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Amag: Bu doktora tez ¢alismasinda biyolojik agidan etkili birer flavonoit olan Luteolin ve
tiirevi glikozitlerin (Sinarozit, Orientin, Izoorientin) bircok global hastalikla ilintili olan ve
insan kanindan saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA I ve II) ile asetilkolinesteraz
(AChE), butirilkolinesteraz (BChE) ve a-Glikozidaz gibi metabolik enzimleri {izerine
inhibisyon etkilerinin deneysel ve teorik (molekiiler doking) olarak arastirilmasi ve antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Yontem: Luteolin ve tiirevi glikozitlerin antioksidan kapasiteleri indirgeme yontemleri, radikal
giderme aktiviteleri ile belirlendi. Sonuglar1 degerlendirmek igin standart antioksidanlar olan
BHA, BHT, a-Tokoferol, Troloks ve askorbik asit kullanildi. Ayrica insan eritrositlerinden
afinite kolon kromatografisi teknigi ile saflastirilan hCA I, hCA II izoenzimleri ile ticari olarak
temin edilen AChE, BChE ve a-glikozidaz enzimleri iizerine luteolin ve tiirevi glikozitlerin
inhibisyon etkileri deneysel ve teorik (molekiiler doking) olarak arastirildi.

Bulgular: Luteolin ve tiirevlerinin antioksidan kapasiteleri farkli yontemler kullanilarak
standart antioksidanlar ile karsilastirmali olarak ¢alisildi. Elde edilen sonuglara gore sentetik
antioksidan aktivitelerine yakin ya da daha iyi aktivite gosterdikleri belirlendi. Luteolin ve
tirevi glikozitlerin hCA I, hCA II izoenzimleri, AChE, BChE ve a-Glikozidaz enzimleri
izerine inhibisyon etkilerini belirlemek i¢in yapilan deneysel ¢alisma sonuglarinin, calisilan
molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglari ile de ortiistiigli gézlemlendi. Deneysel olarak
bulunan ICso degerlerine gore en iyi inhibitorlerin hCA 1 izoenzimi i¢in Orientin (ICso: 27,729),
hCA 1I izoenzimi i¢in Sinarozit (ICso: 18,24) = Orientin (ICso: 23,90), AChE enzimi i¢in
Izoorientin (ICso: 1,93), BChE enzimi icin Sinarozit (ICso: 6,41) = Luteolin (ICso: 7,45), a-
Glikozidaz enzimi i¢in Sinarozit (ICso: 7,15) oldugu tespit edildi. Teorik olarak gerceklestirilen
molekiiler docking calisma sonuglarina gore ise en iyi inhibitorlerin hCA 1 izoenzimi igin
Orientin (-9.90), hCA 1I izoenzimi igin Orientin(-8.87) ~ Sinarozit(-8.78), AChE enzimi i¢in
Orientin (-14.35) = Izoorientin (-13.95), BChE enzimi i¢in Orientin (-13.42), a-Glikozidaz
enzimi i¢in Sinarozit (-12.81) oldugu tespit edildi.

Sonug: Elde edilen sonuglara gore Luteolin ve tiirevi glikozit bilesiklerinin yiiksek antioksidan
potansiyele sahip oldugu belirlendi. Ayrica yapilarin ¢alisilan enzimler tizerinde de oldukga
etkili bir inhibisyona sahip olduklari hem deneysel hem de teorik olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Luteolin, Luteolin gilkozitleri, antioksidan aktivite, karbonik anhidraz,
asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, a-Glikozidaz.

Subat 2023, 120 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

THE EFFECT OF GLYCOSIDE UNIT ON ANTIOXIDANT MOLECULES’
ACTIVITY — A COMPARATIVE STUDY ON THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
LUTEOLIN AND LUTEOLIN GLYCOSIDES

Adem ERTURK
Supervisor: Prof. Dr. ilhami GULCIN

Purpose: In this doctoral thesis study, luteolin and its derivative glycosides (Cynaroside,
Orientin, Isoorientin), which are biologically effective flavonoids, aimed to investigate the
inhibition effects on metabolic enzymes such as carbonic anhydrase isoenzymes (hCA I and 1)
purified from human blood and associated with many global diseases and acetylcholinesterase
(AChE), butyrylcholinesterase (BChE) and a-Glycosidase,

Method: Antioxidant capacities of luteolin and its derivative glycosides were determined by
reduction methods and radical scavenging activities. Standard antioxidants BHA, BHT, a-
Tocopherol, Trolox and ascorbic acid were used to evaluate the results. In addition, the
inhibition effects of luteolin and its derivative glycosides on hCA I, hCA 1l isoenzymes purified
from human erythrocytes by affinity column chromatography technique and commercially
available AChE, BChE and a-glucosidase enzymes were investigated experimentally and
theoretically (molecular docking).

Results: Antioxidant capacities of luteolin and its derivatives were studied in comparison with
standard antioxidants using different methods. According to the results obtained, it was
determined that they showed activity close to or better than synthetic antioxidant activities.
Overlap was observed that the results of the experimental study to determine the inhibition
effects of luteolin and its derivative glycosides on hCA I, hCA Il isoenzymes, AChE, BChE,
and a-Glycosidase enzymes with the molecular simulation insertion results studied. According
to the experimentally found ICsg values, it was determined that the best inhibitors were Orientin
(ICso: 27.73) for the hCA | isoenzyme, Cynaroside (ICso: 18,24) isoenzyme =~ Orientin (ICso:
23.90) for the hCA 11, Isoorientin (ICso: 1,93) for the AChE enzyme, Cynaroside (ICso: 6.42) =
Luteolin (ICso: 7.45) for BChE enzyme, Cynaroside (ICso: 7.15) for a-Glycosidase enzyme.
According to the results of the theoretical molecular docking studies, the best inhibitors are
Orientin (-9.90) for hCA 1 isoenzyme, Orientin (-8.87) = Synaroside (-8.78) for hCA I
isoenzyme, Orientin (-14.354) = Isoorientin (-13,95) for AChE enzyme, Orientin (- 13.42), for
BChE enzyme, Cynaroside (-12.81) for a-Glycosidase enzyme.

Conclusion: The obtained results were determined that luteolin and its derivative glycosides
compounds have high antioxidant potential. In addition, it was determined both experimentally
and theoretically that the structures had a very effective inhibition on the studied enzymes

Keywords: Luteolin, Luteolin glycosides, antioxidant activity, carbonic anhydrase,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and a-Glucosidase.

February 2023, 120 pages
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GIRIS

Enzimler

Kimyasal doniistimler gerceklestiren enzimler, enerjiyi bir bi¢cimden digerine
doniistiiren biyolojik sistemlerdeki katalizorlerdir (Stryer et al. 2014). Enzimler katalitik RNA
molekiilleri hari¢ protein yapisinda olup canli metabolizmasindaki kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran biyokimyasal katalizérlerdir. Enzimler %100°lik verim ile {iriin olusumunu

saglayan, en biiyiik ve en 6zellesmis protein gruplaridir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Biyokimyasal reaksiyonlarin merkezinde yer alan enzimler; basamakli tepkimeleri
katalizler, besin molekiillerinin par¢alanmasini saglar, tepkimeler sonucunda ortaya ¢ikan
kimyasal enerjiyi doniistiiriir ve korurlar. Ayrica temel ¢ikis bilesiklerinden biyolojik dneme
sahip olan makro molekiillerin sentezini de gergeklestirirler (Nelson and Cox 2008; Berg et al.
2012).

Enzimlerin yapisal 6zellikleri, adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Biitiin enzimler, katalitik RNA molekiilleri hari¢ protein yapisindadir. Enzimlerin var
olan katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlariyla iliskili oldugu i¢in enzimlerin
yapilarinin bozulmasi, alt birimlerine ayristirilmasi veya aminoasit komponentlerinin yikilmasi
durumunda kaybolur. Enzimlerin katalitik aktivite gosterebilmesi igin primer, sekonder,
tersiyer ve kuarterner yapilara sahip olmasi esastir. Bazi enzimlerin katalitik aktivite
sergilemeleri i¢in kofaktorler olarak adlandirilan ek kimyasal gruplara ihtiyaglar1 vardir.
(Nelson and Cox 2008). Enzim kofaktorleri koenzim olarak bilinen organik veya metaloorganik
kompleks bilesikler olabildigi gibi inorganik iyonlar da (Mg?, Fe**, Mn%" ve Zn?* gibi)
olabilmektedir. Enzimin kofaktorii ile katalitik olarak aktif sekillerine haloenzim denilir.
Haloenzimin yapisinda bulunan proteinler apoprotein veya apoenzim olarak bilinir.
Haloenzimlerin yapisinda bulunan kofaktdr gruplarin kovalent olarak baglanan gruplar
prostetik grup nonkovalent olarak baglanan gruplar1 ise kosubstrat olarak adlandirilir (Nelson

and Cox 2008).

Optimal pH, enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi pH'dir. Enzimler genellikle
fizyolojik pH’da yliksek aktivite gosterirler ancak bazi enzimlerde bu durum farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin proteinleri parcalamada etkili olan pepsin ve tripsin enzimlerinin

optimal pH’lar sirast ile 2,0 ve 8,5’tir(Nelson and Cox 2008; Keha ve Kiifrevioglu 2020).



Ortamdaki substrat miktarinin reaksiyon hizini etkiledigi bilinmektedir. Yeterli substrat
konsantrasyonun da enzim miktar: arttik¢a reaksiyon hizi artar, ancak maksimuma ulastiktan
sonra sabit kalir. Bu noktada enzim substrat ile doymustur. Enzimlerin bazilar1 sadece tek
substrata etki ederken, bazi1 enzimler birden fazla substrata etki edebilirler. Bunlara ilaveten
enzimlerin geneli stereo 6zglinliik gésterirler yani substratlarinin stereo izomerlerine dahi etki

etmezler (Keha ve Kiifevioglu 2020).

Enzimlerin ¢ogunun adlandirilmasi, ya enzimin etkiledigi substratin sonuna -az son eki
getirilerek (lireaz, amilaz, arginaz, proteaz, lipaz) ya da enzimin katalizledigi tepkimeyi
tanmimlayan kelime veya sozciik grubunun sonuna -az son eki getirilerek (laktat dehidrogenaz,
adenilat siklaz) yapilmaktadir. Ayrica bu tanima uymayan yani substratlarini veya aktivitelerini
tanimlamayan enzimlerin (pepsin, tripsin) yanmi sira iki veya daha fazla ada sahip olan
enzimlerde mevcuttur. Kesfedilen enzimlerin sayisinin artmasi nedeniyle enzimlerin
siiflandirilmasi ig¢in Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu (ECIUB) tarafindan
enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiplerine goére alti ana grupta siniflandirilmalar
onerilmistir (Nelson and Cox 2008).

Oksidorediiktazlar: Substratlar arasinda redoks (ylikseltgenme-indirgenme)
reaksiyonlarmi  katalizleyen enzimlerdir. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,
oksigenazlar ve peroksidazlar bu enzimlere 6rnek olarak verilebilir. Bu gruplarin koenzimleri

ise FADH,, NADH ve NADPH tir.

Transferazlar: Hidrojen disindaki gruplarin iki substrat arasinda transferini
katalizleyen enzimlerdir. Transfer edilen gruplara fosfat, aldehit, keton gruplar1 6rnek olarak

verilebilir.

Hidrolazlar: Eter, ester, glikozit, peptit ve anhidrit gibi baglarin yani sira C-X, P-N gibi
cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar1 katalizleyen enzim grubudur. Esteraz,

lipaz, glikozidaz, fosfataz, proteinaz ve biitiin niikkleaz enzimleri ise bu gruba girer.

Liyazlar: Substratlardan grup uzaklastirarak ¢ift bag olusturan veya ¢ift baga katilma
reaksiyonlarii katalizleyen yani oksidasyon ve hidrolizden farkli bir mekanizma ile ¢alisan

enzimlerdir. Bu grubun enzimleri hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizler.

Izomerazlar: Bir molekiil icindeki yapisal, optik veya geometrik izomerlerin birbirine
dontisiimlerini katalizleyen enzimlere izomerazlar denilmektedir. Epimerazlar, rasemazlar ve

mutazlar bu grupta bulunan enzimlerdir.



Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin fosfat baglarini kirarak agiga ¢ikan
enerjiyi kullanarak iki molekiil arasinda (C ile C, O, S ve N baglarini) bag olusumunu katalize

eden enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Enzim inhibisyonu, enzimin bazi bilesikler tarafindan in vitro ya da in vivo olarak
aktivitesinin azalttig1 veya yok edildigi durumdur. Enzimin aktivitesini diisiiren ya da yok eden
bu bilesikler ¢ogunlukla kiiciik molekiil agirligina sahip bilesik ya da iyonlar olup inhibitor
olarak adlandirilirlar. Enzim inhibisyonunun etki mekanizmasi ve metabolik yollarmin

aydinlatilmas1 biyokimyacilar agisindan i¢in oldukga ilgi ¢ekicidir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii (tersinir) ve geri doniisiimsiiz inhibisyon (tersinmez)
olarak iki baslik altinda incelenebilir. Inhibitér ortamdan uzaklastirildiginda enzim aktivitesini

tekrar kazaniyorsa inhibisyon tiirii geri doniisiimlii inhibisyondur.

Geri doniisiimlii inhibisyon: Enzimlere kovalent olmayan baglarla baglanan inhibitor
ortamdan uzaklastirildiginda enzim aktivitesini tekrar kazanmaktadir. Ug farkl geri doniisiimlii

inhibisyon ¢esidi vardir.

I. Yarismah inhibisyon (Kompetitif): Inhibitorler yarismali inhibisyonda enzimin
aktif bolgesine baglanmak icin substrat ile yarig halindedir. Inhibitdrler yapisal olarak substrata
benzerler; ancak enzim tarafindan iirline doniistiiriilemezler. Yarigmali inhibisyonda inhibitor,
enzimin aktif bolgesine baglanarak substrat enzime baglanmasini engeller ancak substratin
konsantrasyonun artirilmasi ile inhibitoriin etkisi ortadan kaldirilabilir. Enzimin Vmax degeri

degismez (Berg et al. 2012; Keha ve Kiifrevioglu 2020).

II. Yarismasiz inhibisyon (Nonkompetitif): Substrat ile yapisal olarak benzerlik
gostermeyen inhibitor enzimin aktif bolgesine degil de enzimin baska bir bolgesine baglanir.
Bu nedenle substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla da enzimin inhibisyonu engellenemez.
Yarigsmasiz inhibisyonda inhibitor etkisini turnover sayisini diisiirerek gosterirken enzimin Km

degeri sabit kalirken, Vimax degeri azalir. (Berg et al. 2012; Keha ve Kiifrevioglu 2020).

IIL. Yar1 yarismah inhibisyon (Unkompetitif): inhibitor, serbest enzime veya enzim
substrat kompleksine baglanabilir. Bu inibisyon tiirlinde inhibitér serbest enzimin aktif
bolgesine baglanmak yerine enzim-substrat kompleksine baglanarak inibisyon etkisi
gostermektedir. Substratin konsantrasyonu arttirilirsa inhibisyonun artar. Olusan enzim-
substrat kompleksinin ortamdan uzaklagmasi nedeniyle Km azalirken ve ortamda olusan enzim-
substrat-inhibitor kompleksinin miktarmin artmasindan dolayt Vmax azalir (Keha ve

Kiifrevioglu 2020).



Geri doniisiimsiiz inhibisyon: Inhibitdrler, enzimlere kovalent olarak baglanir veya
ayrilmasi zor olan kovalent olmayan baglara baglanarak kompleksler olusturur. Bu durumda,

Kwm sabit kalirken Vmax azalir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA; E.C.4.2.1.1), su ve karbondioksiti (CO2) bikarbonat (HCO3")
ve protona (H") geri doniistimlii olarak hidratlayan, 260 aminoasitten olusan ve yaklasik olarak
30 kDa agirliginda olan metaloenzimlerdir. pH kontrolii, fotosentez ve solunum dahil olmak

tizere ¢esitli biyolojik ve fizyolojik siireclerde yer alirlar (Burmaoglu et al. 2021).

CA Kkataliz icin elzem olan, Zn?" iyonu igeren, biitiin organizmalarda bulunan bir
metaloenzimdir. Enzimlerdeki metal iyonlari, pozitif yilikler aracilifiyla kimyasal aktiviteyi
artirma, kinetik olarak kararli baglar olusturma ve bazi durumlarda coklu oksidasyon

durumlarinda kararli kalma yetenegine sahiptir (Gocer 2013).
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Sekil 1. CA enzimlerinin katalitik merkezleri (His 94, His 96 ve His 119) (Kiirelerden genis
¢apli olan1 Zn?" iyonunu, bu biiyiik kiire etrafindaki kii¢iik olanlar ise kristal halde immobilize
olmus olan H20O molekiillerini temsil etmektedir (Goger 2013)

Ik olarak, sigir eritrositlerinden saflastirilan karbonik anhidraz enzimi, karbondioksit
ve bikarbonat iyonu doniisiimlii reaksiyonlarinda katalizor gorevi yapar (Maren 1967; Supuran

and Scozzafava 2001; Akincioglu et al. 2013; Goger and Giilgin 2013).

CA CA
CO, + H,0 2 H,CO0; 2 H,CO; 2 HCO; + H*

Solunum ve sindirim dokular1 ile akcigerlere CO2 ve HCOg3™ taginmasinda rol oynayan
CA, bir¢ok dokuda H* ve HCO3 birikiminde, pH ve CO> agisindan viicut dengesini saglamada
etkindir. Ayrica CA cesitli doku veya organlardaki elektrolit salgisindan, glukoneogenez,
lipogenez ve iire dongiisii gibi 6nemli biyokimyasal reaksiyonlarda ve kemik erimesi,

kiregleme, tiimorlesme birgok siiregte de rol oynamaktadir (Supuran and Scozzafava 2003).



Karbonik anhidraz enzimi i¢in a-, B-, y-, 06-, 8-, &-, (- ve t olmak iizere sekiz ayr1 CA
kategorize edilmistir. Bu izo enzimlerden a-grubu enzimler ilk bulunan ve iizerinde en fazla
calisilan monomerik yapidaki enzimlerdir. a-CA'lar ¢esitli dkaryot ve prokaryot soylarinda
yaygindir (Pedrood et al. 2021). B-CA izoenzimi bakterilerde, alglerde, tek ve ¢ift ¢enekli
bitkilerin kloroplastlarinda, y-CA izoenzimi archealar da ve yine bakterilerde, 6-CA deniz

diatomlarmin bazilarinda bulunmaktadirlar (Supuran 2008; Atmaca et al. 2021).

Karbonik anhidraz enzim grubunun en bilineni o ailesidir. a-CA dokularda, hiicre i¢inde
dagilimlar1 ve kinetik 6zellikleri farkli olan on alt1 farkli (CA I-XVI) izoenzimi belirlenmistir.
Bu CA izoenzimlerinden I, 11, 111, VII ve XIII sitoplazmada, IV, IX, XII ve XIV membrana
bagl olarak, VA ve VB mitokondride ve VI tiikiiriik bezlerinde salgilanmaktadir. CA XV ise
insanlarda ve diger primatlarda ve omurgalilarda bulunur (Hilvo et al. 2005; Bilgigli et al. 2020;
Yamali et al. 2020).

CA, genellikle bitkilerin kloroplastlarinda, az miktarlarda da sitozolllerin de bulunur ve
fotosentezin gerceklesmesinde onemli gorevleri vardir. Fotosentez gergeklesirken elektron
transportuna eklenir ve elektron transfer sistemine elektron vericisi olarak HCO3™ iyonlarini
saglar. Bitki CA enzimlerinin islevleri lokalizasyonu ile yakindan alakalidir. CA
kloroplastlarda ¢oziinmiis olarak stroma sivist igerisinde, bagli olarak ta tilakoit

membranlarinda ve stroma tilakoitlerinde bulunmaktadir.

CA I ve II canli organizmalarda en yaygin sekilde bulunan, caligmalarin odak
noktasinda olan ve {izerine en c¢ok calisilan izoenzimlerdir. Bu izoenzimler diger
izoformlarindan farkli olarak disiilfit baglar1 ya da fosfat gruplar1 bulundurmazlar. CA I ve CA
IT izoenzimleri insan, balik ve fare eritrositlerinden, fare tiikiirigiinden, sigir kemigi ve
l6kositlerinden, tiikiiriik bezlerinden, kaslardan, beyinden, sinir miyelin kilifindan, pankreas,
prostat ve endometriel dokulardan, bakterilerde ve bazi bitki iiriinlerinden saflastirilabilirler.
CA 11, diger izoenzimlerine nispeten daha kolay saflastirilabilir (Akincioglu et al. 2013). hCA
I izoenzimi insan eritrosit hiicrelerinden hCA I’e oranla daha az miktarda saflastirilmasin
karsin miktar1 ortalama olarak 1 g hemoglobinden 2 mg olarak hesaplanmistir. 25 °C’de hCA |
izoenzimin turnover sayisi da 2,5x10° s 1, hCA Il izoenzimin 108 s* olarak bulunmustur (Sly
and Hu 1995; Ren and Lindskog 1992; Supuran and Scozzafava 2001). hCA Il ve IV
izoenzimlerin ise bol bulundugu yerler goéz lensi, kornea ve silyer epitelyumdur. CA
izoenzimlerinin insanda bulunan formlar1 incelenmis sonug olarak izoenzimlerin varlifi ve en
onemli fonksiyonlari, doku kilcal damarlarindan metabolizma sonucu olusan CO2’1i, HCO3a,

akcigerlerde ise HCO31n CO2’e yikimi reaksiyonunu katalize ederek solunum sisteminde yer



aldig1 belirlenmistir (Goger and Giil¢in 2013). Tablo 1’de CA izoenzimlerinin katalize ettigi

bazi tepkimeler verilmistir (Supuran and Scozzafava 2001).

Tablo 1. CA Izoenzimlerinin Katalize Ettigi Reaksiyonlar (Supuran and Scozzafava 2001).

1. 0=C=0+ H,0 =2 HCO; + H*

0= C=NH + H,0 2 H,NCOOH

NH = C = NH+ H,0 2 H,NCONH,

RCHO + H,0 2 RCH(OH),

RCOOAr + H,0 2 RSO,H + ArOH

ArF + H,0 2 HF + ArOH™

RSO,Ar + H,0 2 RSO;H + ArOH
PhCH,0COC! + H,0 = PhCH,OH + CO, + HCl
RSO,Cl + H,0 2 RSO;H + HCl
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X-ray kristalografi ¢alisma sonuglarina goére, ¢inko metal iyonunun aktif bolgedeki 15
A° derinligindeki bir su veya hidroksil- iyonu ve {i¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96 ve His
119) tarafindan organize edilen, bir oyugun tabaninda konumlandigi goriilmiistiir. Cinko bagh
su, hidrojen bagi etkilesimleri ile Glu 106’nin karboksilat grubuna koprii konumunda olan Thr
199’un hidroksil grubu ile tutunmaktadir. Bu etkilesimler neticesinde, niikleofilik karakteri
artan su (¢inko bagli) molekiilii, niikleofilik etkilesim i¢in uygun yerdeki CO2’e yaklagmaktadir
(Arslan et al. 1996; Akbaba et al. 2014). CA enziminin CO2’i hidratasyon reaksiyonunun
katalizleme mekanizmasi igin Onerilen sema Sekil 2’de verilmistir (Engstrand et al. 1995;
Akincioglu et al. 2013). Ilk asamada, Zn?* iyonuna hidroksilin kenetlenmesi ile enzimin aktif
hale gelir. Ikinci basamakta gii¢lii niikleofilik karakteri ile enzimin aktif formu, CO2’e saldirir
ve iiciincii basamakta Zn?*iyonuna baglanmis HCO3™ iyonunun olusumu gerceklesir. Dordiincii
basamakta HCO3™ iyonunun su molekiiliiniin yer degistirmesi ile ¢dzeltiye gegmesi sonucu Zn?*
tyonu ile su molekiilii birlesir ve bu durum enzimin asit formunun olusmasini saglar (Engstrand
et al. 1995; Akbaba et al. 2014; Akincioglu et al. 2013). Cozeltinin aktif kismindaki proton
etkilesimi veya ¢ozeltide bulunan tampon sistemin araciligi ile ilk bilesigin rejenere olmasi i¢in
aktif bolgeden gevreye bir proton verilir (Scozzafava and Supuran 2003; Cetinkaya et al. 2012).
Biyoanalitik, biyofiziksel ve biyoorganik amaclar i¢in kullanilabilen CA enzimi, 6zellikle ilag
dizayn1 ¢alismalar1 i¢in oldukg¢a uygun bir enzimdir. CA izoenzimleri protein-ligant
etkilesimlerinin incelendigi biyofiziksel ¢aligmalarda ve inhibisyon calismalarinda oldukca
onemlidir. Tek zincirli protein yapisinda olan CA enzimi, molekiiler agirlig1 acisinda ortalama

bir agirliktadir (Akincioglu et al. 2013).
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Sekil 2. Karbonik anhidraz enziminin inhibisyon mekanizmasi

