Shogaol ve standart antioksidanlarin 30
ng/mL’deki absorbans degerleri Tablo 20’de verilerek birbirleriyle karsilagtirildi. 30
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ng/mL konsantrasyonda Shogaol ve standartlarin Cuprak metoduna gore Cu?* indirgeme

kapasitesi sirastyla soyledir:
BHT =~ BHA > Shogaol > Troloks

Tablo 20. Shogaol ve Standart Antioksidanlarin (BHA, BHT ve Troloks) Cuprak
Metoduna Gore 30 pg/mL’deki Absorbans Degerleri

Standartlar ve Bilesik  Absorbans (450 nm) £+ SS

BHA 1,297 + 0,052
BHT 1,295 + 0,023
Troloks 0,909 + 0,047
Shogaol 1,041 + 0,025

DMPD'* giderme metodu bulgulari

DMPD* giderme aktivitesi, Fogliano ve arkadaslarinin metoduna gére Shogaol’iin
ve standart antioksidanlarin (BHA ve Troloks) 505 nm’deki absorbanslari Olgiilerek
belirlendi. Elde edilen absorbanslarla Sekil 37’de verilen grafik ¢izildi. Shogaol’iin
DMPD™ giderme aktivitesinin standartlardan diisiik oldugu goriildii. Bu durumun bir
sebebi girisim olabilir. Ciinkii o-tokoferol gibi hidrofobik bilesiklerin DMPD™ giderme
metodunda girisim yapma 6zelligi vardir. Bu da sonuglar etkilemektedir. Shogaol bilesigi

de hidrofobik alifatik zincir bulundurmaktadir. Bundan dolay1 girisim yapmus olabilir.
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Sekil 37. Shogaol’iin ve standart antioksidanlarin (BHA, Troloks) farkl
konsantrasyonlardaki (15-60 ug/mL) DMPD™" giderme aktivitesi grafigi
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FRAP metodu bulgular:

FRAP metoduna gore Fe®* indirgeme kapasitesi Shogaol’iin ve standart
antioksidanlarin (BHA, BHT ve Troloks) 593 nm’deki absorbanslar1 6l¢iiliip elde edilen

absorbanslarla Sekil 38’de verilen grafik ¢izilerek belirlendi.
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Sekil 38. Shogaol’in ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT, Troloks) farkh
konsantrasyonlardaki (15-60 pg/mL) FRAP metoduna gore Fe®* indirgeme
kapasitesi grafigi

Shogaol’iin FRAP metoduna gore Fe®" indirgeme aktivitesinin 60 pg/mL
konsantrasyonda tiim standartlardan daha yiiksek oldugu, 45 pg/mL konsantrasyonda ise

BHT ve Troloks’tan daha etkili, BHA’a ¢ok yakin oldugu bulundu. Shogaol ve standart

antioksidanlarin 60 pg/mL’deki absorbans degerleri Tablo 21°de verilerek birbirleriyle

karsilastirildi. 60 pg/mL konsantrasyonda Shogaol ve standartlarin FRAP metoduna gore

Fe®* indirgeme aktivitesi sirasiyla sdyledir:
Shogaol > BHA > Troloks > BHT

Tablo 21. Shogaol ve Standart Antioksidanlarin (BHA, BHT ve Troloks) FRAP Metoduna
Gore 60 ng/mL’deki Absorbans Degerleri

Standartlar ve Bilesik  Absorbans (593 nm) £ SS

BHA 2,022 + 0,158
BHT 1,727 £ 0,004
Troloks 1,935+0,018
Shogaol 2,238 + 0,087
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Enzim Saflastirma Bulgular

Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Coomassie Brillant Blue yontemi kullanilarak hem hemolizatin hem de hCA 1 ve
hCA 1l izoenzimlerinin kantitatif tayini yapildi. Bunun igin oncelikle sigir albiimin
cozeltisinin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak 595 nm’de absorbans dl¢timii yapildi.
Sonra protein miktarina karsi absorbans degerlerini iceren standart grafik cizildi (Sekil 39
ve 40). Grafiklerden elde edilen denklemlerden hemolizat, hCA | ve hCA I
izoenzimlerinin protein miktarlar1 hesaplandi. Bu miktarlarin sirasiyla 39485,68 mg/mL,;
158 mg/mL; 375 mg/mL oldugu bulundu.
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Sekil 39. Bradford metoduna gore hemolizatdaki protein miktar1 tayini i¢in kullanilan
standart grafik
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Sekil 40. Bradford metoduna gore hCA I ve hCA II izoenzimlerinin protein miktari tayini
icin kullanilan standart grafik
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Karbonik anhidraz I ve II saflastirma bulgularn

Afinite kolonundan alinmis olan 2 mL’lik hCA T ve hCA 1II eliiatlar1 kuvars
kiivetlere konup spektrofotometrede eliisyon tamponlarindan olusan kore karsi 280 nm’de
absorbanslar1 alindi. Elde edilen absorbans sonuglar1 ile tiip sayisina karsilik absorbans
grafigi ¢izildi (Sekil 41 ve 42). hCA 1 izoenzimi ig¢in ilk alt1 tiipiin absorbansinin
digerlerinden daha yiiksek oldugu goriildii. hCA Il izoenzimi igin ise ilk bes tiipiin

absorbansinin digerlerinden daha yiiksek oldugu goriildii.
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Sekil 41. hCA I izoenziminin eliisyon sonucu kalitatif tayin grafigi
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Sekil 42. hCA II izoenziminin eliisyon sonucu kalitatif tayin grafigi
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SDS-PAGE bulgular:

hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin afinite kromatografisi ile saflagtirilmalar
sonucunda safliklarin tespit edilmesi i¢in SDS-PAGE yapildi. Molekiil agirliklar: bilinen
proteinler standart madde olarak kullanildi. Islem sonucu tek bant gozlendi ve belirgin hale

gelen bantlar hCA I ve hCA Il izoenzimleri olarak tespit edildi (Sekil 43).

Sekil 43. hCA I ve hCA 11 izoenzimlerinin SDS-PAGE sonucu fotografi

Karbonik anhidraz I ve II saflastirma basamaklar1 bulgular:

Sepharose-4B-L-Tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak yapilan
saflastirma sonucunda aktivite, protein, toplam aktivite, toplam protein, spesifik aktivite, %
verim ve saflastirma katsayisi degerleri hesaplandi (Tablo 22). hCA | izoenzimi %40,67
verimle 273 kat saflastirld ve spesifik aktivitesi 1,367 EU/mg olarak bulundu. hCA I
izoenzimi %81,92 verimle 309 kat saflastir1ldi ve spesifik aktivitesi 1,546 EU/mg olarak

bulundu. Saflastirma tablosu hazirlanirken asagida verilen formiiller kullanildi:

Absorbans /dk Kiivet hacmi (nL)

EnzimUnitesi (EU) " Ekstinksiyon kat. Enzim (uL)

Toplam Aktivite (EU) = Aktivite (EU) x Hacim (mL)
Toplam Protein (mg) = Protein (mg/mL) x Hacim (mL)

Toplam Aktivite (EU)
Toplam Protein (mg)

SpesifikAktivite(EU/mg) =

Saflastirmanin sonundaki toplam aktivite (EU) 100
X

% Verim = =
o verim Saflastirmanin ilk basamagindaki toplam aktivite (EU)

Saflastirmanin sonundaki spesifik aktivite (EU/mg)

Saflast Kat = =
atiastirma Ratsaylst Saflastirmanin ilk basamagindaki spesifik aktivite (EU/mg)
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Tablo 22. Insan Eritrositinden Elde Edilen Hemolizat ve Hemolizattan Afinite
Kromatografisi ile Saflastirilan hCA 1 ve hCA II Izoenzimleri I¢in Enzim
Unitesi, Spesifik Aktivite, % Verim ve Saflastirma Katsayis1 Sonuglari

Toplam  Toplam  Spesifik

Saflagtirma  Aktivite  Hacim  Protein o ] o Verim Saflagtirma
. aktivite protein aktivite
basamaklart  (EU/mL) (mL)  (mg/mL) . . (%) katsay1si
(EU) (mg)  (EU/mg)
Hemolizat 236 18 39485,68 4248 710742 0,005 100 1
hCA | 216 8 158 1728 1264 1,367 40,67 273
hCA Il 580 6 375 3480 2250 1,546 81,92 309

Enzim inhibisyonu Arastirma Bulgulan

Shogaol’iin hCA 1 ve hCA II izoenzimleri iizerinde esteraz aktivitesi
inhibisyon bulgular:

hCA 1 ve hCA Il izoenzimlerinin esteraz aktivitelerini belirlemek igin yapilan
inhibisyon  c¢alismalar1  sonucunda elde edilen verilerle numunenin farkl
konsantrasyonlarina kars1 % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 44 ve 45). Grafiklerden
elde edilen denklemlerden hCA I ve hCA II izoenzimleri i¢in ICso degerleri hesaplandi.
ICso degerleri hCA I izoenzimi i¢in 75,91 nM (r?:0,9613), hCA 11 izoenzimi igin 47,04 nM
(r:0,9265) olarak bulundu (Tablo 23).

Tablo 23. hCA I ve hCA 1I izoenzimleri Esteraz Aktivitesi ICso Degerleri

I1Cso0 (NM) r
hCA | 75,91 0,9613
hCA 1l 47,04 0,9265

hCA | ve hCA Il izoenzimlerinin K; degerlerini bulmak i¢in substrat olarak
kullanilan p-nitrofenil asetat’mm 5 farkli konsantrasyonu ve numunenin de 3 farkli
konsantrasyonu ile ¢alisilarak elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 46 ve 47). Elde edilen grafiklerde kontrol ve 3 farkli numune konsantrasyonu
cizgilerinin x ekseninde ¢akistig1 goriildii. Buradan da Shogaol’iin hem hCA 1 hem de hCA
IT izoenzimleri i¢in yarigmasiz inhibitor olarak etki gosterdigi belirlendi. hCA I izoenzimi
icin Kj degerleri 11, I2 ve I3 igin sirastyla 41,71 nM, 42,00 nM, 42,63 nM, ortalama K; ise
42,11 nM olarak bulundu. hCA II izoenzimi i¢in Kj degerleri Iz, |2 ve Iz i¢in sirasiyla 31,36
nM, 28,40 nM, 28,67 nM, ortalama K ise 29,47 nM olarak bulundu (Tablo 24).
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Sekil 44. hCA 1 izoenziminin 6 farklt Shogaol konsantrasyonu ile yapilan esteraz aktivitesi
metodu sonucu ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Enzim Aktivitesi-
[Shogaol] grafigi
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Sekil 45. hCA 1II izoenziminin 6 farkli Shogaol konsantrasyonu ile yapilan esteraz
aktivitesi metodu sonucu ICsg degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Enzim
Aktivitesi-[Shogaol] grafigi

74



50 ~ + Kontrol

m  [1]1:54,00 M

20 | o [1]2: 72,00 nM

[1]3: 90,00 nM

)

£

35 30 -

u

>

S
20 -
10 -

2 4 6 8
1/[S] (mM)2

Sekil 46. hCA 1 izoenzimi i¢in 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli Shogaol
konsantrasyonunda K; degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 47. hCA 1I izoenzimi igin 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli Shogaol
konsantrasyonunda K; degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi
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Tablo 24. Shogaol’iin hCA I ve hCA 1I izoenzimleri Uzerinde Gosterdigi Inhibisyon Tiirii,
ICso ve Ki Degerleri

Enzim 1Cso (NM) r [17 (nM) Ki (J(IE%\;;lerl Olzr?rlle&/rga Inhtli?ll‘iiyon
[1]1: 54,00 41,71

hCA | 75,91 0,9613 [I]2: 72,00 42,00 42,11 Yarismasiz
[1]3: 90,00 42,63
[1]:: 36,00 31,36

hCA 1l 47,04 0,9265 [lI]2: 45,00 28,40 29,47 Yarismasiz
[1]5: 54,00 28,67

Shogaol’iin asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki aktivite bulgular:

Inhibisyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerle numunenin farkli
konsantrasyonlarina karst % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 48). Grafikten elde
edilen denklemden ICso degeri hesaplandi. ICso degeri 37,44 nM (r?:0,9748) olarak
bulundu.