Sekil 2°deki CA enziminin inhibisyon mekanizmasinda protonun aktif bolgeden
uzaklastirildig1 asama reaksiyonun hizini belirleyen kisim oldugu i¢in aktif bolgedeki proton
tastyici Ozelligi olan His aktivitede merkezi bir rol oynamaktadir (Sly and Hu 1995). Enzim
iizerindeki inhibisyon etkileri iki sekilde gerceklesebilir. ilki CA’nin aktif bdlgesinde yer alan
Zn?* metal iyonuna bagli olan su molekiilii ile yer degistirmek suretiyle gerceklesebilirken
ikinci bir yol olarak Zn?* metal iyonuna ek bir ligant bag ile baglanarak inhibisyon etkisi
gdsteren inhibitorler ile etkisini gosterebilirler. inhibitdrler etkilerini mononegatif anyonlar
(Halojeniirler, N3, NCO", SCN™ ve CN" gibi) ve siilfonamitler gibi bazi nétral organik
bilesiklerin enzime siki bir bicimde baglanmasi ile doniisiimlii inhibisyon ile ger¢eklestirebilir.
Bu inhibitor tiirleri daha ¢ok deneysel inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. Karbonik
anhidraz inhibitorleri goz i¢i basincini diisiirticii etkisi ile goz hastaliklar1 tedavisinde kullanilan
en kuvvetli ilaglar arasinda yer almaktadir. Karbonik anhidrazin sistemik bir inhibitorii olan
asetazolamid ilk kez Becker, Grant, Trotter, Breinin ve Giirtz tarafindan 1954 yilindan beri
glukom rahatsizliginin tedavisinde goz i¢i basincini azaltmak amaci ile kullanilmistir.

Asetazolamit giiniimiizde de karbonik anhidraz enziminin en ¢ok kullanilan inhibit6riidiir.

Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi viicutta eritrositlerde, merkezi ve periferal, kolinerjik ve
adrenerjik, sinir ve kas dokularinda ve plasental dokularda bulunan, nérotransmiter bir molekiil
olan asetilkolini hidrolize eden hidrolaz enzim ailesinin bir iiyesidir. Hidrolaz, kimyasal bir
bagin hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Asetilkolinesteraz enzimi elektron tasiyicilarin
Oniiniin siirekli olarak agik olmasi, sinir iletimde herhangi bir aksakligin meydana gelmemesi
i¢in sinir ucu Oniinde biriken kimyasallar1 pargalar ve oradan siipiirerek uzaklastirir (Goger et

al. 2013). Yapilan calismalar gostermistir ki ACh’nin sadece sinir impulslarinin taginmasi



gorevli olmadiklarini, ACh’nin ayrica biyoelektriksel akimin, sinir hiicreleri ve kas lifleri

boyunca olugmasinda da goérevli oldugu bildirilmistir (Wilson and Nachmansohn 1954).

Alzheimer hastaligy, ilerleyen yasla birlikte ortaya ¢ikan biligsel veya hafiza ile ilgili
olan, tam tedavisi, kesin mekanizmasi bilinmedigi i¢in halen bulunamamais olan bozukluklardan
biridir. Alzheimer hastaligi, ¢ogunlukla ACh’in etkili oldugu beyindeki nérotransmiterlerin
azalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (David et al. 2004). Asetilkolinesterazin (AChE),
Alzheimer hastaligi ve diger demanslarin tedavisi i¢in uygun bir terapotik hedef oldugu
bildirilmistir. Bu amagla, asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEl'ler) yaygin olarak
kullanilmaktadir (K6se et al. 2020).

AChE enzimini inhibe ederek ¢evresel ve merkezi sinir sistemi iizerine etki eden
AChE’nin en Onemli inhibitdrleri organofosfatli pestisitler olarak bilinmektedir. Bu
organofosfatlarin sebep oldugu zehirlenmelerinin tedavisinde asetilkolin esteraz yeni bir
yonelim ile biyotemizleyici olarak kullanilmaktadir. Bu biyotemizleyicilerin tasimasi gereken

yonleri soyle bildirilmistir (Tan et al. 2006).

e llag olarak kullanilabilmesi icin gerekli oranlarda elde edilebilmeli,
e lleri derece de doniisiim yetenegine sahip olmall,
e Dolasimdaki yar1 d6mrii uzun olmali,

e Immiinolojik olarak uygunluk gostermeli.

Ortalama yasam stiresi arttik¢a yani yas ilerledik¢e yasliliga ait problemler artmakta ve
toplumlar1 hem sosyal hem de ekonomik olarak olumsuz bir sekilde etkilemektedir. %60’ 11
Alzheimer hastalarinin olusturdugu, halk arasinda demans olarak bilinen hastalik 6zellikle yash
niifusta daha sik goriilen ¢agimizin 6nemli hastaliklar1 arasindadir (Adams et al. 1984,

Bachman et al. 1992).

Alzheimer hastaligi genetik yatkinliga bagl olarak ortaya ¢ikabilir. Ancak ¢ogunlukla
beyindeki kolinerjik kayiplar sonucu kolinerjik sinaps ve kavsaklardan salinan asetilkolin
miktarinin azalmasi neticesinde ortaya ¢ikar. (Quinn 1987; Francis et al. 1999). Bununla
birlikte son yillarda yapilmis olan bagka bir arastirmada biitirilkolinesteraz miktarinin da
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde hasta olmayanlarin beyinlerden daha fazla oldugu

belirlenmistir (Massoulie et al. 1993).

Giintimiizde Alzheimer hastaliginin iyilestirilmesinde kullanilan ilaglar arasinda AChE
inhibitdrleri (AChEI), basar1 oraninin iist seviyelerde oldugu tek ilag grubudur. Simdiye kadar,
farklt AChEI (donepezil, Takrin, galantamin ve rivastigmin vb.) Diinya saglik orgiitii tarafindan

onaylanmis ve Alzheimer hastaliginin igin bir 6n tedavi olarak kullanilmistir (Ma et al. 2020).



Normal ve yash bireyler iizerinde yapilmis olan arastirmalarda Alzheimer hastalarinin

beynindeki asetilkolin diizeyleri arasindaki farkin %50 civarinda oldugu bulunmustur (Forette

and Boller 2000).

Biitirilkolinesteraz Enzimi

BChE esas olarak beyin hiicrelerindeki endotelyal ve glial hiicrelerle iliskilidir ve
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi gibi norotransmiterler olan asetilkolini (ACh) ve butirilkolini
(BCh) sirasiyla kolin ve asetat/butirata hidrolize eden kolinerjik bir enzimdir (Durmaz et al.
2022). insan viicudunda tahmin edilen toplam AChE ve BChE igerigi sirasi ile 4,34 mg- 58
mg’dir. Sonugta tahminlere gore yetiskin bir insanda AChE enziminden 10 kat daha fazla BChE
bulunur (Tablo 2) (Lockridge 2015). AChE’nin yiiksek seviyelerde kas, eritrosit ve beyinde
bulunmasina ragmen, biitirilkolinesteraz (BChE) karaciger tarafindan {retilerek seruma
salgilanan ve bobrek, barsak, karaciger, akciger ve kalpte bol miktarlarda bulunan bir enzimdir
(Arasetal. 2019). Saglikli yetiskin insanlarda, 5 yillik bir siire boyunca plazmadaki BChE takip
edilmis ve plazmada tutarli bir BChE aktivitesi goriildiigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
plazma BChE aktivitesi, hamilelik, karaciger hastaligi, yetersiz beslenme, karsinom ve diger
rahatsizliklart olan kisilerde ayrica BChE geninin genetik olarak kalitsal yanlis anlamli
mutasyonlarina sahip kisilerde azaldig1 gézlenmistir. Obez deneklerin plazmasinda ve ayrica
BChE geninin Cynthiana ve C5+ varyantlarinda yiiksek BChE aktivitesi bulundugu tespit
edilmistir (Lockridge 2015).

Tablo 2. Yetiskin Insan Viicudunda BChE ve AChE Enzimlerinin Dagilim1 (Lockridge 2015).

Doku Doku agirhig: (g) BChE (mg) AChE (mg)
Plazma 3500 16 0.003
Karaciger 1400-1500 13 0.10
Deri 4000-5000 7 0.77
Bacak kasi 3500 6 2.3
Ince barsak 800-900 4 0.14
Akcigerler 400 3 0.06
Beyin zar1 1200 3 0.46
Karin 300 1.8 0.05
Dalak 150-200 1 0.05
Bobrek 130-160 1 0.02
Beyincik 150 0,8 0.25
Kalp 300 0,6 0.06
Medulla oblongata  20-25 0.085 0.08
Tiroid 20 0.0085 0.002
Toplam 58 4,34
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BChE'nin yapisi, yaklasik %65'lik homolojik amino asit dizileri nedeniyle AChE'ye
olduke¢a benzerdir. Katalitik bir ti¢lii, kolin baglama cebi ve agil baglama cebinden olusan aktif
bolgelerinin her ikisi de ~20 A derin bir gegidin dibine gémiiliidiir. BChE'deki katalitik iiglii,
lic korunmus kalintidan olusur. AChE ile molekiiler diizeydeki ana farklari, hidroliz sirasinda
substratlarin agil yarimini barindirmaktan sorumlu olan gegitteki alt birim alanlarindan biri olan
acil baglama cebidir. AChEnin acil baglama cebindeki Tyr124, Phe297 ve Tyr338 kalintilart
yerine BChE'de GIn119, Val288 ve Ala328 vardir ve bu farka BChE'ye neredeyse 300 A3
ekstra kullanilabilir hacim saglar (Sekil 3). Agil baglama cebindeki bu fark nedeniyle, BChE,
butiriltiyokolin iyodiir, siiksinilkolin, kokain ve ghrelin gibi ¢esitli hacimli substratlar i¢in daha

erisilebilirlik saglar (Xing et al. 2021)

(A)
®) (©) >
>— R~
hpzﬂﬁ\\ Tyr72
Phe297 (;'f' y A
7= - >
'\7' W ’;; &* Asp7. “? ]- r
Ph J‘)S“ =i \,//
i i Ty338 P

Sekil 3. AChE ve BChE aktif bolgeleri;((A) BChE (pembe, PDB ID: 1P0I) ve AChE (beyaz,
PDB ID: 4EY?7) aktif bolge ge¢idini kaplayan amino asitler a¢il baglama cebini icerir (BChE
icin Q119, V288, A328; Y124, F297, hAChE i¢in Y338 (B) huAChE'nin aktif bolgesinin yiizey
goriiniimii (C) huBChE'nin aktif bolgesinin yiizey gériiniimii (Xing et al. 2021) )

Cesitli hayvan tiirlerinde, BChE'nin 6n tedavisinin, sinir ajanlarinin toksisitesine karsi
koruyucu bir etkinlik uyguladigi, askeri ve tarimda kimyasal silahlara ve organofosforlu
(OP'ler) pestisitlere karst BChE islevleri sagladigi dogrulanmistir (Ashani and Pistinner 2004).
BChE ayrica kokaini hidrolize etme yetenegine sahiptir ve geligsmis kokain hidrolaz aktivitesine
sahip varyantlari, insanlarin kokain bagimliliginin tedavisinde mevcut terapotik sonuglar
sergilemistir. Biiyiik miktarlarda eksojen dogal BChE'nin kemirgenleri ve maymunlari 6liimeiil
bir dozda kokain toksisitesine kars1 korudugu bildirilmistir (Sun et al. 2002) Ayrica, BChE,

norodejeneratif hastaliklarda mekanik caligmalar i¢in bir ara¢ oldugu kadar farmakolojik bir

hedef olarak ¢ok yénliiliigii nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir. ilerlemis Alzheimer hastalig: olan
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hastalarin beyinlerinde BChE aktivitesi artarken AChE aktiviteleri onemli 6l¢iide azalir. Bu
nedenle, BChE, ilerleyen Alzheimer hastalarinda ACh diizeyini artirmayi, dolayisiyla biligsel
islevleri iyilestirmeyi amaglayan bir hedef olarak goriilebilir (Li et al. 2017) Ayrica, BChE ve
B-amiloid (A) plaklarinin birlikte yerlesimi de BChE ve A ayrigsmasi arasindaki olasi iliskiyi
gostermistir (Gomez and Moran 1997). BChE'nin yag metabolizmasini diizenlemedeki ve
ghrelini hidrolize ederek duygusal davraniglari etkilemedeki rolii de son yillarda incelenmistir.
BChE nakavt (KO) fareleri, yiiksek yagli diyet altinda obez durumlara ulagsmaya egilimlidir,
ancak BChE'nin periferik ekspresyonu, obez fareleri normal viicut kiitlesine ¢evirebilir (Chen

et al. 2016).

Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
Serbest radikaller

Serbest radikal, genellikle molekiil agirliklart kiigiik olan, tek veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, oldukca reaktif olan, bagimsiz olarak var olabilen kimyasal
tirlerdir. Serbest radikaller oldukca kararsiz atomlar, molekiiller veya iyonlardir. Serbest
radikaller viicutta endojen olarak protein, yag ve karbohidratlarin oksidasyonu sonucu, enerji
kaynagi ATP’nin iretilme islemi sirasinda ve oksidatif stres sonucu olusabilirler. Ayni
zamanda ekzojen olarak da sigara kullanimi, bazi kirleticiler, organik ¢ozeltiler ve pestisisitler

gibi unsurlar ile disaridan alinabilen bilesiklerdir (Giilgin 2012).

Serbest radikaller oksijen, azot ve kiikiirt elementlerinden olusurlar. Oksijen merkezli
serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinirler. ROS’lar yakin hiicrelerdeki
molekiillere hizla saldiran ve neden olduklar1 hasarin kagmilmaz oldugu stiperoksit (O2-),
hidroksil (HO-), peroksil (ROO-), alkoksil (RO-) ve nitrik oksit (NO-) gibi radikal tiirleri
icerirler. Ayrica tekli oksijen (102), hidrojen peroksit (H202) ve hipokloroz asit (HOCI) gibi
radikal olmayan ROS vardir (Giil¢in 2020). Cizelge 2’de reaktif oksijen tiirleri, radikal olmayan

oksijen tiirleri ve nitrojen tiirleri verilmistir (Giilgin 2012, 2020).
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Tablo 3. Reaktif Oksijen Tiirleri, Reaktif Nitrojen Tiirleri ve Serbest Olmayan Radikal Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri

Serbest olmayan radikal tiirleri

Superoksit radikal 02 Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikal HO- Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil radikal HOO- Ozon O3
Lipit radikal L- Lipit hidroperoksit LOOH
Lipit peroksil radikal LOO- Hipoklorit asit HOCI
Peroksil radikal ROO- Peroksinitrit ONOO
Lipit alkoksil radikal LO- Dinitrojen trioksit N203
Azot dioksit NO.- Nitros asit HNO:>
Nitrik oksit NO- Nitril Klorit NOCI
Nitrosil katyonu NO* Nitrosil anyonu NO -
Tiyil radikal RS- Peroksinitrit asit ONOOH
Protein radikal P: P. Nitroz oksit N20

Normal hiicre fonksiyonu igin fizyolojik konsantrasyonlarda ROS gerekli olabilir ve
canli organizmada birincil bagisiklik savunma sisteminin ihtiyaci olarak {iretilirler. Fagositik
hiicrelerden nétrofiller, monositler veya makrofajlar, 6ldiirme mekanizmalarinin bir pargasi
olarak biiylik miktarlarda Oz~ veya NO- radikallerini sentezleyerek yabanci organizmalara
kars1 savunma yaparlar. Ancak asirt ROS iiretimi niikleik asitler, lipitler, proteinler, ¢oklu
doymamig yag asitleri ve karbonhidratlar gibi 6énemli biyomolekiil yapilara zarar verebilir,
kademeli oksidatif hasara, nihayetinde hiicre fonksiyonunun bozulmasina ve sonug olarak DNA

ve RNA’ya zarar vererek hiicre 6liimiine neden olabilir (Ak and Giil¢in 2008; Giilgin 2012).

Oksidatif stres

Normal, saglikli hiicrelerde uygun bir prooksidan-antioksidan dengesi vardir. Ancak,
oksijen tiirlerinin iiretiminin biiylik 6l¢iide artmasi veya antioksidan seviyelerinde meydana
gelen azalma bu dengeyi prooksidanlara (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) dogru
kaydirir. Meydana gelen bu durum oksidatif stres olarak tanimlanir (Giilgin 2012). Diger bir
tanima gore oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve {iretimi neticesinde biyolojik
bir sistemin reaktif ara triinleri etkili bir sekilde detoksifiye edebilme veya olusan hasari
onarma yetenegi arasindaki bozuklugu temsil eder (Kalmn et al. 2015; Oztaskin et al. 2019).
Oksidatif stresin temel nedeni olarak iki ana mekanizma gosterilebilir. ilk mekanizma
antioksidanlarin konsantrasyonunun, dogal antioksidan igerikli besinlerin aliminin azalmasi

veya mutasyona ugramis olan antioksidan enzimler ve toksinler nedeniyle azalmasi. Ikicisi ise
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aktif fagositlerden tiiretilen oksijen, nitrojen veya karbon temelli reaktif tiirlerin sayisinin,

kronik inflamasyon durumunda artmasi1 durumlaridir (Giilgin 2012).

Aerobik organizmalarin tamaminda, hasar gérmiis olan molekiilleri onarmak veya
uzaklastirmak ic¢in antioksidan Ozellikte enzimler ve bilesenler iceren antioksidan savunma
sistemlerine sahiptir. Anioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi durumunda hiicresel
hasalar ve hiicre 6liimii meydana gelebilir. Kimyasal antioksidanlarda oldugu gibi, hiicrelerde
etkilesimli bir antioksidan enzim agi tarafindan oksidatif strese kars1 korunur (Davies 2000).
Ayrica enzimler, baz1 gida uygulamalar1 da yeni dogal antioksidan tiirleri olarak metabolize
olmus oksijeni ve ROS'u uzaklastirmak, lipit hidroperoksit olusumunu azaltmak i¢in basarili

bir sekilde kullanilmaktadirlar

Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin oksidatif olusum siireclerini ve bunlarin ortaya
¢ikardigr zararh etkileri azaltmak i¢in hem gida sistemlerinde hem de insan viicudunda hayati
rol oynayan maddelerdir (Goger et al. 2013). Gida sistemlerinde de antioksidan yapilar, tiretim
ve saklama asamalarinda gida ve farmasotik tretim iriinlerinin bozulmasinin en temel
sebeplerinden olan lipit peroksidasyon olusumunun engelleyerek serbest radikalleri
temizleyebilir ve bunun sonucu olarak depolama sirasinda gida iirliniiniin lezzet, renk ve
dokusunun korunmasina yardimei olabilirler (Bursal et al. 2013). Antioksidanlar, sonug olarak
gida iirlinlerinin raf dmriinii, lezzet, renk, doku gibi duyussal veya besleyici nitelikleri iizerinde
herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadan uzatma gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay:

vazgecilmez bir gida katki maddesi grubu haline gelmistir (Giilgin 2020).

Insan viicudu icin ise antioksidanlar viicudu serbest radikaller ile ROS zararlarindan
koruyabilen, lipit peroksidasyonu ile ¢ogu kronik hastaligin olusum ve ilerleme siirecini
geciktiren sonug olarak oksidatif hasara kars1 dogal direncini artirabilen molekiillerdir. Bu
nedenle son zamanlarda, giivenilir, dogal ve alternatif gida antioksidan kaynaklarinin
belirlenmesine ve 6zellikle bitkisel dogal antioksidanlarin ilgi artmistir (Shahidi et al. 2000;
Giilgin 2006a). a-Tokoferol, askorbik asit, karotenoidler, aminoasitler, peptitler, proteinler,
flavonoidler ve diger fenolik bilesikler gibi gidalarda bulunan antioksidanlar viicudun oksidatif
hasarlarina kars1 dogal direncini artirabilirler. Yagli tohum 6zlerinden, baharatlardan ve diger
bitki materyallerinden elde edilen dogal antioksidanlar sentetik antioksidanlara gore daha ¢ok
ilgi ¢ekicidirler (Giilgin 2010).

Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olmak {izere iki ana

baslik altinda siniflandirilabilir. Dogal antioksidanlarin, yapilan arastirmalarda antibakteriyel,
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antiviral, antiinflamatuvar, antialerjik, antitrombotik ve vazodilator aktiviteler olmak iizere pek
cok biyolojik etkiler sergiledigi gozlemlenmistir (Gililgin 2010). Dogal antioksidanlar
organizmalarda dogal bir sekilde bulunan, enzimatik ve nonenzimatik karakterde olmalarina

bagli olarak iki sekilde siiflandirilan savunma sistemlerindendir (Akagiin 2009).

Sentetik antioksidanlar

Sentetik  antioksidanlar, dogal antioksidanlarin  antioksidan  aktivitelerinin
karsilastirmali olarak Ol¢imiinde standartlar olarak ve gidalara katki maddesi olarak
gelistirilmistir. Gidalarin g¢esitli islem ve kosullara dayanabilmeleri ve raf Omiirlerini uzatmalari
amactyla gidalara eklenirler. Hemen hemen tiim islenmis gida iiriinlerinde sentetik
antioksidanlart kullanimin giivenli oldugu bildirilmis olsa da bazi1 ¢aligmalar bunun aksini
gostermektedir. Bu sentetik antioksidanlar bilingli olarak gida endiistrisinde yillardir kat1 ve
stvi yaglar ile lipit igerikli besin maddelerinin islenmesi ve depolanmasi asamasinda lipit
oksidasyonunun gerceklesmesini 6nlemek veya geciktirmek i¢in katki maddesi olarak ilave
edilmektedir. Antioksidanlar i¢in gida ve i¢ecek pazarinin 500 milyar dolar civarinda bir sektor
oldugu ve yilda %5-7 biiytlidiigii ve 2017 yili boyunca bu oranda biiyiimesinin beklendigi
bildirilmistir (Shahidi and Ambigaipalan 2015). Yaygin olarak kullanilan Sekil 4’de yapilar
goriilen primer ya da fenolik sentetik antioksidanlar butillenmishidroksianisol (BHA),
butillenmighidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve oktil galat
(OG) gibi galatlardir (Giilgin 2012).

OH OH OH o
C(CHy3) C(CHy) C(CH3) C(CHg) HOD)‘\ AN
o}
HO
OCHg CHs OH o
BHA BHT TBHQ PG

Sekil 4. Yaygin sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilar1 (Giilgin 2012)

BHA, yag asitlerinin kisa zincirli olanlarinin oksidasyonunu kontrol etmede etkili iken
BHT, BHA kadar etkili degildir ¢iinkii molekiile BHA'dan daha biiyiik sterik engel gosteren iki
tertbutil grubu baglhidir (Nanditha and Prabhasankar 2009). TBHQ, doymamus bitkisel yaglar,
yenilebilir hayvansal yaglar ve et {iriinleri i¢cin oldukca etkili bir koruyucudur. Fakat yapilan
bir¢ok arastirma sonuclarina gore endiistri alaninda besinlerin islenmesi sirasinda kullanilan
BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik antioksidanlarin organizmalarda teratojenik ve
karsinojenik etkiler sergilediklerine dikkat ¢ekilmis ve toksik olmalarindan dolay1 tartismanin

odak noktasindadirlar. Bundan dolay1 bitki orjinli dogal antioksidan calismalar1 son yillarda
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artmis durumdadir (Giilgin 2011). Sentetik ve dogal antioksidanlarin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 Tablo 4’te 6zetlenmektedir (Ames 1993).

Tablo 4. Sentetik ve Dogal Antioksidanlarin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Sentetik antioksidanlar Dogal antioksidanlar

Yaygin olarak kullanilir Bazilarinin kullanim1 siirlidir.

Ucuzdur Pahalidir

Giivenli degildirler. Zararsiz ve glivenlidirler

Orta ile yiiksek aras1 antioksidan aktivitesine Genis bir aralikta antioksidan

sahiptirler. sahiptirler.

Bazilarinin kullanimi yasaklanmistir. Kullanimlar1 ve uygulamalar1 artmistir
Cozinitrlikleri disiiktiir. Genis bir aralikta ¢oziiniirler.

Bu antioksidanlara ilgi giderek azalmaktadir. Bu antioksidanlara ilgi giderek artmaktadir.
Bazilar1 yag dokusunda depolanir Tamamen metabolize olurlar.

Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, sentetik antioksidanlara kiyasla daha giivenilir olmas1 ve yan
etkilerinin daha az olmasi gibi nedenlerle son zamanlarda daha fazla tercih edilir duruma
gelmislerdir (Shahidi and Ambigaipalan 2015). Dogal antioksidanlar disaridan diyetle
besinlerle alinan antioksidanlar ya da organizma tarafindan sentezlenen antioksidanlar olarak
siniflandirilmaktadir. Organizmalarda sentezlenen antioksidanlarin sentezinin ¢esitli nedenlerle
ve yas ilerledik¢e azalmasi nedeniyle bu durumun tolere edilebilmesi i¢in bitkisel kaynakli
antioksidanlarin kullanilabilecegi uzmanlar tarafindan ifade edilmektedir. En 6nemli bitkisel
antioksidan kaynaklar1 olan meyve ve sebzeler hiicrelerin normal sekilde ¢ogalmalarinin
diizenlenmesinde ve oksidasyon sonucu meydana gelen hiicre hasarin1 onleyen bir gérev
iistlenirler (Brown 1999). Diyetle alinan en 6nemli dogal antioksidanlara 6rnek olarak askorbik
asit, tokoferoller, flavonoidler ve karotenoidler verilebilir. Bunlardan askorbik asit disindaki
antioksidanlar yapisal olarak farkli bir¢cok bilesik bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
karotenoid grubu verilebilir. Karotenoid grubunda sadece %50’si karakterize edilmis olan
600’den fazla farkli bilesik yapis1 mevcuttur. Diyet sirasinda tespit ve degerlendirilmesi
oldukg¢a zor olan diyette bulunan farkl bilesikler arasinda orkestra gibi diisiiniilebilen sinerjik

bir etki meydana gelebilir (Diplock et al. 1998; Giilgin 2012).

Dogal antioksidanlar neredeyse tiim bitkilerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve

hayvan dokularinda bulunur. Fenolik yapilar ise bitkilerden elde edilen maddeler arasinda
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yapisal ¢esitlilige ve kimyasal bilesimde farkliliklara sahiptir ikincil bitki metabolitlerdir. Cok
amacl biyoaktif bilesikler olarak islev gordiigii bilinen fenolik bilesiklerin ¢ogu insan diyetinin
ayrilmaz bir parcasidir ve ayni zamanda tibbi preparatlar olarak insanlar tarafindan tiiketilirler.
Fenolik bilesiklerin sagligi koruyucu etkilerinin 6nemli kism1 antioksidan, antikarsinojenik,
antimutajenik, antimikrobiyal, antienflamatuvar ve diger biyolojik ozelliklere atfedilmistir.
Bitki fenolik bilesiklerin en énemli gruplar1 arasinda fenolik asitler, flavonoidler, tanenler,
lignanlar ve terpenler bulunur (Pokorny 1988; Nazck and Shahidi 2006; Shahidi and
Ambigaipalan 2015)

Fenolik asitler, hemen hemen tiim bitki ve bitkisel {iriinlerde bulunan, insan diyetinin
onemli bir kismini1 olusturan fenolik bilesiklerdir. Diyetteki ortalama giinliik fenolik asit miktar1
diyet aligkanliklari ve tercihlerine gore degismekle birlikte 200 mg civarinda oldugu
bildirilmistir (Clifford and Scalbert 2000; Giilgin 2020). Fenolik asitler, bitkilerde serbest halde
ya da bagh sekilde bulunan ve diyet fenoliklerinin yaklasik %30'unu olusturur. Fenolik asitler
koroner kalp rahatsizliklari, fel¢ ve kanser gibi hastaliklarda etkili olan tiim bitkisel kaynaklarda
ortak olarak bulunan oksidatif flavonoidler, kronik hastaliklara kars1 ¢ok etkili antioksidan olan
polifenolik bilesiklerdir. Cesitli bitkilerin yumru, kok, yaprak ve tohumlarindan saflastirilmis 4
000’den fazlasi flavonoid yapisinda olmakla birlikte toplamda 8 000°e yakin polifenolik bilesik
belirlenmis olup sayilart her gecen giin artmaktadir (Harborne et al. 1999). Flavonoidler yapisal
olarak Tablo 5’de goriildiigi tizere A, B ve C olarak isaretlenen {i¢ halkali ve 15 karbonlu flavan

yapisindan olugmaktadir (Giilgin 2012).
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Tablo 5. Flavonoitlerin Kimyasal Yapisi (Giilgin 2012).

R

R, R, R; R, R
Falavones Apigenin H H H OH H
Chrysin H H H H H
Luteolin H H OH OH H
Flavonols Datiscetin OH H OH OH H
Quercetin OH H OH OH H
Myricetin OH H OH OH OH
Morin OH OH H OH H
Kaempferol OH H H OH H

Flavanones Hesperetin OH OCH; H
Naringenin| H OH H
Flavanonol Taxifolin OH H OH OH H
Aq 2 Oz
L’
5 4 | B
Ag o
Ry
Isoflavones As Ay Ry
Genistein OH OH OH
Genistin OH Oglc OH
Daidzein H OH OH
Daidzin H Oglc OH
Biochanin A OH OH OCH;
Formononetin H OH OCH;

Flavonoidler diyetimizin baslica antioksidan bilesenleri arasinda olan ¢ok etkin
antioksidanlardir. Giinliik alim miktar1 100 mg tizerindedir ve diisiik yogunluklarda lipoprotein
yapilarinin oksidasyonunu engelleyerek kalp veya kan damari(kardiyovaskiiler) hastaliklarina
kars1 koruma sagladiklar1 bildirilmistir. Flavonoidlerin énemli faydalarindan biride oksidatif
hasar olusumuna kars1 koruyucu 6zellikte olmasi ve baz1 enzimler ile spesifik olarak etkilesim
gostererek etkilesim gosterdigi enzimi aktivitesini arttirmasidir (Rice Evans and Van Acker

1996; Middleton and Kandaswami 1992; Williams et al. 2004).

Flavonoidler, olusumlarindaki aromatik halka yapilarinda olan hidroksil gruplar ile
hidrojen indirgeme reaksiyonlarina girmesi ve sonugta serbest radikalleri elimine edebilme
ozelliklerinden dolayi giiclii antioksidan bilesiklerdir. Ayrica metal selatlama yetenegine sahip

yapisal gruplari ile OH-"ve Oz~ gibi ROS tiirlerinin olusumunu engelleyebilirler (Giilgin 2012).
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Sekil 5. Flavonoidlere ait metal selatlama mekanizmasi (Giilcin 2012)

Krisin, Luteolin, datisetin, kuersetin, mirisetin, morin ve kaemferol sik rastlanan
flavonoidlerdendir ve bitkilerdeki flavonoidlerin ¢ogu glikozitler olarak ortaya ¢ikar
Flavonoidler lipit peroksidasyonunu engelleme yetenegi hem dogal lipit tiriinleri hem de model
lipitler olduklari bilinmektedir (Giilgin 2012).

Antioksidanlarin etkisi

Son yillarda antioksidanlarin viicuttaki dnemi organizmalarin veya dokularin veya
cansiz sistemlerin korunmasi oksidatif strese karsi belirgin hale gelmistir. Bu degerlendirme
cesitli fizyoloji, farmakoloji, beslenme ve gida isleme alanlarinda yapilan calismalarla
desteklenmektedir. Gida agisindan bakildiginda, antioksidanlar, gidalarda oksidasyon sonucu
meydana gelebilen acilagsma veya diger lezzet bozulmalarinin gelisimini geciktirebilir veya
Onleyebilir herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Antioksidanlar indiiksiyon siiresini

uzatarak kotii tatlarin gelisimini geciktirir (Taslimi et al. 2018).

Serbest radikaller iizerindeki etki bigimlerine gore antioksidanlar birincil antioksidanlar
ve ikincil antioksidanlar olmak tizere iki kisimda incelenebilir. Birincil antioksidanlar, olusmus
olan radikallerle reaksiyona girerek bu radikallerin daha zararli olmalarin1 6nleyen ayrica
yenilerinin de olusumunu engelleyen o-Tokoferol gibi fenolik bilesiklerdir. Ikincil
antioksidanlar ise; serbest oksijen radikallerini sonliimleme ve metal selatlama da dahil olmak
izere radikal olmayan oksijen tiirlerini hidroperoksit yapilarina dontistiirme 6zelliklerine sahip
bir mekanizmayla radikali giderir. Antioksidan maddelerin antioksidan yetenekleri sadece
onlarin yapisal oOzellikleri ve girdigi reaksiyonlar ile sinirli degildir. Bunun yaninda
konsantrasyon, fiziksel sartlar (sicaklik, 1s1k seviyesi, sistemin yiizey Ozellikleri), oksidan
olarak hareket eden ¢ok sayida mikro parcalar ve ayn1 yonde etki gosteren yapilar(sinerjistler)
gibi birgok faktorde antioksidan kapasiteleri iizerine etki etmektedirler (Giilgin 2012). Yani bazi
antioksidanlar uygun sartlar altinda iyi bir antioksidan aktivite gosterebilirken, sicaklik
degisimi ve UV 1sinlarinin bulundugu ortamlarda ve zincir reaksiyonlar1 esnasinda antioksidan
etki yerine oksidan etki gosterebilir yani serbest radikal olusumunu tetikleyebilirler. Sekil 6’de

BHT nin lipit peroksidasyonunu 6nleme mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 6. BHT nin lipit peroksi radikalini giderme mekanizmasi (Gtilgin 2012)

Insan viicudunda meydana gelen metabolik reaksiyon ve aktiviteler sonucunda serbest
radikaller (0%, H20?, O? ve azot radikalleri gibi ROS ve RNS) olusmaktadir. Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki bu radikaller glinlimiizde kanser basta olmak tizere, Alzheimer, Parkinson gibi
cesitli kronik hastaliklarin sebebidir (Davies 2000; Finkel and Holbrook 2000; Giilgin 2012).
Olusan bu serbest radikallerin olusumunu engellemek ya da etkisiz hale getirebilmek i¢in
antioksidan sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun i¢in insan viicudunda oksidan-antioksidan
dengesini saglayan bir sistem vardir. Ancak bu denge sisteminde meydana gelebilecek bir
bozulma sonucu oksidatif stres olusumuyla sikintilar olugsmaya basladigi i¢in disaridan

antioksidan takviyesi son zamanlarda daha da 6nem kazanmistir.

Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidan yapida olan biitiin maddelerin etki mekanizmas1 farkli sekillerde olabilir
(Giilgin 2012). Antioksidanlar serbest oksijen radikalleri iizerine etki ederek veya onlari tutarak
daha zayif yeni molekiillere ¢evirerek toplayici bir etki mekanizmasi ile etkisini gosterebilir.
Ayrica antioksidanlar serbest radikallerin olusturduklar1 zararin giderilmesi durumu ile de
onaricl bir etki gosterebilirler. Antioksidanlar bastiric1 bir etki ile etkilerini gosterebilirler.
Batirici etkilerini serbest oksijen radikalleri ile etkilesim gostererek vermis oldugu hidrojen ile
aktivitelerini azaltarak ya da in aktif hale getirerek gosterebilirler. Vitaminler, flavanoitler bu
tarz bastirici bir etkiye sahiptirler. Antioksidanlar, mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin de
oldugu gibi serbest oksijen radikallerini baglayarak ya da baglarini kirarak fonksiyonlarimi

zincir kiric1 bir etki ile gosterebilirler.

Antioksidanlar viicutta savunma faktorii olarak etkisini gdsterebilir ve ayn1 zamanda
hiicresel redoks durumunu ayarlar ve redoks sinyal transdiiksiyonunu etkinlestirir. Gliniimiizde,
yukarida da belirtildigi tizere farkli sentetik antioksidanlar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Sentetik antioksidanlarin kullanimi, toksik ve kanserojen etkileri tizerindeki siipheler nedeniyle
yasalar tarafindan kisitlanmistir. Bu nedenle karotenoidler, flavanoitler, a-Tokoferol, A, C ve

E vitaminleri gibi dogal antioksidan kaynaklarina yonelim insan sagligina yararlar1 ve gida
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koruma agisindan onemleri nedeniyle giderek artmis ve antioksidanlarin dogal kaynaklarinin

kesfine yonelik ¢cabalara hiz verilmistir (Giilgin 2006a, 2007, 2010).

Yaygin Kullanilan Antioksidan Metotlar

Gida bilesiklerinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi yani antioksidan aktivitenin
ilkesi, serbest radikali noétralize edecek bir elektronun varligina dayanmaktadir. Ayrica
antioksidan aktivite fenol halkasindaki hidroksilasyon diizeni dogas1 ve sayist ile iligkilidir.
Hidrojen verici olarak davranmasi ve oksidasyonu inhibe etmesi, aromatik halkadaki OH
gruplarinin sayisinin artmasiyla alakalidir ve hidroksil gruplarinin sayisi artikga bu durum

artmaktadir.