Asetilkolinesteraz enziminin K; degerini bulmak igin substrat olarak kullanilan
asetilkolin iyodatin 5 farkli konsantrasyonu ve numunenin de 3 farkli konsantrasyonu ile
caligilarak elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 49). Elde edilen
grafikte kontrol ve 3 farkli numune konsantrasyonu cizgilerinin y ekseninde g¢akistigi
goriildii. Buradan da Shogaol’iin asetilkolinesteraz enzimi igin yarigmali inhibitor olarak
etki gosterdigi belirlendi. AChE enzimi i¢in K degerleri I1, |2 ve I3 i¢in sirastyla 12,74 nM,
7,44 nM, 6,67 nM, ortalama K; ise 8,95 nM olarak bulundu (Tablo 25).
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Sekil 48. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in 6 farkli Shogaol konsantrasyonu ile yapilan
inhibisyon ¢alismasi sonucu ICsg degerinin bulunmast icin ¢izilen % Enzim
Aktivitesi-[Shogaol] grafigi
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Sekil 49. Asetilkolinesteraz enzimi i¢in 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli
Shogaol konsantrasyonunda Kj degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

Shogaol’iin biitirilkolinesteraz enzimi iizerindeki aktivite bulgulari

Inhibisyon calismalart sonucunda elde edilen verilerle numunenin farkh
konsantrasyonlarina karst % enzim aktivitesi grafigi c¢izildi (Sekil 50). Grafikten elde
edilen denklemden ICso degeri hesaplandi. ICso degeri 24,11 nM (r%:0,9527) olarak

bulundu.

Biitirilkolinesteraz enziminin K; degerini bulmak i¢in substrat olarak kullanilan
biitirilkolin 1yodatin 5 farkli konsantrasyonu ve numunenin de 3 farkli konsantrasyonu ile
caligilarak elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 51). Elde edilen
grafikte kontrol ve 3 farkli numune konsantrasyonu g¢izgilerinin y ekseninde c¢akistigi
gorildii. Buradan da Shogaol’iin biitirilkolinesteraz enzimi i¢in yarismali inhibitor olarak
etki gosterdigi belirlendi. BChE enzimi i¢in Ki degerleri I3, |2 ve I3 i¢in sirasiyla 10,22 nM,
6,64 nM, 5,96 nM, ortalama K; ise 7,60 nM olarak bulundu (Tablo 25).
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Sekil 50. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in 6 farkli Shogaol konsantrasyonu ile yapilan

inhibisyon ¢alismasi sonucu ICso degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Enzim
Aktivitesi-[Shogaol] grafigi
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Sekil 51. Biitirilkolinesteraz enzimi i¢in 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli

Shogaol konsantrasyonunda Kj degerlerinin bulunmasi igin gizilen Lineweaver-
Burk grafigi
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Tablo 25. Shogaol’iin Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz Enzimleri Uzerinde
Gosterdigi Inhibisyon Tiirii, ICso ve Ki Degerleri

Ki e,
Enzim ICo ("M) 12 [I]("M)  degerleri  Ortalama  Inhibisyon
Ki(nM) tiirii
(M)
[ 18,00 12,74
AChE 37,44 0,9748  [I]2: 36,00 7,44 8,95 Yarismal

[1]s: 54,00 6,67
[1]::18,00 10,22

BChE 24,11 0,9527 [1]2:27,00 6,64 7,60 Yarismal
[1]5:36,00 5,96

Shogaol’iin a-glikozidaz enzimi iizerindeki aktivite bulgular:

Inhibisyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerle numunenin farkli
konsantrasyonlarina karst % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 52). Grafikten elde
edilen denklemden ICso degeri hesaplandi. ICso degeri 35,72 nM (r?:0,9654) olarak
bulundu. a-Glikozidaz enziminin K; degerini bulmak i¢in substrat olarak kullanilan
PNPG’nin 5 farkli konsantrasyonu ve numunenin de 3 farkli konsantrasyonu ile ¢alisilarak
elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi (Sekil 53). Elde edilen grafikte
kontrol ve 3 farkli numune konsantrasyonu ¢izgilerinin y ekseninde ¢akistigi goriildii.
Buradan da Shogaol’lin a-glikozidaz enzimi i¢in yarismali inhibitor olarak etki gosterdigi
belirlendi. a-Glikozidaz enzimi igin Ki degerleri Iz, I> ve I3 igin sirasiyla 19,56 nM, 17,33
nM, 13,62 nM, ortalama K; ise 16,83 nM olarak bulundu (Tablo 26).
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Sekil 52.0-Glikozidaz enzimi i¢in 6 farkli Shogaol konsantrasyonu ile yapilan inhibisyon
calismasi sonucu ICsp degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen % Enzim Aktivitesi-
[Shogaol] grafigi
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Sekil 53. a-Glikozidaz enzimi i¢in 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli Shogaol
konsantrasyonunda K; degerlerinin bulunmasi igin ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi

Tablo 26. Shogaol’iin a-Glikozidaz Enzimi Uzerinde Gésterdigi Inhibisyon Tiirii, ICso Ve
Ki Degerleri

Ki P
. I1Cso ) - . Ortalama Inhibisyon
Enzim ("M) r [17 (nM) degerleri Ki (NM) tiirii
(nM)
[1:: 27,00 19,56
a-Glikozidaz 35,72 0,9654 [l]2: 36,00 17,33 16,83 Yarismal

[1]:: 4500 13,62

Shogaol’iin a-amilaz enzimi iizerindeki aktivite bulgular

Inhibisyon calismalart sonucunda elde edilen verilerle numunenin farkh
konsantrasyonlarina karst % enzim aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 54). Grafikten elde
edilen denklemden ICso degeri hesaplandi. ICso degeri 402,90 nM (r2:0,9928) olarak
bulundu (Tablo 27).

80



100

° y = 100eL72
r2=0,9928
(d
75 ®
g \\
2 50 °
=
kv
<
E 25
N
c
(1]
0 T T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

[Shogaol] (uM)

Sekil 54. a-Amilaz enzimi i¢in Shogaol konsantrasyonu ile yapilan inhibisyon g¢alismasi
sonucu ICsg degerinin bulunmasi igin ¢izilen % Enzim Aktivitesi-[Shogaol]
grafigi

Tablo 27. Shogaol’iin a-Amilaz Enzimi Uzerinde Gésterdigi Inhibisyon Aktivitesi I1Cso
Degeri

Enzim I1Cs0 (NM) r
a-Amilaz 402,90 0,9928

Antikanser Arastirma Bulgulan

A-549 insan akciger kanseri hiicre hatt1 aragtirma bulgular:

Shogaol’iin A-549 insan akciger kanseri hiicre hattina karsi antiproliferatif etkisi
arastirilirken kemoterapoétik ilaglar mitoksantron, karboplatin ve dosetaksel kullanildi. 415
nm’de yapilan absorbans 6l¢timleri sonucunda elde edilen verilerle konsantrasyona karsi %
hiicre proliferasyonu grafigi ¢izildi (Sekil 55). A-549 insan akciger kanseri hiicre hattina
kars1 kemoterapotik ilaglardan mitoksantronun (ICso: 2,74 uM) en etkili antiproliferatif
aktivite gosterdigi; mitoksantrondan sonra sirasiyla dosetaksel (ICso: 4,35 uM), Shogaol
(ICs0: 11,49 uM) ve karboplatinin (ICso: 62,93 uM) antiproliferatif etki gosterdigi bulundu
(Tablo 28). Shogaol’iin, A-549 insan akciger kanseri hiicre hattina kars1 kemoterapotik ilag
Karboplatin’den daha etkili antiproliferatif aktivite gosterdigi goriildii. Shogaol ve standart
kemoterapotik ilaglarin ICsp degerlerinin kiiclikten biiylige dogru siralamasi asagidaki
gibidir:

Mitoksantron < Dosetaksel < Shogaol < Karboplatin
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Sekil 55. Shogaol bilesigi ve standart kemoterapoétik ilaglarin (karboplatin, dosetaksel ve
mitoksantron) A-549 insan akciger kanserihiicre hatti {izerine doz-bagimli
antiproliferatif etkileri

Tablo 28. Shogaol ve Standart Kemoterapitik Ilaglarin A-549 Insan  Akciger
Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerinde Gosterdigi Antiproliferatif Etki ICso Degerleri

Bilesikler I1Cs0 (uM)
Karboplatin 62,93
Shogaol 11,49
Dosetaksel 4,35
Mitoksantron 2,74

HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatti arastirma bulgulari

HT-29 insan kolon kanseri hiicre hattina karsi standart kemoterapotik ilag
karboplatin ve Shogaol’iin antiproliferatif etkisi arastirildi. 415 nm’de yapilan absorbans
Olctimleri sonucunda elde edilen verilerle konsantrasyona karst % hiicre proliferasyonu
grafigi ¢izildi (Sekil 56). Shogaol’iin (ICso: 8,38 uM), HT-29 insan kolon kanseri hiicre
hattina karsi kemoterapotik ilag Karboplatin’den (ICso: 46,16 pM) daha etkili
antiproliferatif aktivite gosterdigi bulundu (Tablo 29). Bu sonuglara gére Shogaol ve

Karboplatin’in ICsp degerlerinin kiigiikten biiyiige dogru siralamasi asagidaki gibidir:

Shogaol < Karboplatin
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Sekil 56. Shogaol bilesigi ve kemoterapotik ilag Karboplatin’in HT-29 insan kolon
kanseri hiicre hatt1 tizerine doz-bagimli antiproliferatif etkileri

Tablo 29. Shogaol ve Standart Kemoterapdtik flag Karboplatin’in HT-29 insan Kolon
Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerinde Gosterdigi Antiproliferatif Etki ICso Degerleri

Bilesikler 1Cs0 (uM)
Shogaol 8,38
Karboplatin 46,16

MCF-7 insan gogiis kanseri hiicre hatt1 arastirma bulgular:

Shogaol’iin MCF-7 insan gogiis kanseri hiicre hattina karsi antiproliferatif etkisi

arastirilirken standart kemoterapotik ilaglar mitoksantron, karboplatin ve dosetaksel

kullanildi. 415 nm’de yapilan absorbans oOlgiimleri sonucunda elde edilen verilerle

konsantrasyona kars1 % hiicre proliferasyonu grafigi ¢izildi (Sekil 57). MCF-7 insan gogiis

kanseri hiicre hattina karsi kemoterapotik ilaglardan mitoksantronun (ICso: 2,55 uM) en

etkili aktiviteyi gosterdigi; mitoksantrondan sonra sirasiyla karboplatin (1Cso: 16,36 pM),
Shogaol (ICsp: 51,31 uM) ve dosetakselin (ICso: 74,61 uM) antiproliferatif etki gosterdigi
bulundu (Tablo 30). Shogaol’iin, MCF-7 insan go6giis kanseri hiicre hattina karsi

kemoterapotik ilag Dosetaksel’den daha etkili antiproliferatif aktivite gosterdigi goriildii.

Bu sonuglara gore Shogaol ve standart kemoterapdtik ilaglarin 1Cso degerlerinin kiigiikten

biiylige dogru siralamasi asagidaki gibidir:

Mitoksantron < Karboplatin < Shogaol < Dosetaksel
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Sekil 57. Shogaol bilesigi ve standart kemoterapotik ilaglarin (karboplatin, dosetaksel ve
mitoksantron) MCF-7 insan go6giis kanseri hiicre hatti iizerine doz-bagimh
antiproliferatif etkileri

Tablo 30. Shogaol ve Standart Kemoterapdtik Ilaglarn MCF-7 insan Gogiis
Kanseri Hiicre Hatt: Uzerinde Gésterdigi Antiproliferatif Etki ICso Degerleri

Bilesikler I1Cs0 (uM)
Dosetaksel 74,61
Shogaol 51,31
Karboplatin 16,36
Mitoksantron 2,55

MDA-MB-453 insan gogiis kanseri hiicre hatt1 arastirma bulgular:

Shogaol’iin MDA-MB-453 insan gogiis kanseri hiicre hattina kars1 antiproliferatif
etkisi arastirilirken standart kemoterapotik ilaglar mitoksantron, karboplatin ve dosetaksel
kullanildi. 415 nm’de yapilan absorbans oOlgiimleri sonucunda elde edilen verilerle
konsantrasyona karst % hiicre proliferasyonu grafigi cizildi (Sekil 58). MDA-MB-453
insan gogiis kanseri hiicre hattina karst kemoterapétik ilaglardan mitoksantronun (ICso:
2,17 uM) en etkili aktiviteyi gosterdigi; mitoksantrondan sonra sirasiyla dosetaksel (ICso:
4,58 uM), karboplatin (1Cso: 22,63 uM) ve Shogaol’iin (ICso: 62,42 uM) antiproliferatif
etki gosterdigi bulundu (Tablo 31). Shogaol’iin, MDA-MB-453 insan gogiis kanseri hiicre

hattina kars1 kemoterapotik ilaglardan daha az antiproliferatif etki gosterdigi goriildii. Bu
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sonuglara gore Shogaol ve standart kemoterapdtik ilaglarin ICsp degerlerinin kiigiikten

biiylige dogru siralamasi agagidaki gibidir:

Mitoksantron < Dosetaksel < Karboplatin < Shogaol
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Sekil 58. Shogaol bilesigi ve standart kemoterapoétik ilaglarin (karboplatin, dosetaksel ve
mitoksantron) MDA-MB-453 insan go6giis kanseri hiicre hatt1 tizerine doz-
bagimli antiproliferatif etkileri

Tablo 31. Shogaol ve Standart Kemoterapotik Ilaglarm MDA-MB-453 Insan Gogiis
Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerinde Gésterdigi Antiproliferatif Etki ICso Degerleri

Bilesikler 1Cs0 (M)
Shogaol 62,42
Karboplatin 22,63
Dosetaksel 4,58
Mitoksantron 2,17

3T3-L1 fare fibroblast normal hiicre hatti arastirma bulgulari

3T3-L1 fare fibroblast normal hiicre hattina karsi standart kemoterapotik ilag

karboplatin ve Shogaol’iin antiproliferatif etkisi arastirildi. 415 nm’de yapilan absorbans

Ol¢timleri sonucunda elde edilen verilerle konsantrasyona karsi % hiicre proliferasyonu

grafigi ¢izildi (Sekil 59). 3T3-L1 fare fibroblast normal hiicre hattina karsi Shogaol’iin

(ICs0: 124,35 uM), kemoterapdtik ilag Karboplatin’den (ICso: 21,32 uM) daha az
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antiproliferatif etki gosterdigi bulundu (Tablo 32). Kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin
kanser hiicrelerini oldiirtip saglikli hiicreleri oldiirmemesi hedeflendiginden Shogaol’iin
3T3-L1 fare fibroblast normal hiicre hattina karsi standart ilag olarak kullanilan
Karboplatin’den daha az antiproliferatif etki gostermesi bu hedefe uygunlugu noktasindan
oldukca degerli bir sonug¢ olarak gbéze carpmaktadir. Shogaol ve Karboplatin’in ICsg

degerlerinin kiigiikten biiyiige dogru siralamasi asagidaki gibidir:

Karboplatin < Shogaol
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Sekil 59. Shogaol bilesigi ve kemoterapétik ilag Karboplatin’in 3T3-L1 fare
fibroblast hiicre hatt1 lizerine doz-bagimli antiproliferatif etkileri

Tablo 32. Shogaol ve Standart Kemoterapétik llag Karboplatin’in 3T3-L1 Fare
Fibroblast Normal Hiicre Uzerinde Gosterdigi Antiproliferatif Etki ICso

Degerleri
Bilesikler 1Cs0 (M)
Karboplatin 21,32
Shogaol 124,35
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TARTISMA VE SONUC

DPPH radikali giderme metodu, ilk olarak Blois (1958) tarafindan rapor edilen,
antioksidanlarin serbest radikalleri giderme aktivitelerini degerlendirmede siklikla
kullanilan, kolay, ekonomik, basit, hizli ve enzimatik olmayan bir metottur. DPPH radikali,
elektron delokalizasyonu sayesinde dimerizasyona ugramadigi i¢in kararli, uzun omiirld,
koyu mavi-mor renkli ve 517 nm’de maksimum absorbans gosteren bir azot radikalidir.
Ticari olarak elde etmek kolaydir ve deneyden Once olusturulmak zorunda degildir.
Halbuki baska bir radikal olan ABTS radikali deney yapmadan once {iretilmek
durumundadir. H atomu veren bir antioksidan ile reaksiyona sokuldugunda DPPH radikali
indirgenir, radikal olmayan DPPH-H olusur, koyu mavi-mor renk agik sar1 renge doner ve
517 nm’de absorbans azalisi olur (Sekil 60).Metodun duyarliligi, kullanilan ¢oziicii
miktar, H atomu konsantrasyonu, metal iyonlarinin varligt ve DPPH reaktifinin
tazeliginden etkilenebilir. Metodun bir dezavantaji ise 517 nm dalga boyuna yakin dalga
boylarinda baska bilesiklerin de absorbsiyon vermesidir. Ornegin antosiyaninler 500-550
nm’de giiclii absorbsiyon verirler. Bu durum sonuglar yorumlanirken girisim olup

olmadiginin da degerlendirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarir (Giilgin 2020).

N02 NOZ
0,N NO, AH\y 0,N NO,
.
DPPH DPPH-H

mor renkli sar1 renkli

Sekil 60. Bir antioksidanin DPPH radikali giderme mekanizmasi

Aragtirmamizda 30 pg/mL konsantrasyonda Shogaol bilesiginin ve standartlarin
DPPH- giderme aktivitesi ICsp degerleri dikkate alindiginda sirasiyla soyle bulundu:
Troloks (ICso: 10,884 pug/mL) > BHA (ICso: 18,458 pg/mL) > Shogaol (ICso: 24,791
ug/mL) > BHT (ICso: 28,115 pg/mL).

Shogaol’iin bir standart olan BHT den daha etkili, diger standartlar Troloks ve

BHA’dan ise daha diisiik aktivite gosterdigi goriildii.
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Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesikler i¢in yapilan arastirmalarda bulunan
DPPH- giderme aktivitesi ile ilgili 1Cso degerleri Tablo 33’te verilmistir. Tablo 33’¢
bakildiginda Shogaol’iin standart olarak kullanilan BHT ve kurkumin, kuersetin, p-
kumarik asit, oktopamin, kapsaisin, sinefrin, fenilefrin bilesiklerinden daha etkili; gingerol,
ferulik asit, rutinhidrat, gallik asit gibi bilesiklerden daha diisiik oranda DPPH" giderme

aktivitesi sergiledigi gortilmektedir.

Tablo 33. Shogaol ve Literatiirden Alinan Baz1 Bilesikler I¢in DPPH" Giderme Aktivitesi

ICs0 Degerleri
Bilesikler 1Cs0 (ng/mL)
Shogaol 24,79
BHA* 18,45
BHT* 28,11
Troloks* 10,88
Gingerol 17,33
Kurkumin 34,90
L-Adrenalin 30,60
Kuersetin 31,41
Ferulik asit 17,37
p-Kumarik asit 48,85
p-Hidroksi benzoik asit 46,29
Gallik asit 16,13
Oktopamin 138,60
Filoretin 24,75
Rutinhidrat 10,04
Kapsaisin 34,65
Sinefrin 49,50
Fenilefrin 53,30

*Standart olarak kullanilan bilesik

Biyoaktif bilesiklerin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)e]s’tin  Fe[(CN)s]2’ye
indirgenmesi ile direkt olarak olgiilebilir. Indirgenmis iiriine serbest Fe3* eklenirse 700
nm’de gii¢lii absorbans veren Perl’s Prussian Blue kompleksi olusur. Test ¢ozeltisinin sari
rengi antioksidan numunenin indirgeme giiciine bagli olarak mavi veya yesil rengin
tonlarma degisir. Absorbanstaki artis kompleks olusumunun arttigini, bu da indirgeme
kapasitesindeki artig1 gosterir. Bilesigin indirgeme kapasitesi onun potansiyel antioksidan
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aktivitesinin Onemli bir gOstergesi olarak hizmet edebilir. Fakat arastirmalarda
bildirilmistir ki, antioksidanlar ile Fe** arasindaki birka¢ dakikadan birkag saate kadar olan

reaksiyon siiresine gore sonuglar degisiklik gosterebilir (Pulido et al. 2020).
Fe(CN))™ + AH - Fe(CN); + A- + HY

Fe(CN):™ + Fe’™ o Fey Fe(CN)¢]3 + A- + HY

Arastirmamizda 30 ug/mL konsantrasyonda Shogaol bilesiginin ve standartlarin
Fe3* indirgeme kapasiteleri sirasiyla soyle bulundu: BHA (Azo0: 3,390) > BHT (A700: 3,370)
> Shogaol (A7o0: 1,511) > Troloks (Azo0: 1,491).