Son yillarda antioksidan maddelere artan ilginin sonucu olarak bilim adamlar1 bu alanda
daha cok arastirma ve c¢alisma yapmaya yonlenmistir. Yapilan calismalarda yaygin olarak
kullanilan antioksidan metotlar Fe**-Fe?* indirgeme kapasitesi, CUPRAC metodu ile kuprik
iyonlar1 (Cu®") indirgeme kapasitesi, FRAP metoduna gore indirgeme kapasitesi, ABTS-*
giderme, DPPH" giderme, DMPD-" giderme aktiviteleri, ferrozin ve bipiridil reaktifleri ile
ferrdz iyonlar1 (Fe?") selatlama aktiviteleri ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan

aktivite tayini metotlaridir.

Fenolik Yapilar ve Flavonoitler

Meyve ve sebze tiiketen bireylerde, kroner rahatsizlarin en ciddi olani koroner
ateroskleroz da dahil bu bireylerde goriilme oraninin olduk¢a az oldugu bildirilmis ve meyve
sebze tiiketimi ile iligkilendirilmistir (Rimm et al. 1996a, b). Epidemiolojik ¢aligmalar da ayni
sekilde kroner kalp ve kanser hastaliklar1 gibi ilerleyen yaslarda daha sik goriilen hastaliklarin,
meyve ve sebze tiikketimi ile mortalitelerinin diisiisiinde etkili oldugunu gdstermistir (Ganesan
etal. 2011; Eberhardt et al. 2000). Dogal meyve ve sebze kaynaklarinin saglik agisindan faydal
olan en temel biyoaktif bilesikleri fenolikler yapilar ve flavonoitlerdir (Bocco et al.1998).
Fenolik acidan zengin bitkilerin antioksidan ozellikleri, diisiik seviyelerdeki lipoprotein
kolesteroliin okside olmasinda etkili inhibitorlerdir (Eberhardt et al. 2000). Sonugta, meyve ve
sebze tiiketimi, koroner ateroskleroz goriilme oranimi diistirmektedir (Rimm et al. 1996a).
Fenolik bilesiklerde icermis olduklar1 aromatik halkalar sayesinde biyolojik olarak aktiftirler
ve dogada dogal olarak bulunduklar1 bitkisel gidalar1 lezzet, renk ve dokusal 6zelliklerin
cogunu saglayan kisimlarini olustururlar. 3-etilfenol ve 3,4-dimetilfenol gibi bir aromatik
(fenolik) halkaya sahip olan, meyve ve tohumlarda bulunan fenoller monofenoller olarak
adlandirilirlar. Monofenoller kafeikasit, ferulik asit iceren hidroksisinnamik asit, katekin igeren

flavonoitler ve glikozitleri, proantosiyanidinler, antosiyaninler ve flavonollerdir.
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Bitkilerin igermis olduklar1 dogal anitoksidanlar ¢ogunlukla fenolik yapilardir ve en
onemlileri gruplar1 flavonoitler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bitkilerin en yaygin
bilesenlerini olusturan tespit edilmis grup flavonoitlerdir. Flavanoitler bitkilerin kok, sap,
yaprak, meyve veya tohum gibi tiim kisimlarindan izole edilmislerdir. Yaklasik 4.000'den
fazlasini flavonoitlerin olusturdugu 8.000'den fazla polifenolik yap1 bildirilmistir ve her gegen
giin bunlara yenileri eklenmektedir. (Harborne et al. 1999; Beecher 1999). Flavonoitler,
aromatik yapidaki amino asitlerden (fenilalanin ve tirozin ile malonattan) ¢ikarak bitkilerde
sentez edilir. (Harborne 1986). Normal bir insan diyeti i¢in giinliilk fenolik madde alimi
ortalama 1 g’a kadar yiikselebilir, ancak normal diyetteki tanimlanmis flavonoitlerin miktari

ortalama olarak gilinliik 10-30 miligramdan fazla degildir (Pokorny et al.2000).

Luteolin

Luteolin, bitkilerin i¢cermis oldugu en yaygin flavonlardan olup baslica kerevizde,
yesilbiberde, maydanozda, perilla yapraginda ve papatya cayinda bol miktarlarda bulunur
(Shimoi et al. 1998) Antioksidanlarin insan viicudunda, serbest radikal temizleyici,
inflamasyon Onleyici ajan, karbonhidrat metabolizma promotérii ve bagisiklik sistemi
modiilatorii olarak islev gordiikleri diisiiniilmektedir. Luteolinin bu ozelliklerin yani sira,
kanserin gelismemesinde de 6nemli bir islevinin oldugu diisliniilmektedir. Sonug olarak ¢ogu
arastirma deneyi, Luteolinin, inflamasyon ve septik sok semptomlarmi onemli o6lgiide

giderebilen biyokimyasal bir ajan oldugunu gostermistir (Jang et al. 2008).

OH

HO 0
OH

OH 0]

Sekil 7. Luteolin’in agik kimyasal yapist

Yine bir diger makalede Luteolin referans olarak alinabilecek olan bir diger flavanoit
yapisinda olan Kuersetinden daha az pro-oksidan potansiyeli olan, ancak c¢alisma sonucuna
gore daha giiglii gilivenirlilik yetenegine sahip olan dogal bir antioksidan oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismada ayrica vitamin benzeri diger antioksidan yapilarla etkilesebilecegi
ve daha karigik biyolojik sistemlerde test edilmis ve sonug olarak Luteolinin miikkemmel radikal

stiptiriicii oldugu ve sitoprotektif yetenekleri oldugu tespit edilmistir (Seelinger et al. 2008)
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Luteolin C5, C7, C3 've C4' pozisyonlarda dort hidroksil grubu tasidigi igin, bir¢ok
Luteolin tiirevi mevcuttur ve olusturulabilir. Bu hidroksil gruplart yerine farkli fonksiyonel
gruplar ve / veya seker molekiilleri baglanabilir. Sonug olarak yapisal olarak benzer ancak farkl
molekiiller olusabilir. Luteolinin en bilinen tiirevleri C ve O glikozitleri ve metil tiirevleridir

(Narayana et al. 2001; Harborne et al. 1999)

Sinarozit (Luteolin-7-O-glikozit)

Sinarozit, antioksidan 6zelligi net bir sekilde tespit edilmis flavonoidlerden bir digeridir
(Rice Evans et al. 1996). Sinarozit, ¢ogu tibbi bitkinin dogal olarak yapisinda bulunan Luteolin-
7-O-p-D-glikozittir ve gergeklestirilmis laboratuvar ortami (in vitro) deneyleri, Sinarozitin
oksijensiz radikalleri temizledigini ve diisikk konsantrasyondaki lipoprotein oksidasyonunu

azaltmada etkili oldugunu géstermistir (Brown and Rice-Evans, 1998; Wu et al. 2005).

Yine izole sican kalplerinde yapilan bir arastirmaya gore Sinarozit’in antioksidatif
ozelliklerle iligkili olabilecek anti-iskemik etkiler gosterdigini tespit edilmistir (Rump et al.
1994). Bu caligmada da Quercetin (oksidatif stres ile baglantili olan kardiyak miyosit
apoptozisine iizerine giiclii bir koruma etkisine sahip, daha oOnce calisilmis flavonoit

yapilardan), pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Han et al. 2008).

OH

OH

OH O

Sekil 8. Sinarozit’in agik kimyasal yapisi

Karanfilgiller familyasindan G. tenuifolia ve onun ana bileseni Sinarozit’in (Luteolin-
7-O-glukozit) etanol oziitleri iizerine yapilan bir ¢alismada da DPPH, siiperoksit ve hidroksil
radikallerini giderici etkisi oldugu goriilmiistiir. Yine, bakir sebepli olusturulmus diisiik
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu, azalmis elektroforetik haraketlilik ile malondialdehit ve
konjiige dien olugmu ile G. tenuifolia ve Luteolin-7-O-glukozit bastirmistir. G. tenuifolia ve
Sinarozit insan kan hiicrelerinde (polimorfoniikleer nétrofillerinde ve periferal mononiikleer)
N-formil-metiyonil-16sil-fenilalanin sebepli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini inhibe
ettigi gozlenmistir. Sonug olarak bu ¢alisma sonucunda, G. tenuifolia ve Sinarozitin potansiyel

reaktif oksijen tiirli temizleyicileri oldugu ve insan kan hiicrelerinde(lokositler) LDL
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oksidasyonunu veya ROS iiretimini engelleyerek aterosklerozu oOnleyebilecekleri tespit

edilmistir (Ming-Jiuan et al. 2005)

Sinarozit {izerine yapilan diger bir arastirmada antioksidatif 6zellikler ¢ sahip bir
flavonoid tiirii oldugu bildirilmistir. Bu sonuca H9c2 kardiyomiyoblast hiicre hatlarinda
yapilan, Sinarozit’in H2O2 sebepli olusturulmus programli hiicre 6liimii (apatoz) lizerine
koruyucu etkisi arastirmalarinda varilmistir. H20> ile tedavi sonucun da Annexin V FITC / Pl
boyanmasi ve kaspaz proteaz aktivasyonu yoluyla hiicre niikleer morfolojisinin analizi ile
ortaya c¢ikan apoptozun eslik ettigi H9c2 hiicrelerinde ciddi yaralanmalara neden oldugu
gbzlenmistir. Arastirmada H9c2 hiicreleri, ilk asamada 4 saat boyunca Sinarozit ile muamele
edilmis sonrasinda 6 saat siire ile 150 uM H20: ile etkilestirilmistir. Sinarozit 6n islemi
sonucunda, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazin endojen anti-oksidatif
aktivitesini artirarak apoptotik hiz1 6nemli 6l¢iide azaltmis ve boylece hiicre i¢i reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) olusumu inhibe edilmistir (Xiao Sun et al. 2005)

Orientin (Luteolin-6-C-glikozit)

Passiflora mantarindan, daridan ve bambu yapraklar1 gibi bitkilerden ekstrakte
edilebilen Orientin bir flavonoit C-glikozittir (Tian et al. 2018). Orientin, kanser ve inflamasyon

onleyici antioksidan 6zellikte olan bir flavanoittir (Czemplik et al. 2016).

OH 0]

Sekil 9. Orientin’in agik kimyasal yapisi
Izoorientin (Luteolin-8-C-glikozit)

Phyllostachys ve Patrinia gibi gesitli bitkilerden ekstrakte edilebilen Izoorientin, insan
diyetinde de yer almaktadir. izoorientin, antioksidan, anti-nosiseptif ve antienflamatuar etkiler

gibi ¢esitli fizyolojik dzelliklere sahiptir (Yuan et al. 2013).
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Sekil 10. izoorientin’in agik kimyasal yapis
Molekiiler Simiilasyon Yerlestirme

Biyoinformatik kimyasi, teknolojik ve bilisimsel gelismelerin neticesinde biiyiik oranda
etkilenen bir alandir ve yeni ilag ve aktif maddelerin tasariminda yaygin olarak kullanimi
artmaktadir (Kaya et al.2016). Teorik olarak, biyoinformatik kimyada yeni ilaglarin ve aktif
maddelerin tasarimi i¢in farkli programlar vardir. Molekiiler simiilasyon yerlestirme programi

da bu amagla gelistirilen programlardandir (Taslimi et al. 2021).

Calismanin Amaci

Reaktif oksijen tiirleri eger ortamda yeterince antioksidan bulunmazsa lipitler
karbohidratlar, proteinler ve DNA basta olmak {izere 6nemli biyolojik molekiillerin yapilarini
bozarak kanser basta olmak iizere cesitli hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Dogal
antioksidanlarin kullanimi hastaliklarin olusma riskini profilaktik bir etki gostererek bu
diistirmektedir. Dogal ve gida kaynakli antioksidan 6zellikleri sahip olan bitkilerin tespit edilme
ihtiyacindan dolay1 son yillarda bunlara olan ilgi oldukga artmistir (Prieto et al. 1999; Giil¢in
et al. 2009a; Giilgin 2006b; 2007).