Shogaol’iin bir standart olan Troloks’tan daha etkili, diger standartlar olan BHA ve
BHT’den ise daha diisiik aktivite gosterdigi goriildii. Shogaol ve literatiirden alinan bazi
bilesikler igin yapilan arastirmalarda bulunan Fe** indirgeme kapasitesi ile ilgili absorbans
degerleri Tablo 34’te verilmistir. Tablo 34’e bakildiginda Shogaol’un bir standart olan
Troloks’tan ve gingerol, olivetol bilesiklerinden daha etkili Fe* indirgeme kapasitesi
sergiledigi goriilmektedir.

Tablo 34. Shogaol ve Literatiirden Alman Bazi Bilesiklerin Fe®" indirgeme Metoduna
Gore Farkli Konsantrasyonlardaki Absorbans Degerleri

Konsantrasyon  Bilesikler Absorbans (700 nm)
Shogaol 1,511
BHA* 3,390
30 ug/mL. BHT* 3,170
Troloks* 1,491
Gingerol 1,084
Olivetol 0,864
Oktopamin 0,306
Kuersetin 1,556
p-Kumarik asit 0,506
20 pg/mL p-Hidroksi benzoik asit 0,303
Filoretin 0,933
Sinefrin 0,258
Fenilefrin 0,278
10 pg/mL Kapsaisin 0,757

*Standart olarak kullanilan bilesik
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ABTS™, hem lipofilik (yag seven) hem hidrofilik (su seven) bilesikler i¢in uygun
bir metottur. Bu metotla saf maddelerin, sulu karisimlarin, igeceklerin antioksidan
aktivitelerinin 6lgtimii yapilabilir. Spektrofotometrik metot olan ABTS™ giderme metodu,
ABTS radikallerinin iretilip 734 nm dalga boyunda ABTS radikal katyonunun
absorbsiyonunun azalmasi esasina dayalidir. ABTS radikalleri genellikle ABTS ile K2S20s
reaksiyona sokularak tiretilir. ABTS™, gida bilesenlerindeki antioksidanlarla 30 dk gibi bir
stire i¢inde hizlica reaksiyona girer. Genis bir pH araliginda kullanilabilir (Gtilgin 2020).

S,0¢°~ + 3ABTS -  2S0,°~ + 3ABTS™
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Sekil 61. ABTS ile K2S20g’in oksidasyonu ve ABTS™ iiretimi

ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha reaktiftir. DPPH radikalleri ile ilgili
reaksiyonlar HAT icerir, ABTS radikali ile ilgili reaksiyonlar ise genellikle SET igerir
(Kaviarasan et al. 2007; Koksal vd 2009). Arastirmamizda 5 pg/mL konsantrasyonda
Shogaol bilesiginin ve standartlarin ABTS™ giderme aktivitesi ICso degerleri dikkate
alindiginda sirasiyla soyle bulundu: BHA (I1Cso: 4,588 png/mL) > BHT (ICso: 4,980 pug/mL)
> Shogaol (ICso: 5,611 pug/mL) > Troloks (I1Cso: 6,707 ug/mL).

Shogaol’iin bir standart olan Troloks’tan daha etkili, diger standartlar BHA ve

BHT den ise daha diisiik aktivite gosterdigi gorildii.

Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesiklerin yapilan arastirmalarda bulunan
ABTS™ giderme aktivitesi ile ilgili 1Cso degerleri Tablo 35°te verilmistir. Tablo 35’e

bakildiginda Shogaol’un bir standart olan Troloks’tan ve kuersetin, p-kumarik asit, ferulik
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asit, oktopamin, sirinjik asit, elajik asit bilesiklerinden daha etkili; rutinhidrat, kapsaisin,
sinefrin, gingerol bilesiklerinden daha diisiik oranda ABTS™ giderme aktivitesi sergiledigi

goriilmektedir.

Tablo 35. Shogaol ve Literatiirden Alinan Baz1 Bilesikler icin ABTS™ Giderme Aktivitesi

I1Cs0 Degerleri
Bilesikler I1Cs0 (ng/mL)
Shogaol 5,61
BHA* 4,58
BHT* 4,98
Troloks* 6,70
Gingerol 5,33
L-Adrenalin 6,93
Elajik asit 13,75
Kuersetin 14,35
Ferulik asit 11,50
p-Kumarik asit 22,56
p-Hidroksi benzoik asit 45,16
Gallik asit 11,14
Sirinjik asit 10,65
Oktopamin 22,35
Filoretin 2,24
Rutinhidrat 4,95
Kapsaisin 4,33
Sinefrin 4,20
Fenilefrin 7,70

*Standart olarak kullanilan bilesik

Cuprak metodu, heterosiklik bir bilesik ve selatlama ajani olan neokuprinin
varhginda ve sulu etanolik ortamda (pH:7) Cu?’nin Cu'*’e antioksidanlar tarafindan
indirgenmesi esasina dayanir. Baglangicta iki degerli olan Cuprak reaktifinin agik mavi
olan rengi reaksiyondan sonra olusan indirgenmis bir degerlikli Cuprak reaktifi sayesinde
sari-turuncu renge doner ve bu kompleks 450 nm’de maksimum absorbsiyon verir. Bu
metot, kimyasal tipine ve hidrofobikligine bakilmaksizin bir¢ok antioksidan igin
uygulanabilen, maliyeti uygun, kolay ulasilabilir, hizli, stabil, se¢ici bir metottur. Bu
metotla hem hidrofilik hem lipofilik antioksidanlarin aktivite 6l¢iimii yapilabilir. /n vitro

91



uygulanabilirliginin yaninda in vivo olarak da uygulanabilir. Cuprak reaktifinin diger
oksidatif reaktiflere gore redoks potansiyeli diisiiktiir ve daha kararlidir (Giilgin 2020).
Arastirmamizda 30 pg/mL konsantrasyonda Shogaol bilesiginin ve standartlarin Cuprak
metoduna gore antioksidan aktiviteleri absorbans degerlerine gore sirasiyla soyle bulundu:

BHA (Ass0: 1,297) > BHT (haso: 1,295) > Shogaol (Asso: 1,041) > Troloks (h4s0:0,909).
Shogaol’iin bir standart olan Troloks’tan daha etkili, diger standartlar BHA ve

BHT’den ise daha diisiik aktivite gosterdigi goriildii.

Shogaol ve literatiirden aliman bazi bilesiklerin Cuprak metoduna gdre bulunan
absorbans degerleri Tablo 36’de verilmistir. Tablo 36’ye bakildiginda Shogaol’iin standart
olarak kullanilan Troloks’tan ve gingerol bilesiginden daha etkili; olivetol bilesiginden

daha diisiik oranda Cu®* indirgeme kapasitesi sergiledigi goriilmektedir.

2+ +

CUPRAK Reaktifi Indirgenmis CUPRAK Reaktifi
(acik mavi) -

Sekil 62. Bir antioksidan ile Cuprak reaktifi arasindaki varsayilan reaksiyon mekanizmasi
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Tablo 36. Shogaol ve Literatiirden Alinan Bazi Bilesiklerin Cuprak Metoduna Gore Farkli
Konsantrasyonlardaki Absorbans Degerleri

Konsantrasyon  Bilesikler Absorbans (450 nm)
Shogaol 1,041
BHA* 1,297
30 uglm_ BHT* 1,295
Troloks* 0,909
Gingerol 0,343
Olivetol 1,314
Oktopamin 0,195
Kuersetin 1,590
p-kumarik asit 0,918
20 pg/mL p-hidroksi benzoik asit 0,610
Filoretin 0,369
Sinefrin 0,258
Fenilefrin 0,116
10 pg/mL Kapsaisin 0,402

*Standart olarak kullanilan bilesik

FRAP metodu tipik bir elektron transferine dayali metottur. Asidik ortamda ferrik
2,4,6-tripyridyl-s-triazine kompleksinin ([Fe**-(TPTZ),]*") antioksidanlar tarafindan koyu
mavi renkli ferroz 2,4,6-tripyridyl-s-triazine kompleksine ([Fe?*-(TPTZ).]?*) indirgenmesi
(Sekil 63) ve bu kompleksin 593 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir. FRAP metodu,
stvilara, gidalara, bitki ekstraktlarina, baharatlara, sebzelere, iceceklere, caya, meyve
sularina uygulanabilir. Basit, ucuz, hizli, giiclii metottur ve 6zel ekipman gerektirmez.
FRAP metodu demirin ¢oziintirliigiinii stirdiirmek icin pH:3,6’da yapilir. FRAP metodunun
dezavantaji Fe?* ile reaksiyona giren, —SH grubu iceren antioksidanlarin, karotenoidlerin

antioksidan kapasitesini 6l¢ememesidir (Gtilgin 2020).

Aragtirmamizda 60 pg/mL konsantrasyonda Shogaol bilesiginin ve standartlarin
FRAP metoduna gore Fe** indirgeme kapasitesi absorbans degerlerine gore sirasiyla sdyle
bulundu: Shogaol (Ases: 2,238) > BHA (Ase3: 2,022) > Troloks (Ases: 1,935) > BHT (Asos:
1,727). Shogaol’iin, 60 pg/mL konsantrasyonda kullanilan standartlardan etkili aktivite
gosterdigi goriildii. Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesiklerin yapilan arastirmalarda
FRAP metoduna gore bulunan Fe* indirgeme kapasitesi absorbans degerleri Tablo 37°de

verilmistir. Tablo 37’e bakildiginda Shogaol’'un FRAP metoduna gore 30 pg/mL
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konsantrasyonda BHT ve Troloks standartlar1 ve gingerol, olivetol bilesiklerinden daha

etkili Fe** indirgeme kapasitesi sergiledigi goriilmektedir. 60 pg/mL konsantrasyonda

Shogaol’iin, kullanilan tiim standartlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi goriildii (Tablo

21).

Fe3*-TPTZ

Antioksidan (+e)

Fe2*-TPTZ

Sekil 63. FRAP metodunun indirgenme reaksiyonu [Fe3*-(TPTZ)2]** - [Fe?*-(TPTZ)2)**

Tablo 37. Shogaol ve Literatiirden Alinan Bazi Bilesiklerin FRAP Metoduna Gore Farkli

Konsantrasyonlardaki Absorbans Degerleri

Konsantrasyon Bilesikler Absorbans (593 nm)
Shogaol 1,778
BHA* 1,841
BHT* 1,347
30 pg/mL
Troloks* 1,673
Gingerol 1,260
Olivetol 1,260
Oktopamin 0,397
Filoretin 0,468
20 pg/mL _
Sinefrin 0,603
Fenilefrin 0,485

*Standart olarak kullanilan bilesik
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Karbonik anhidraz enzimi pH diizenleyen enzimdir. Hizli bir sekilde
karbondioksitin bikarbonat ve hidrojene hidroliz olmasin1 katalizler. Bu kataliz hiz1 10* ile
10° kat arasindadir (Giilgin vd 2020). CA’nin tamponlama yaptig1 énemli organlar akciger
ve bobreklerdir. 7 farkli genetik ailesi olan CA’nin 16 farkli izoenzimi vardir. Bu
izoenzimlerin katalitik aktiviteleri ve inhibisyon afiniteleri farklidir. En ¢ok calisilan
izoenzimler CA I ve CA II’dir. CA I, serebral 6dem ve retinal hastaliklari ile iliskilidir. CA
II, 6dem, epilepsi, glukoma hastaliklart ile iliskilidir. CA’nin inhibisyon mekanizmasi
epilepsi, 16semi, diyabet, kistik fibroz, norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Lolak vd 2020). Genel olarak karbonik anhidrazin oksidatif stres, glukoma, epilepsi,
O6dem, fel¢, mide bulantisi gibi hastaliklarla iliskisi vardir ve bu hastaliklarin tedavilerinde

CA enziminin inhibe edilmesi mekanizmasi kullanilmaktadir.
Karbonik anhidraz enziminin inhibisyonu iki sekilde olabilir:
1. Inhibitor aktif bolgede bulunan Zn?* iyonuna bagh suyu ayirarak yerine baglanir.
2. Inhibitér Zn?* iyonuna ek bir ligand araciligiyla baglanir.

CA inhibitorleri genellikle F~, CI', CN, NCO", SCN" gibi anyonlar ve siilfonamid,
stilfamit, siilfonik asit tiirevleri, aromatik halkali fenolik bilesikler gibi notr bilesiklerdir.
Ozellikle aromatik yapidaki siilfonamid tiirevleri karbonik anhidraz enziminin giiglii
inhibitorleridir. Siilfonamidlerin genel kimyasal yapis1t R-SO2NH> seklindedir. Buradaki R
genellikle aromatik halka yapisindadir. Bu bilesikler enzimdeki Zn?* iyonuna R-SO2NH;
yapisinda bulunan N atomu ile sikica baglanir ve enzimi inhibe ederler (Karakus 2015).
Siilfonamidler, ¢ok gii¢lii farmakolojik aktivitelerinden dolay:r antitiimdr, antikanser,
antifungal, antiinflamatuar, antiprotozoal, antikonviilsan, proteaz inhibit6rii olarak yaklagik

100 yildir ilaglarda kullanilmaktadir (Giileg vd 2022).

CA inhibitorii ve antiglukoma, antiepileptik, diiiretik ajan olarak asetazolamid,
etokszolamid, dorzolamid, methazolamid, diklorfenamid, brinzolamid gibi bilesikler
yillardir kullanilmaktadir (Lolak vd 2020). Bu bilesikler icerisinde asetazolamid bilesigi
(Sekil 64) dikkat ¢ekicidir. Asetazolamidin antiglukoma, antidiiiretik, antikonviilsan
ozellikleri vardir. Epileptik nobet, yiikseklik korkusu, merkezi uyku apnesi, sistiniiri,
hipertansiyon, periyodik paralizi hastaliklarinin tedavisinde CA inhibitorii olarak kullanilir.
Ticari olarak Diazomid ve Diamox isimleriyle satilir (Karakus 2015). CA inhibe edilerek
akut glukoma hastalig1 ve epilepsi tedavisi yapilmaktadir (Akincioglu vd 2013). Yine mide
bulantisi, 6dem, oksidatif stres, felg, obezite, kisirlik, kanser gibi bir¢ok hastaligin CA

enzimleri ile iligskisi vardir (Alterio et al.2012). Cesitli hastaliklarin tedavisi igin
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kullanilmakla birlikte in vitro CA inhibisyon g¢alismalarinda en ¢ok kullanilan bilesikler

arasinda yine asetazolamid bilesigi vardir.

O O
HN—b_ S R L
e
N—N
Sekil 64. Asetazolamid bilesiginin kimyasal yapisi

Bu ¢alismada hCA 1 ve hCA II izoenzimleri insan eritrositlerinden saflastirilarak
Shogaol’iin bu enzimler iizerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Inhibisyon ¢alismalarindan
once insan eritrositlerinden hCA I ve hCA II izoenzimleri, Sepharose-4-B-L-Tirozin-
stilfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirildi. hCA | izoenzimi % 40,67 verimle 273
kat saflastirildi ve spesifik aktivitesi 1,367 EU/mg olarak bulundu. hCA II izoenzimi %
81,92 verimle 309 kat saflastirildi ve spesifik aktivitesi 1,546 EU/mg olarak bulundu.
Inhibisyon calismalar1 sonucunda Shogaol’iin, hCA | ve hCA Il izoenzimleri iizerinde
strastyla 75,91 nM ve 47,04 nM 1Cso degerleriyle ifade edilen inhibisyon etkisi gosterdigi

bulundu.

Tablo 38’de Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesiklerin hCA 1 ve hCA 1I

izoenzimleri i¢in ICso Ve Kj degerleri verildi.

Tablo 38’e bakildiginda Shogaol’iin hCA 1 izoenzimi fiizerindeki inhibisyon
etkisinin karvakrol, olivetol, filoretin, krisin, eugenol tiirevleri gibi fenolik bilesiklerden
daha yiiksek, pozitif kontrol asetazolamid ve gingerol, naringin, resveratrol gibi
bilesiklerden daha diisiik oldugu; hCA 1I izoenzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin
karvakrol, zingerone, krisin, resveratrol, eugenol tiirevleri gibi fenolik bilesiklerden daha
yiiksek, pozitif kontrol asetazolamid ve gingerol, naringin gibi bilesiklerden diisiik oldugu

gorilmektedir.
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Tablo 38. Shogaol ve Literatiirden Alinan Baz1 Bilesiklerin hCA 1 ve hCA II izoenzimleri
I¢in ICso ve Ortalama K; Degerleri

hCA I hCA Il

Bilesikler ICso0 (NM) Ortalama Ki I1Cs0 (NM) Ortalama

(nM) Ki (nM)
Shogaol 75,91 42,11 47,04 29,47
Krisin 77,63 58,23 100,96 73,74
Karvakrol 106,21 79,66 135,88 84,88
Zingerone 80,63 72,18 109,15 74,88
Olivetol 90,87 88,05 118,66 178,27
Gingerol 6,79 7,91 6,40 8,75
Naringin 40,64 20,51 40,17 37,50
Resveratrol 57,75 65,88 63,00 101,75
Filoretin 289,00 281,00 308,00 394,00
Eugenol tlirevi-2 504,73 568,89 505,84 470,84
Eugenol tiirevi-3 240,45 224,20 225,26 92,35
Eugenol tiirevi-5 237,33 205,65 228,38 129,28
Eugenol tiirevi-6 236,20 113,48 195,31 156,43
Asetazolamid* 46,20 35,39 24,75 16,60

*Asetazolamid: Pozitif kontrol (Bingol 2022)

Asetilkolinesteraz enzimi ¢ok yonlii bir enzimdir. Molekiiler yapisi ve kolinerjik
sistemde gordiigii onemli islevlerden dolay:r oldukga ilgi gormektedir (Ceylan ve Erdogan
2017). Noronlar arasinda iletisimi saglayan (ndrotransmitter) asetilkolinlerin iletisimi
sagladiktan sonra fazla birikenlerini pargalayan enzimdir (Topal 2014). Eger asetilkolin
gereginden fazla parcalanirsa beyindeki miktari azalacagindan dolay: sinir iletilerinde
azalma olur. Bu durum unutkanlik basta olmak tizere gesitli biyolojik hasarlara sebep olur.
Asetilkolinesteraz enziminin inhibitdrleri enzimi inhibe ederek asetilkolin miktarin artirir.
Sinir uyarilart iletilir. Bu sekilde Alzheimer hastaliginin tedavisi kismen yapilabilir.
Beyindeki sinir uyarilarini ileten asetilkolin gibi bilesiklerin miktarinin ¢esitli sebeplerle
normal diizeyden diisiik hale gelmesiyle Alzheimer hastaligi denen hastalik ortaya ¢ikar.
Alzheimer hastaligi, bir demans hastalig: tiiriidiir ve yashlarda daha fazla goriiliir. Once
hafif hafiza kaybi ile ortaya ¢ikan bu hastalik daha sonralar1 ciddi bunamaya (Burmaoglu
vd 2019) kadar gidebilir. Demans hastaligi oldugunda algilamada, soyut diisiinme ve

yargilama kapasitesinde, 6§renme ve problem ¢6zme becerilerinde aksamalar olur. Hafiza
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kayiplari, dil sorunlar1 ve psikolojik degisiklikler meydana gelir (Burns and Iliffe 2009;
Sahin ve Yazici 2007; Burmaoglu vd 2019).

AChE inhibitorleri, enzimdeki serin rezidiisiine kovalent olarak baglanarak enzimi
inhibe eder ve asetilkolin miktarin1 artirici rol oynar. Asetilkolin artinca sinapslardaki ve
noromuskular bosluklardaki iletiler artar. Sinir uyarilar1 iletilince Alzheimer hastalarinin
biligsel kayiplart azaltilir. Ayrica Alzheimer hastaliginin ilk evresi olan $-amiloid peptid ile
amiloid plaque’nin birlesmesine engel olunarak hastaligin tedavisine katki saglanir.
Alzheimer hastalifinin tedavisinde AChE inhibitorii olarak giiclii etki gosteren ve dogal
kaynaklardan elde edilen takrin, rivastigmin (Sekil 65) galantamin, huperzin A, donepezil
bilesikleri ila¢ olarak kullanilmaktadir. Fakat dogal olmayan ilaclarin yan etki gosterip
gastrointestinal ve hepatotoksisite gibi hastaliklara sebep olduklar1 belirtilmistir

(Akincioglu vd 2013; Taslimi et al. 2017; Ma et al. 2020).