Bu c¢alisma kapsaminda en yaygin flavonlardan olan Luteolin ve Luteolin
glikozitleri’nin (Luteolin, Luteolin-7-O-glikozit, Luteolin 6-C-glikozit, Luteolin 8-C-glikozit)
1,1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikali giderme aktivitesi, 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali giderme aktivitesi, N,N’-dimethil-p-
fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme aktivitesi, FRAP reaktifi indirgeme
aktivitesi, Fe** indirgeme kapasitesi, Cu?* indirgeme kapasitesi metotlar1 ile antioksidan
kapasiteleri belirlenerek insan kanindan saflastirilan karbonik anhidraz izoenzimleri (hCA | ve
I) ile asetilkoliesteraz, butirilkolinesteraz, a-Glikozidaz gibi metabolik enzimler iizerine

inhibisyon etkileri deneysel ve teorik (molekiiler doking) olarak arastirildi. Calisma
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sonuglarmin tedavi amaglh kullanilacak ilaglarin dizayni1 ve farmokolojik uygulamalari i¢in

onemli bir katki saglayacagi diistinmektedir.
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KURAMSAL TEMELLER

Serbest radikaller normal metabolik siire¢ esnasinda canli organizmalar da siirekli
olarak olusabildigi gibi giines 1s1nlari, sigara, radyasyon, ¢evre kirliligi gibi ekzojen etmenler
de serbest radikallerin olusumuna birer sebeptir. Dis orbitallerinde ortaklasmamis elektron
bulunduran atom, atom gruplar1 veya molekiiller olan serbest radikaller kararsiz bir yapi
gosterdikleri i¢in Omiirleri cok kisadir ve etrafindaki molekiillerle bir an 6nce etkilesime girerek
kararli hale gelmek isterler. Bu nedenle karbohidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitler de
dahil olmak iizere bir¢ok belirleyici biyomolekiiler zarar verebilme potansiyeline sahiptirler.
Sonug olarak serbest radikaller oksidadif stres, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
obezite, immiin yetmezlik gibi birgok kronik bozukluklar i¢in 6nemli bir etken olarak kabul
edilmistir. Antioksidanlar ise serbest radikallerin toksik etkilerini yok etmek ya da azaltmak

icin her zaman ihtiya¢ duyulur kaynaklardir (Giilgin et al. 2012; 2020).

Antioksidanlar viicutta sentezlenebildigi gibi diyet ile alinabilen, hiicre yikimin
azaltarak hiicrelerin timor olusturma egilimlerini ortadan kaldiran boylece yasam kalitesini
artiran maddelerdir. Baharatlar, sifali bitkiler, caylar, yaglar, tohumlar, tahillar, hububatlar,
meyveler, sebzeler, enzimler, proteinler dogal antioksidan kaynaklar1 iken BHA, BHT, PG ve
TBHQ gidalarda en fazla kullanilan sentetik antioksidanlar olarak sayilabilmektedir.
Giliniimiizde sentetik antioksidanlarin yiiksek stabilite, yiiksek etkinlik ve daha ucuz olmalari
nedeniyle gida endiistrisinde yaygin kullanim alani olmasina ragmen giivenilirlikleri tizerinde
artan endiselerden dolayr bitkilerden dogal antioksidanlarin elde edilmesi biiyiik Gnem
kazanmistir. Dogal antioksidan kaynagi olan bitkilere ilginin fazlaca artmasi neticesinde,
aromatik bitki ve ugucu yaglarin icerisindeki bazi aktif maddelerin giiclii antioksidan etki

gosterdigi gergegi ortaya ¢ikmustir (Giilgin 2012).

Giiniimiize kadar farkli kaynaklardan saflagtirilan veya saf maddelerin antioksidan ve
radikal giderme aktiviteleri yogun bir sekilde arastirilmistir ve arastirilmaya da devam edilmektedir.
Bu galismalara 6rnek olarak; mantar gesitlerinden (Morchella vulgaris ve Morchella esculanta)
(Elmastas et al. 2006), sagak agacindan lignanlar (Chionannanthus virginicus) (Gtilgin et al.
2006), isgin (Rheum ribes) (Oktay et al. 2007), kurkumin (Ak and Giilgin 2008), karnabahar
(Brassica oleracea) (Koksal and Giilgin 2008), melatonin ve serotonin (Giilgin 2008), tiirk
meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) (Tohma and Giilgin 2010), kiraz sap1 (Cerasus avium)
(Bursal et al. 2013), karanfil yag: (Giilgin et al. 2012), su mercimegi (Lemna minor) (Giilgin et
al. 2010), resveratrol (Giilgin 2010), melisa (Melissa officinalis) (Koksal et al. 2011),
devedikeni (Onopordum illyricum L.) (Topal et al. 2016), zencefil (Zingiber officinale Rosc.)
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(Tohma et al. 2017), se¢ilmis flavonoidler ve fenolik bilesikler (Huyut et al. 2017), tiirk kekigi
(Thymus vulgaris) (Koksal et al. 2017), usnik asit (Cakmak and Giilgin 2019), targin
(Cinnamomum verum) kabugu (Giilgin et al. 2019), keten tohumu (Linum usitatissimum L.)
kabugu (Han et al. 2018), olivetol (Taslimi and Giil¢in 2018), pennyroyalin (Mentha pulegium)
(Giilgin et al. 2020), avakodo (Folium perseae) (Kose et al. 2020), adacay1 (Salvia pilifera)
(Giilgin et al. 2019), Stachys annua (Bursal et al. 2020), M(11)-Shiff baz ligant kompleksleri
(Buldurun et al. 2021), dag nanesi (Cyclotrichium leucotrichum) (Gtil¢in et al. 2022), lignanlar
(K6se and Giilgin 2021), bir endemik bitki olan (Ferula orientalis L.) (Kiziltas et al. 2021),
geven (Astragalus brachycalyx) (Kiziltas et al. 2021), tiiyli giindiiz sefas1 (Convulvulus
betonicifolia) (Bingdl et al. 2021), kinkor (Ferulago stellata) (Kiziltas et al. 2021), endemik

Tanacetum erzincanense (Yapici et al. 2021) galismalar1 veririlebilir.

CA izoenzimleri su ve karbondioksiti (CO2) kullanarak bikarbonat (HCO3") ve protona
(H") geri doniistimlii olarak hidrasyonunu saglayan, pH kontrolii, fotosentez ve solunum dahil
olmak tizere gesitli biyolojik ve fizyolojik siireglerde yer alan, enzimatik aktiviteleri i¢in gerekli
olan aktif alan boslugunda Zn?* iceren metaloenzimlerdir (Akincioglu et al. 2013; Aksu et al.
2013, Burmaoglu et al. 2021).

Ilk olarak sigir eritrositlerinden saflagtirilmis karbonik anhidraz, sonrasinda bitki, maya
ve bakterilerden de CA rapor edilmis ve kismi olarak karakterize edilmistir (Maren 1967;
Supuran and Scozzafava 2000; Krungkrai et al. 2001). Memelilerden saflastirilan CA’in
molekiil kiitlesinin 30 kDa oldugu, bitkilerden saflagtirilan CA’in molekiil kiitlesinin 160-260
kDa araliginda ve hegzamerik yapida oldugu tespit edilmistir (Feldstein and Silverman 1984).

Sepharose-4B-L-Tirozin-siilfanilamid afinite kolon kromatografisi teknigi kullanilarak
keci karaciger dokusundan %68 verimle 125 kat oraninda CA enzimi saflastirildig: literatiirde
mevcuttur (Caglayan and Giilgin 2018). Ayni teknik kullanilarak van g6li baliklar iizerinde
gerceklestirilen bagka bir calisma da ise baliklarin salungaclarindan %42 verimle 116 kat
oraninda CA I izoenzimi, %7 verimle 42 kat oraninda CA II izoenzimi saflastirilmistir (Kuzu
et al. 2018). Diger bir ¢aligmada ise insan eritrositlerinden afinite kromatografisiyle %60
verimle 273 kat oraninda CA 1 izoenzimi, %48 verimle 819 kat oraninda CA II izoenzimi

saflastirildigr belirtilmistir (Bingdl 2016).

Birer metaloenzim olan CA’lar prokaryotlar olsun Okaryotlar olsun her ikisinde de
bulunan, fizyolojik olarak bircok islemin diizenlenmesinde &nemli rolleri vardir. Ornegin
glokom hastalig1, optik sinir uglarinda belirgin bir degisiklige ve gérme alani kaybina sebep
olan, kronik ve ilerleyici, yiiksek goz ici basinci ile karakterize, dejeneratif bir g6z hastaligidir.

Optik sinirlerde ilerleyen hasar neticesinde korliikkle sonuglanabilir. Yapilan g¢alismalar
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sonucunda CA izoformlari, goz i¢i basmcimi disiirerek glokomu kontrol edebilen metalo
enzimler olarak belirlenmis ve insan goziinde CA I, Il ve IV izoformlarinin yaygin olarak
dagildigint CA I ve II'nin yalnizca kornea endotelinde eksprese edildigini ortaya koymustur.
CA’larnn ilag¢ dizayninda hedef olarak belirlendigi rahatsizliklar glokom epilepsi, uyku apnesi
ve vyiksek irtifa gibi hastaliklardir oldugu bildirilmistir (Mishra et al. 2020). CA
izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleri arasinda asetazolamit, brinzolamit, dorzolamit gibi bazi
stilfonamit tlirevi yapisindaki ilaglar sayilabilir. Ancak yan etkileri nedeniyle kullanilan bu
inhibitorleri iceren bu ilaglar yerine daha gii¢lii ve daha az yan etkiye sahip yeni CA
inhibitorlerinin arastirilmasi, sentezlenmesi ve biyolojik aktivite ¢alismalarima devam

edilmektedir (Akincioglu et al. 2013).

Alzheimer, hafiza bozuklugu, bilissel islev bozuklugu, davranis bozukluklari ve glinlik
yasam aktivitelerinde eksiklikler ile karakterize kronik bir nérolojik bozukluktur. AD tedavisi
icin kullanilan temel ilaglar kolinesteraz inhibitérleridir. Bu amagla semptomatik AD tedavisi
icin ilk olarak kullanilan lisansli  kolinesteraz inhibitorii ~ Takrindir.  Takrinin
hepatotoksisitesinden dolayr donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi kolinesteraz
inhibitorleri kullanilmaktadir (Marucci et al. 2021). Asetilkolinesteraz enzimi, beynin ve
otonom sinir sisteminin kolinerjik sinaps kisimlarindaki asetilkolinin, asetil ve koline
hidrolizini katalizler. Biitirilkolinesteraz ise, AChE’mn yedegi olarak sinaptik araligin disina
yayilan asetilkolini hidrolizleyerek is goriir ancak BChE’in beyindeki rolii tam olarak

aciklanamamis hala belirsizligini korumaktadir (Giilgin et al. 2017).

Kolinesteraz inhibitorleri ile ilgili olarak literatiirde bircok ¢alisma mevcuttur. Bu
calismalardan birinde sentezlenmis olan nitrojen bazli heterosiklik bilesiklerin uM
konsantrasyonda AChE enzimi iizerine inhibisyon gosterdigi bulunmustur (Giilgin et al. 2022).
Diger bir calismada AChE ve BChE enzimleri lizerine birer fitodstrojen ve polifenolik bilesik
olan kumestrol’in inhibisyon etkileri incelenmistir (Durmaz et al. 2022). 4-Dimetilamino
salisilaldehit temelli tiyosemikarbazon bilesiginin kolinesterazlar iizerindeki inhibisyon etkisi
Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in ilag gelistirmede umut verici sonuglar géstermistir (Hashmi et
al. 2021).

Cok faktorli kiiresel saglik problemlerinden biride diabet mellitustur ve endise verici
oranlarda da yayginlagsmaktadir. Bagirsaklarda nisasta hidrolizini kataliz eden a-Glikozidaz ve
a-Amilazi enzimleri 6zellikle Tip 2-diyabetle iliskili hiperglisemiyi kontrol etmek i¢in etkili bir
terapotik yaklagima sahiptir. Ancak akarboz, miglitol ve vogliboz, bu enzimler i¢in onaylanmis
siirli sayidaki inhibitorlerdir ve glukoz emilimini geciktirse de istenmeyen gastrointestinal yan

etkilere sahiptirler. Sonug olarak ¢alismalar etkinligi daha fazla olan, yan etkileri daha az olan
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yeni inhibitorler aramaya yonelmis ve bitkisel kokenli dogal tirtinler, daha az toksisiteye sahip

olan degerli terapotik ajan kaynagi olmuslardir (Dirir et al. 2021).