NH H3C CH
2 3 \N/ 3 o -
X C|)H o) lCl, N/ ’
H,C” “CH,
\
N CHs
Takrin Rivastigmin

Sekil 65. ila¢ olarak kullanilan asetilkolinesteraz enzimi inhibitdrlerinden Takrin ve
Rivastigmin’in kimyasal yapilari

Bu calismada Shogaol’iin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri

tizerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Shogaol’iin, asetilkoinesteraz ve biitirilkolinesteraz

enzimleri iizerinde sirasiyla 37,44 nM ve 24,11 nM ICso degerleriyle ifade edilen

inhibisyon etkisi gosterdigi bulundu.

Tablo 39’da Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesiklerin asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzimleri i¢in ICso Ve Ki degerleri verilmistir. Tablo 39’a bakildiginda
Shogaol’iin asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki inhibisyon etkisinin zingerone, karvakrol,
filoretin, kapsaisin bilesiklerinden daha yiiksek, pozitif kontrol takrin ve gingerol, olivetol,
resveratrol, naringinden diisiik; biitirilkolinesteraz enzimi {izerindeki inhibisyon etkisinin
karvakrol, zingerone, krisin, resveratrol, naringin bilesiklerinden daha yiiksek, pozitif

kontrol takrinden ve olivetol, gingerolden diisiik oldugu goriilmektedir.
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Tablo 39. Shogaol ve Literatirden Almman Bazi Bilesiklerin Asetilkolinesteraz ve
Biitirilkolinesteraz Enzimleri I¢in ICso ve Ortalama Ki Degerleri

Asetilkolinesteraz Biitirilkolinesteraz

Bilesikler ICso0 (NM) Ortalama ki ICs0 (NM) Ortalama

(nM) Ki (nM)
Shogaol 37,44 8,95 24,11 7,60
Karvakrol 82,81 22,93 77,38 23,87
Zingerone 94,98 46,80 79,11 24,13
Krisin 31,63 15,45 71,66 32,08
Naringin 29,10 11,67 29,41 15,94
Olivetol 5,13 3,40 6,01 2,73
Gingerol 2,14 0,67 3,38 0,86
Resveratrol 21,65 4,70 77,00 29,67
Filoretin 232,00 182,00 665,00 213,00
Takrin* 15,06 2,58 15,75 7,07

*Takrin: Pozitif kontrol (Bing6l 2022)

a-Glikozidaz enzimleri, nisasta ve glikojen molekiillerini hidroliz ederler. Bu
enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarla karbohidratlar glukoz ve fruktoz molekiillerine
kadar pargalanir. Glukoz ve fruktoz bagirsaktan emilerek kana gegerler. a-Glikozidaz
enziminin inhibitérleri, enzimi inhibe ettiklerinde karbohidrat sindirimi siiresi uzanir ve
glukoz absorbsiyonu diiser. Buna bagli olarak kan sekeri miktar1 azalir. Bu durumdan

faydalanilarak seker hastaligi (diyabet) tedavi edilebilir (Taslimi et al. 2017).

Diyabet mellitus, metabolik bozukluklarin en yaygin olanlarindandir. Diinya
genelinde milyonlarca insanin yasamini etkileyen ve metabolizmada degisikliklere sebep
olarak gdz, bobrek, damar gibi farkli organlarda ciddi zararlara neden olan bir hastaliktir
(Ali et al. 2006; Taslimi et al. 2020). Kronik hiperglisemi ya da kan sekerinin yiiksek
olmasi olarak tanimlanan bu hastalikta, kendine 6zgii mikro ve makrovaskiiler bozukluklar
ortaya ¢ikar. Insanlarin yasam tarzlarinin degismesi, fiziksel aktivitelerin azalmasi,
obezitenin artmasi diyabet hastaliginin ana sebeplerindendir (Ertano vd 2022). Kan sekeri
yiiksekligi kronik olarak devam ettigi takdirde uzun siireli diyabet sonucu yan etkiler
meydana gelir. Bu yan etkiler katarakt, nefropati, néropati, retinopati, kardiyovaskiiler
bozukluk olarak ortaya gikar. Diyabetin dort tiirti vardir: Tip 1-diyabet, Tip 2-diyabet,
gestasyonel diyabet ve spesifik diyabet (Alim vd 2017; Demir vd 2019). Tip 1-diyabet, bir

otoimmun durumdur. Kandaki seker miktarini tespit edip sekerin fazla oldugu durumlarda
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instilin  hormonunun salgilanmasini  saglayan pankreatik beta hiicrelerinin  6limii
sonucunda viicutta insiilin {iretimi azalir ve sonugta kan sekeri yiikselir. Tip 2-diyabet,
insiilin direncinin gelismesi, asir1 glukoz yiiklemesine kars1 insiilinin duyarsiz hale gelmesi
ve arizali pankreas beta hiicrelerinin etkilesimi ile ortaya ¢ikan, zayif glukoz kontrolii ile
tetiklenen bir durumdur (Ertano vd 2022). Bu durum kalici hiperglisemi olarak ifade edilir
(Bursal vd 2019).

Diyabet tedavisi i¢in Onerilen yaklasim yemekten sonra kan sekerinin yiikselmesini
engellemektir. Bunu yapmak igin karbohidratlar1 hidroliz eden a-glikozidaz ve a-amilaz
enzimlerinin inhibe edilmesi mekanizmas: kullanilir. Enzimlerin inhibisyonu sonucunda
karbohidrat sindirim siiresi uzanir, glukoz emilimi gecikir, plazma glukoz artis1 engellenir.
Bu amagcla a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin inhibitorii olarak akarboz, miglitol ve
vogliboz bilesikleri kullanilmaktadir (Ali et al. 2006).

Akarboz, antidiyabetik 06zelligi olan bir bilesiktir ve bagirsakta bulunan o-
glikozidaz grubu enzimlerin inhibitoriidiir (Varan 2015). 1977 yilinda bulunan akarbozun
molekiil formiilii C2sH43NO1g ve molekiil agirligr 645,61°dir (Hess et al. 1986). Maltaz,
sukraz, glukoamilaz, o-dekstrinaz enzimlerinin inhibitoriidiir. Akarboz bu enzimlere
baglanarak inhibe eder. Bu durumda karbohidratlarin sindirimi %80 oraninda azalir.
Bagirsaklardan glukoz emilimi gecikeceginden kan sekeri azalir. Bu mekanizma, Tip 2-
diyabet hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir (Ustiiner 1999). Akarboz 1990 yilindan
itibaren ticari olarak satilmaya baglanmigtir (Varan 2015). Akarboz ayrica in vitro ortamda
a-glikozidaz ve a-amilaz enzimlerinin inhibisyon ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak

siklikla kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Shogaol bilesiginin a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri tizerindeki
inhibisyon etkisi arastirildi. Shogaol’iin, «a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri iizerinde
sirastyla 35,72 nM ve 402,90 nM ICsp degerleriyle ifade edilen inhibisyon etkisi gosterdigi
bulundu. Tablo 40°ta Shogaol ve literatiirden alinan bazi bilesiklerin a-glikozidaz enzimi
icin ICsg ve Kj degerleri; a-amilaz enzimi igin ise ICso degerleri verilmistir. Tablo 40’a
bakildiginda Shogaol’iin a-glikozidaz enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin p-kumarik
asit, olivetol, resveratrol, karvakrol, usnik asit, zingerone, krisinden daha yiiksek, pozitif
kontrol akarbozdan ve gingerol, kurkumin, naringinden diisiik; a-amilaz enzimi tizerindeki
inhibisyon etkisinin p-kumarik asit, vulpinik asit, prosomik asitten daha yiiksek, pozitif

kontrol akarbozdan ve olivetol, gingerol, kurkuminden diisiik oldugu goriilmektedir.
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Tablo 40. Shogaol ve Literatiirden Alinan Baz1 Bilesiklerin a-Glikozidaz Enzimi Igin ICso
ve Ortalama Ki; a-Amilaz I¢in ICso Degerleri

a-Glikozidaz a-Amilaz
Ortalama K
Bilesikler I1Cso0 (NM) I1Cs0 (NM)
(nM)
Shogaol 35,72 16,83 402,90
p-Kumarik asit 157,96 127,48 737,23
Krisin 814,33 593,60 -
Zingerone 653,77 276,67 -
Vulpinik asit 808,63 892,36 626,58
Prosomik asit 443,11 159,52 416,96
Karvakrol 413,78 280,88 -
Usnik asit 577,01 598,65 281,13
Floretin 679,41 708,88 295,27
Tetrakis 64,64 49,30 187,80
Olivetol 45,47 41,85 204,24
Rosmanirik asit 32,53 22,20 137,36
Resveratrol 99,18 126,50 376,22
Naringin 12,64 4,93 -
Gingerol 27,52 14,36 34,31
Kurkumin 29,31 12,60 168,73
Isoliquiritigenin 68,61 80,01 169,52
Akarboz* 22,80 12,60 10,01

* Akarboz: Pozitif kontrol (Giilgin et al. 2020)

Kanser hastalig1 giiniimiizde en oliimciil olan hastaliklarin basinda gelmektedir.
Kansere sebep olan etkenler arasinda radyasyon, kimyasal maddeler, ROS’leri, UV 1sinlari,
ik, cinsiyet, yas, yanlis beslenme, sigara-alkol kullanim1 vardir. Kanser hastaliginin ortaya
cikmasia reaktif oksijen tiirleri sebep olabilmektedirler. Normalde canli hayati ve
Ozellikle de insan hayati i¢in ¢ok liizumlu olan oksijen molekiilii, bazi durumlarda eksik
indirgenebilmektedir. Bunun sonucunda viicut i¢in olduk¢a zararli olan ROS’leri olusur.
Bu ROS’leri igerisinde o6zellikle hidroksil radikali gibi serbest radikaller, proteinlerin,
lipidlerin, niikleik asitlerin, DNA’teki molekiillerin yapilarinin bozulmasina, DNA
zincirlerinin kirtlmasina sebep olmaktadirlar. Bu durum hiicre yapilarinin bozulmasina ve
kanser basta olmak {izere g¢esitli hastaliklarin ortaya c¢ikmasmna sebep olmaktadir

(Moldovan and Moldovan 2004).
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Kesin tedavinin hala bulunamamis olmasi, kanserin insan sagligin1 ne kadar tehdit
ettigini ortaya koymaktadir. Bu hastaligin tedavi edilmesi yoniinde bilim insanlarinin
arastirmalart giderek artmaktadir. Bu aragtirmalarin 6nemli bir kism1 da fenolik bilesiklerin
kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi calismalaridir. Cilinkii
yapilan arastirmalarda fenolik bilesiklerin kanser hiicrelerini baslangi¢ evresinde de olsa
ileri evrelerde de olsa inhibe edip sitotoksik etki gdsterdikleri ve kanser riskini azalttiklar
rapor edilmistir (Hudson et al. 2000; Nguyen et al. 2003; Nair et al. 2004). Sitotoksik etki;
hiicrelere toksik olarak etki edip hiicreyi oldiirme etkisidir. Antiproliferatif etki; hiicre
cogalmasini onleme etkisidir. Arastirmalar yapilirken laboratuvar ortaminda kanser hiicre
kiiltiirleri olugturup bu hiicrelere karst 06zellikle dogal numunelerin ne kadar

sitotoksik/antiproliferatif etki gosterdigine bakilmaktadir.

Antiproliferatif etki arastirmalarinda kullanilan yontemlerden bazilari XTT
yontemi, MTT yontemi, TBE yontemi, WST-1 yontemi, BrdU dahil etme testi, SRB
(Sulforhodamine B) yontemidir. MTT nin sistematik adi “3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliyum bromiir”diir. MTT testinde (Mosmann 1983) hiicreler, numunenin
farkli konsantrasyonlar1 ile genellikle 24, 48 veya 72 saat muamele edilir ve
inkiibasyondan sonra 570 nm’de hiicre canliligi 6l¢iimii yapilir. Bu yontemde sar1 renkli
suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzu, canli hiicreye girince enzimatik reaksiyonlarla mor
renkli formazan kristallerine doniisiir. Bu formazan {iriinii hiicre zarindan gegemez ve
hiicre i¢inde birikir (Fotakis and Timbrell 2006). Ortamdaki canli hiicre sayisina gore renk
degisimi olur. Kuyucuklara ekilen hiicrelerin {izerine farkli konsantrasyonlardaki
numuneler eklenip belirli bir siire muamele edilir. Hiicreler yeterli oranda kiiltiirlendikten
sonra MTT cozeltisi eklenir. Olusan formazan kristalleri SDS eklenerek ¢6ziiniir hale
getirilir. Canli kalan hiicreler boyay: igine alip hiicre i¢inde bulunan enzimler sayesinde
renkli bilesik olusumuna sebep olur. Bu renkli bilesik570 nm’de absorbans verdigi i¢in

hiicre canlilig1 6l¢timii yapilir (Riss et al. 2015; Banoon and Ghasemian 2022).

WST-1’in sistematik adi “4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzen disiilfonat”tir. WST-1 yontemi, MTT yontemine benzer sekildedir. Yalniz WST-1
reaktifi, suda ¢oziinen formazan {iriinii olusturdugu i¢in yeniden bir ¢6ziindiirme islemine
gerek kalmaz. Ayrica hiicre canliligi 6l¢iimii 450 nm’de yapilir (Ranke et al. 2004;
Ngamwongsatit et al. 2008).

BrdU’nun sistematik adi 5-bromo-2-deoksiiiridin”dir ve bir pirimidin analogudur.

BrdU dahil etme yonteminde, ¢ogalan hiicrelerin DNA’sina timidin yerine BrdU dahil

edilir. Inkiibasyondan sonra DNA denatiire edilir. Ortama anti-BrdU antikoru eklenerek
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bunun DNA’ya dahil edilen BrdU’ya baglanmasi saglanir. 370 nm’de absorbsiyon 6l¢iimii
yapilir. Absorbsiyon degerleri, DNA sentez miktariyla ve ¢gogalan hiicre sayisiyla iligkilidir
(\Vater et al. 2020).

SRB (Sulforhodamine B) yontemi, Skehan ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir.
Bu y6ntemde, inkiibasyon siiresinden sonra bir protein boyasi olan sulforhodamin B, TCA
ile sabitlendirilmis kiiltiirlere (hiicrelerde bulunan proteinlerdeki amino asit kalintilarina)
hafif asidik kosullarda belirli bir siirede elektrostatik olarak baglanir. Baglanmayan boya
%1 asetik asit ile yikanir. Proteine bagli boya tris-baz ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilir ve 510

nm’de absorbansi alinir (Skehan et al. 1990; Voigt 2005; Vichai and Kirtikara 2006).

Bu ¢alismada XTT yontemi (Mosmann 1983) kullanildi. Hiicre sayimi igin TBE
(Tripan Blue Diglama) yontemi kullanildi. MTT yontemine oldukca benzeyen XTT
yontemi, heterosiklik bir tetrazolyum tuzu olan XTT’nin 415 nm’de absorbans veren
formazan {iriiniine indirgenmesi esasina dayanir. Canli hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan suksinat dehidrogenaz enzimleri, XTT tetrazolyum tuzunu portakal renginde olan
ve 415 nm’de absorbans veren formazan iirliniine indirger (Sekil 66). XTT tuzunun
merkezinde bulunan ve dort azot atomu bulunduran halka, indirgenmenin ardindan agilir.
Sonugcta olusan turuncu renkli XTT formazan iiriinti aktif hiicre sayisina bagli ve dogru

orantili olacak sekilde 415 nm’de absorbans verir (Altay 2015).
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Sekil 66. XTT tetrazolyum tuzunun XTT formazana indirgenmesi

Programlanmig hiicre 6liimii olarak adlandirilan “apoptoz”da temelde ti¢ grup rol
oynar (Hetts 1998): 1. Oliim reseptérleri. 2. Adaptor proteinler. 3. Kaspazlar (proteolitik
enzimler). Oliim reseptorleri, polipeptidlerde 6liim alani denilen boliimde bulunurlar ve bir
dizi aminoasitten olugurlar. Tumour Necrosis Factor (TNF) reseptor gen ailesindendirler.
Gorevleri hiicreye gelen oliim sinyallerini adaptor proteinlere baglanarak hiicre igine

iletmektir (Biiyiikgebiz ve Caferler 2001). Bilinen bazi1 6liim reseptorleri TRAIL-R1 (TNF
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Related Apoptpsis-Inducig Ligand), TRAIL-R2, CD95 (APO-1/Fas), DR3 ve DR6’dir
(Eichhorts and Krammer, 2001).

Apoptozda ikinci etkin grup olan adaptor proteinler, 6liim reseptorlerinden aldiklar
sinyaller sonrasi kaspazlara baglanirlar ve onlar1 aktif ederler. Catenin, REL proteinleri,
Fas, WNT1 adaptor proteinlerdendir. Hiicre 6liimiine giden yolda bu adaptor proteinlerinin
etkisiyle son grup olan kaspazlar aktif hale gelir. Hiicre 6liimiiniin son grubu kaspazlar iki
kisma ayrilirlar. Birinci grup kaspazlar 2,4,8°den olusan “baslatici”lardir. Ikinci grup
kaspazlar 3,6,7°den olusan “uygulayici”lardir (Budihardjo and Oliver 1999). Baslaticilar
Olim sinyalini uygulayic1 kaspazlara verip onlar1 aktif ederek oliime yonlendirirler.
Uygulayic1 kaspazlar sayesinde aktif olan DNaz enzimi ise DNA yikimina sebep olarak

olimii gergeklestirir (Biiyiikgebiz ve Caferler 2001).

Apoptozda mitokondriyal i¢ ve dig yollar vardir. Dis yol, spesifik ligandin TNF
reseptOr ailesinden olan hiicre yiizeyindeki 6liim reseptdriine baglanmasiyla aktive edilir.
Ardindan prokaspaz 8, 6liim sinyali kompleksine baglanir. I¢ yol ise hiicrelerdeki oksidatif
stresin artmasi ile iyonlastiric1 kimyasallar ve radyasyon sonucu olusan ajanlar tarafindan
aktive edilir. Bunun sonucunda mitokondriyal membran potansiyeli bozulur ve
mitokondriden sitokrom c, Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktdr), endoniikleaz G,
AIF (apoptoz indiikleyici faktor) salgilanir (Sekil 67).
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Sekil 67. Apoptoza giden yollar (Altay 2015)
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Bu c¢alismada Shogaol’iin ve standart kemoterapotik ilag olarak kullanilan
mitoksantron, dosetaksel, karboplatinin A-549 kodu ile ifade edilen akciger kanseri hiicre
hatti, HT-29 kodu ile ifade edilen kolon kanseri hiicre hatti, MCF-7 ve MDA-MB-453
kodlar1 ile ifade edilen go6giis kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki antiproliferatif etkileri
arastirildi. Ayrica segicilik endeksi hesabi i¢in Shogaol ve Karboplatin’in 3T3-L1 fare
fibroblast normal hiicre hatti ilizerindeki antiproliferatif etkisi de arastirildi. Aragtirma
sonucunda elde edilen sonuglarla ICso degerleri hesaplandi. I1Cso degerleri Tablo 41°de

verildi.

Shogaol’iin kanserli hiicre hatlar1 lizerinde en yiiksek antiproliferatif etkiyi 8,38
uM ICsp degeriyle HT-29 kolon kanseri hiicre hattina karsi; en az antiproliferatif etkiyi
ise 62,42 uM ICsp degeriyle MDA-MB-453 gogiis kanseri hiicre hattina karsi gosterdigi
bulundu. Standartlardan mitoksantronun A-549, MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicre
hatlarina kars1 en yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi bulundu. Shogaol’iin, A-549 ve
HT-29 hiicre hatlarinda Karboplatin’den; MCF-7 hiicre hattinda Dosetaksel’den daha
etkili aktivite gosterdigi goriildii. Shogaol’tin A-549, HT-29 ve MCF-7 hiicre hatlarina
kars1 baz1 standart ilaglardan daha etkili aktivite gostermesi, antikanser potansiyele sahip

oldugunun kanit1 olabilir.

Shogaol’iin normal hiicre hatti olan 3T3-L1 fare fibroblast hiicrelerine karsi
gosterdigi etkinin ICso degeri 124,35 uM, standart kemoterapétik ilag Karboplatin’in ise
21,32 uM oldugu bulundu. Shogaol’iin, 3T3-L1 fare fibroblast normal hiicrelerine
Karboplatin’den ¢ok daha az antiproliferatif etki gosterdigi goriildii. Ortaya ¢ikan bu
sonuclar ilagla yapilan kanser tedavileri i¢in olduk¢a degerlidir. Ciinkii kanser hiicreleri
ilagla tedavi edilirken ilacin, kanser hiicrelerine kars1 6ldiiriicti etki gostermesi istenirken
saglikli normal hiicrelere karsi etki gostermemesi istenir. Ta ki normal hiicreler
islevlerine devam edebilsin, dokular ve organlar da viicut i¢in gerekli gorevlerini yerine
getirebilsinler. Bu durum segicilik endeksi (SlI) ile ifade edilir. Segicilik endeksi;
numunenin saglikli hiicre tizerinde gosterdigi antiproliferatif etki 1Cso degerinin, kanserli
hiicre hatt1 tizerinde gosterdigi ICso degerine boliinmesiyle elde edilir ve ¢ikan sonug ne

kadar yiiksek olursa numune o kadar secici davranmaktadir denilir.

Tablo 42’de bakildiginda HT-29 kolon kanseri hiicre hattina karsi Shogaol’iin
gosterdigi secicilik endeks degeri 14,83; Karboplatin’in ise 0,46 oldugu goriilmektedir.
Yani Shogaol, Karboplatin’den 32,24 kat daha segici davranmistir. Diger hiicre hatlarina

kars1 da Shogaol’iin, Karboplatin’den daha se¢ici davrandigi goriilmektedir. Bu sonuglar,
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ileri safha ¢aligmalara 151k tutmakta olup Shogaol’iin farmakoloji agisindan etkili bir ajan

olabilecegi konusunda giiclii veri vermektedir.

Tablo 41. Shogaol Bilesigi ve Farkli Kemoterapotik ilaglarin Cesitli Kanser ve Normal
Hiicre Hatlar1 Uzerindeki ICso (uM) Degerleri

MDA-MB-
Bilesikler A-549 HT-29 MCF-7 3T3-L1
453
Shogaol 11,49 + 0,92 8,38+ 0,70 51,31+ 1,44  6242+144 124,35+2,15
Karboplatin 62,93+ 1,54 46,16+ 0,80 16,36 £ 0,60 22,63+0,70 21,32+ 1,06
Dosetaksel 4,35+0,36 - 74,61 £ 1,35 4,58 + 0,44 -
Mitoksantron 2,74+ 0,75 - 2,55+0,44 2,17+£0,52 -

Tablo 42. Shogaol Bilesigi ve Karboplatin’in Segicilik Endeks (SI) Degerleri

Hiicre hatlar Shogaol  Karboplatin

A-549 10,82 0,33
HT-29 14,83 0,46
MCF-7 2,42 1,30
MDA-MB-453 1,99 0,94

Bai ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada oleanolik asidin A-549 hiicre hatti
tizerindeki ICso degerini 4,71 pM olarak bulmuslardir (Bai et al. 2018). Wang ve
arkadagslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada klorojenik asidin A-549 hiicre hatt1 iizerindeki 1Cso
degerini 150 uM olarak bulmuslardir (Wang et al. 2020). Hung ve arkadagslari 6-
Shogaol’iin A-549 hiicrelerine kars1 otofajik hiicre Oliimiinii indiikleyerek hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini ve akciger kanserine karst umut verici bir kemopreventif
ajan olabilecegini belirtmislerdir (Hung et al. 2009). Yamagata ve arkadaslar1 yaptiklari
bir ¢aligmada MTT yontemi ile 24 saat uygulama sonucunda klorojenik asidin A-549
hiicre hatt1 i¢cin 50 uM konsantrasyonda hiicre proliferasyonunu %39 inhibe ettigini
belirtmiglerdir (Yamagata et al. 2018). Volstatova ve arkadaslar1 Caco-2/HT29-MTX
ortak hiicre kiiltiirtine karst MTT yontemi uygulayarak ICso degerlerini klorojenik asit,
epikatesin gallat ve kuersetin i¢in sirasiyla 337.4; 204,5 ve 167,7 uM olarak bulmuslardir
(Volstatova et al. 2019). Rezaei-Seresht ve arkadaglart MTT yontemi ile MCF-7 hiicre
hatt1 iizerinde 48 saat inkiibe sonundaki ICso degerlerini kafeik asit i¢in 170 pg/mL,
gallik asit i¢cin 18,5 pg/mL, tamoksifen sitrat i¢cin 19,4 ug/mL olarak bulmuslardir
(Rezaei-Seresht et al. 2019). Kabala-Dzik ve arkadaslar1 XTT yontemi ile MCF-7 hiicre
hatt1 lizerinde 24 saat inkiibe sonundaki ICso degerlerini kafeik asit i¢in 102,98 uM,
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kafeik asit fenil ester i¢in 56,39 uM olarak bulmuslardir (Kabala-Dzik et al. 2018). Chou
ve arkadaslar1 kuersetinin MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 48 saat inkiibe sonundaki ICso
degerini 92,4 uM olarak bulmuslardir (Chou et al. 2010). Moghtaderi ve arkadaslar
MTT yontemi ile MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde 24 saat inkiibe sonundaki ICso
degerlerini gallik asit i¢in 150 puM, kurkumin i¢in 80 uM olarak bulmuslardir
(Moghtaderiet al. 2018). Sales ve arkadaglart MTT yontemi ile hem MCF-7 hem MDA-
MB-231 hiicre hatlar1 lizerinde 24 saat inkiibe sonundaki ICso degerlerini oktil galat i¢in
40 uM, gallik asit igin 80 uM olarak bulmuslardir (Sales et al. 2018). Luna-Dulcey ve
arkadaslar1 6-Gingerol’lin 48 saat inkiibe sonundaki ICsp degerlerini MCF-7 hiicre hatti
icin 985,8 uM, MCF-10A hiicre hatt1 i¢in 599,4 uM, MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in
404,5 uM olarak bulmuslardir (Luna-Dulceyet al. 2018).

Yukarida c¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif etkileri verilen
bilesiklerle kiyaslandiginda Shogaol’iin, ¢alisilan hiicre hatlari {izerinde bir¢ok bilesikten
daha iyi bir antiproliferatif etki gosterdigi goriilmektedir. Bu da Shogaol’iin oldukga iyi
derecede antiproliferatif etki gosteren ajan oldugunu diisiindiirmektedir. Shogaol’iin
kanserli hiicre hatlarina kars1 gosterdigi ¢ok iyi antiproliferatif etki ve aymi zamanda
normal hiicrelere karsi segici davranmasi olduk¢a degerli ve dikkat ¢ekicidir. Bu durum
Shogaol’tin farmakolojik potansiyelinin oldugunun kaniti olabilir. Ayrica segicilik
endeksinin yiiksek olmasi, dogal bilesiklerin yan etkilerinin az oldugu ve tedavilerde

kullanilmasinin daha uygun oldugu goriisiinli desteklemektedir.

Sonug olarak; canli organizmalarda ¢esitli sebeplerden dolayr ortaya ¢ikan ve
oldukca zararli olan oksidanlara karsi antioksidan olarak etki ederek oksidanlari bertaraf
edip hastaliklarin olusumuna veya ilerlemesine engel olabilecek, ayn1 zamanda da canh
yapisina zarar vermeyecek olan dogal bilesiklerin ya da ekstraktlarin kesfedilmesi konusu
giiniimiiz aragtirmalarinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir. Cilinkii gida ve ilaclarda
kullanilan sentetik antioksidanlarin zararli etkilerinin oldugu yapilan arastirmalarda rapor
edilmistir. Bunun sonucunda dogal antioksidanlarin bulunmasinin 6nemi daha da artmis ve
arastirmalar da bu yonde devam etmektedir. Cesitli bitkilerden farkli ¢oziiciilerle elde
edilen ekstraktlarin ve 6zellikle de dogal bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin ne kadar
oldugu arastirmalar1 yapilmaktadir. Bu konuda dikkate deger sonuglar rapor edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz Shogaol bilesigi de zencefilde bulunan dogal fenolik bir
bilesiktir. Shogaol, antioksidan metotlardan FRAP metodunda 60 pg/mL konsantrasyonda
standartlardan daha etkili, DPPH- giderme metodunda BHT den, Fe** ve Cu?* indirgeme,
ABTS™ giderme metotlarinda Troloks’tan daha etkili antioksidan aktivite gosterdi.
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Enzimler, canlilardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran katalizérlerdir. Canli
organizmalarda hicbir reaksiyon enzimsiz ger¢eklesmez. Binlerce reaksiyon enzimler
aracilifiyla meydana gelerek ya bir molekiil sentezlenir veya parcalanir. Hal boyle olunca
canli i¢in bu kadar 6nemli olan enzimlerin hastaliklarin olusumu ya da tedavisi noktasinda
ciddi etkilerinin olmasi kacinilmazdir. Ornegin yaslilar icin &nemli bir hastalik olan
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonu mekanizmasi
uygulanmaktadir. Yine onemli bir hastalik olan diyabet i¢in de a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerinin inhibe edilmesi mekanizmasi uygulanmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan
Shogaol bilesigi, hCAI, hCA II, AChE, BChE ve a-glikozidaz enzimlerine kars: sirasiyla
75,91 nM, 47,04 nM, 37,44 nM, 24,11 nM ve 35,72 nM ICsg degerleriyle etkili inhibisyon

aktivitesi gosterdi.

Kanser hastaligi giinimiiz diinyasinin énemli bir hastaligi olup 200’den fazla
cesidi vardir. Bu hastaligin tedavisi i¢in kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hormon
tedavisi ve cerrahi tedavi gibi yontemler uygulanmaktadir. Fakat bu uygulamalarin
viicuda yan etkileri de olmaktadir. Ayrica kesin tedavi de saglanamamaktadir. Bundan
dolay1 antikanser ilaclarin gelistirilmesi igin ¢alismalar hizla devam etmektedir. Ozellikle
dogal ilaclarin bulunup uygulamaya alinmasi yoniinde arastirmalar yapilmaktadir. Bu
calismada kullanilan Shogaol’iin, A-549 akciger kanseri ve HT-29 kolon kanseri hiicre
hatlarinda standart kemoterapoétik ilag olarak kullanilan Karboplatin’den; MCF-7 gogiis
kanseri hiicre hattinda standart kemoterapétik ilag olarak kullanilan Dosetaksel’den daha
etkili aktivite gosterdigi goriildii. Ayrica Shogaol’iin, normal hiicre hatti olan 3T3-L1
hiicre hattina kars1 Karboplatin’den ¢ok daha az antiproliferatif etki gdsterdigi goriildii.
Yani 6-Shogaol, kanserli hiicre hattina karsi yiiksek derecede antiproliferatif etki
gosterirken normal hiicre hattina karsi diisiik antiproliferatif etki gostermistir. Shogaol’iin
bu secici etkisi olduk¢a Onemlidir. Clinkii ilagla kanser tedavilerinde ilacin kanser
hiicrelerini bertaraf ederken normal hiicrelere etki gostermemesi istenir. Bu acidan
bakildiginda Shogaol’iin halihazirda kemoterapi tedavisinde ilag olarak kullanilan

Karboplatin’den ¢ok daha secici davranmasi dikkate deger bir sonugctur.

Bu sonuclar neticesinde denilebilir ki 6-Shogaol, yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip bir bilesiktir. Bir¢cok global hastalikla ilintili bazi metabolik enzimleri inhibe
etmede etkili olmustur. Ozellikle selektif davranarak kanser hastaliklarinin tedavisinde
kullanilabilecek ilaglarin gelistirilmesi i¢in In vivo yapilacak ¢alismalara 11k tutan bir
antiproliferatif etkiye sahip olup, gida ve ilag endiistrisi i¢in potansiyelli dogal bir

ajandir.
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