Yapilan bir diger ¢aligmada ise pu-erh ¢aymin o-Amilaz ve a-Glikozidaz iizerinde
inhibitor etkisi incelenmis ve enzimleri iyi derecede inhibe ettigi tespit edilmistir (Yang et al.
2019). Giilgin ve arkadaslan tarafindan da bazi1 dogal antioksidan bilesiklerin bu enzimler
tizerindeki inhibitdr etkileri arastirllmis ve sonuglar bu enzimlerin inhibitérii olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Giilgin et al. 2018). Diarilmetanon, bromofenol ve diarilmetan
bilesiklerinin a-Amilaz ve a-Glikozidaz inhibitdrleri olabilecegine yonelik yapilan bir diger
calismada ise, bu bilesiklerinde fonksiyonel hiperglisemide terapotik olarak kullanilabilecegi

tespit edilmistir (Taslimi et al. 2018).

Luteolin, ¢esitli meyve ve sebzelerde hem aglikon hem de glikozitleri seklinde bol
miktarda bulunan 6nemli bir biyoflavonoiddir (Lopez-Lazaro 2009). Luteolin; brokoli, kereviz,
sogan yapragi, maydanoz, havug, lahana, biber ve krizantem c¢icekleri gibi farkli sebzelerde
bulunan temel gida temelli fitokimyasallardan biridir. Ornegin meyvelerde elmanm kabugu
zengin bir Luteolin kaynagi olarak kabul edilir (Mencherini et al. 2007). Luteolin bol bitkiler,
iltihaplanma, kanser ve hipertansiyon rahatsizliklari i¢cin Cin geleneksel ilaclarinin iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Selvi et al. 2015). Cogunlukla belli grup sebzelerde bulunan
Luteolin kaynaklari; radicchoio, 37,96 mg/100 g ile 6nemli bir Luteolin kaynagidir, ardindan
34,87 mg/100 g Luteolin igeren ham Cin kerevizi gelir. Otlar arasinda kekik, 1.028,75 mg/100
g ile en yiiksek icerige sahip en iyi Luteolin kaynagidir. Meyveler ve bitkiler sz konusu
oldugunda, kabuksuz ¢ig limon ve taze adagayi, sirastyla 1,50 ve 16,70 mg/100 g Luteolin
igeren 6nemli Luteolin kaynaklaridir (Lin et al. 2008).

Baska bir ¢calismada da taze ve kurutulmus enginar (Cynara scolymus L.) yapraklarinda
Sinarozit (Luteolin 7-O-glukozit) arastirllmigtir. Ve ekstrakte edilebilir Sinarozit, 35 °C'de

kurutulan enginar yapraklarinda 6zellikle yiiksek oldugu tespit edilmistir (Niiblein et al. 2000).

Orientin (Luteolin-8-C-glukozit), biyoaktif bir C-glikosil flavon feslegen, ¢arkifelek
meyvesi, bambu yapragi, giindiiz ¢igegi ve giivercin bezelye yapraklarinda bolca bulunur (Lam
et al. 2016). Izoorientin de yaygm bir C-glikosil flavon, glikozittir ve yilan otu, kuzukulag,
seker otu ve hayit agaci gibi bir¢ok farkli bitki tiiriinde bulundugu rapor edilmistir (Harborne,
1994). izoorientin iginde antioksidan olarak islev gérme konusundaki olaganiistii yetenegi
dogrulanmis ve g¢esitli serbest radikal kaynakli hastaliklara karst koruma saglayan bir

antioksidan olabilecegi ifade edilmistir (Ko et al.1998).

29


https://link.springer.com/article/10.1007/s12272-014-0351-3#ref-CR28
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfbc.12974#jfbc12974-bib-0069
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfbc.12974#jfbc12974-bib-0082
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfbc.12974#jfbc12974-bib-0056

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde adi Kaynak
Neokuprin Sigma Aldrich
Luteolin ”
Sinarozit ”
Orientin ”?
Izoorientin ”

Biitiriltiyokoliniyodat

Butirilkolinesteraz ”
Asetiltiyokoliniyodat "
Asetilkolinesteraz 4
a-Amilaz -
a-Glikozidaz ”
4-Nitrofenil B-D-glikopiranozit ”?
5,5’-Ditiyo-bis(2-nitro benzoik Asit (DTNB) ”?
Siyonojen bromiir ”
L-Tirozin ”
Coomassie parlak mavi G-250 ”?
Trihidroksimetilaminometan (Tris) ”?
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ”
Sodyum sitrat ”
Na2SO4 ”?
NaHCOs ”?
NaClO4 ”?
Na2CO3 ”
NaHCOs ”?
Na2zHPO4 ”?
CHsCOONa.3Hz20 ”?
1,1-Difenil-2-pikril-hidrazil radikali (DPPH") ”
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Trikloroasetik asit (TCA)

%96’11ik etanol

Aseton

Hidroklorik asit

Asetik asit

Neokuprin

ABTS

DPPH- radikali

DMPD

2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ)
Biitillenmis hidroksianisol (BHA)
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
a-Tokoferol

Troloks (FeCls.6H20)

Potasyum ferrisiyaniir (KsFe(CN)s)

Yararlanilan alet ve cihazlar

Kullanilan alet ve cihazlar Marka

Calkalayici Niive SL 350

Sogutucular (-86- +4 °C) Sanyo/ Samsung (Japonya)

Etliv Philips Harris Ltd. Shenstone England

Hassas tartim ekipmani

Isitic1 tablali miknatish karistirict
Otomatik pipet

pH-metre

Saf su cithaz1

Ultrasonik banyo
Ultraviyole-Spektrofotometre kiiveti
Ultraviyole-Goriintir Spektrofotometre
Vorteks

Mettler Toledo Balance XPR404S
Daihan

Thermo Scientific Finnpipette
Hanna HI 9321,SN 396202
Firstreem Calypso

Soltec Sonica ® 2200ETH N A99-00634

1 cm®liik Kuartz kiivet, 3 cm®’litk cam kiivet

Shimadzu/ Ultraviyole-1280
IKA Vortex 1 Tiip Karistiric1 2800 rpm
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Kullanilacak Cozeltiler ve Hazirlamislar:
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler

DPPH: ¢ozeltisi (1 mM): Isiktan korunmus karanlik ortamda kaplanmis erlen igerisine
0,025 mg DPPH tartildi, 100 mL %96°lik etanol eklenerek manyetik karistiricida 16 saat
boyunca karistirilarak hazirlandi. Béylecel mM’lik radikal ¢ozeltisi elde edildi.

Fe®* indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili kullanilan c¢ozeltiler

1. Na2HPO4/NaH2PO4 tamponu (pH 6,6/0,2 M): 2,8 g Na2HPO4 tartildi, 180 mL saf
su igerisine ilave edildi. Manyetik karistiricida NaoHPOj4 ¢6ziildi. pH 6lger kullanilarak pH’s1

6,6’ya ayarlandi. Son hacim 200 mL’ye saf su ile tamamlandi.

2. K3Fe(CN)s cozeltisi (%01): 3 g KaFe(CN)e tartild1 az miktar saf suda ¢oziildii ve son

hacim saf su ile 300 mL’ ye tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

3. TCA c¢ozeltisi (%10): 30 g TCA tartilip az miktar saf suda ¢6ziildii, saf su ile son

hacim 300 mL’ye tamamlandi.

4. FeCls ¢ozeltisi (%0,1): FeClz.6H20 0,333 g alindi1 az miktar saf suda ¢6ziildii ve saf

su ile hacim 100 mL’ ye tamamlanda.

ABTS-" giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. Na2HPO4/NaH2PO4 tamponu (pH 7,4 olan ve 0,1 M): 4,26 g Na,HPOg4, 250 mL
saf suda ¢oziildii 0,1 M’lik asit/baz kullanilarak pH 7,4’e ayarlandi. Saf su ile hacim 300 mL’ye

tamamlanda.

2. ABTS-* ¢ozeltisi (2 mM): 0,15 mg ABTS tartilarak 100 mL saf suda ¢6ziindiikten
sonra 0,04 g K20sgS», yavas yavas ilave edilerek, 30 dakika manyetik karistiricida karistirilarak

hazirlandi.

DMPD-* giderme aktivitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. CH3COOH/CHsCOO" tamponu (0,1 M): pH 5,25 asetat tamponu hazirlamak
icin CH3COONa maddesinden 1,23 g alindi 120 mL saf suda ¢oziildi. 0,1 M’lik asit/baz

¢ozeltisi ile pH ayarlandi. Saf su ile hacim 150 mL’ye tamamlandi.

2. DMPD-* ¢ozeltisi (1 mM): DMPD maddesinden 210 mg tartildi, 10 mL distile suda
¢oziildii. Boylece 0,1 M’lik ¢cozelti hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 2 mL alind1 200 mL’lik
ve 0,1 M’lik CH3COOH/CH3COO™ tamponu eklendi. Daha sonra ¢ozelti {izerine 0,05 M FeCls
0,4 mL karisim tizerine ilave edildi. Boylece 0,001 M’lik DMPD ¢6zeltisi hazirlandi.
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CUPRAC metodu ile ilgili ¢ozeltiler

1. Bakar Kkloriir ¢ozeltisi (0,01 M): 0,134 g Bakir kloriir tartilip 100 mL saf suda

¢Oziilerek hazirlandi.
2. Neocuprin cozeltisi (7,5 mM): 0,078 g Neocuprin tartildi ve 50 mL etanol i¢inde
¢Ozildii.

3. CH3COOH/CH3COO" tamponu (1 M/pH: 6,5): 2,05 g CH3COONa tartild1 18 mL
saf suda ¢0ziildii, sonrasinda pH 6lger ile 0,1 M’lik asit/baz ¢ozeltileri ile pH:6,5’e ayarlandi.

Son olarak saf su ile hacim 25 mL’ye tamamlanda.

FRAP metodu ile ¢ozeltileri

1. CH3COOH/CH3COO tamponu (0,3 M): Sodyum asetat 3,69 g tartildi1 130 mL saf
suda ¢oziildi. 0,1 M’lik asit/baz ile pH 3,6’ya pH 0lger ile ayarlandi ve hacim 150 mL’ye

tamamlanda.

2. HCI ¢ozeltisi (40 mM): 0,668 mL HCI (%37) ¢ozeltisinden alindi. Son hacim 100
mL olacak sekilde saf su eklendi.

3. TPTZ cozeltisi (10 mM): 200 mL HCI (40 mM) igerisinde 0,624 g TPTZ ¢oziildii.

4. FeCls ¢ozeltisi (20 mM): 150 mL saf su igerisinde 0,81 g tartilan demir III kloriir
(FeCl3.6H20) ¢oziildii.

5. FRAP reaktifi: 100 mL CH3COOH/CH3COO" tamponu (0,3 M), 10 mL TPTZ (10
mM) ve 10 mL demir III kloriir FeCl3.6H20 (20 mM) ¢ozeltileri karistirilarak hazirlandi.

3. 4-Nitrofenil p-D-glikopiranozit ¢ozeltisi (5 mM): Substrat olarak kullanilan 4-
Nitrofenil p-D-glikopiranozit 0,0564 g tartildi, 37,5 mL CH3COOH/CH3:COO™ (0,1 M)

tamponu igerisinde ¢oziindii.

CA enziminin saflagtirilmasi ve aktivite 6l¢iimlerinde kullanilacak ¢ozeltiler.

1. CA izoenzimlerin saflastirilmasinda, imha edilmesi i¢in ayirt edilen insan kani
kullanilmistir. Bu kan 6rnekleri Bolge Egitim Arastirma Hastanesi Kan Merkezinden temin
edilmistir. Artan kan Ornekleri farkli ¢alismalarda kullanilmasi igin buzdolabinda 2-8 °C

arasinda saklanmustir.

2. NaHCO3/NaH2COstamponu (0,2 M, pH 8,8): Sodyum asetat tamponu Sefaroz-4B
matriksi hazirlamak i¢in kullanildi. 475 mL saf suda 8,4 g NaHCO3 ¢oziildii ve pH: 8,8’¢ 0,1

M’lik asit/baz ile ayarlandi. Hacim saf su ile 0,5 L’ye tamamlandi.
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3. Dengeleme ¢ozeltisi (Tris-HCI (25 mM, pH 8,7) / Sodyum siilfat (Na2SO4) (0,1
M)) tamponu: Dengeleme ¢ozeltisi olarak kullanilan bu tamponun hazirlanmasinda, 950 mL
suda 3,0275 g Tris ve 14,2 g NaxSOs ¢oziinerek 0,1 M’lik asit/baz yardimiyla pH:8,7’ye

ayarlanip, hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

4. Yikama cozeltisi (Tris-HCI (25 mM, pH 8,7) / Sodyum siilfat (Na2SOa4) (22 mM):
3,026 g Tris/HCl ile 3,124 g (Sodyum siilfat) Na2SOa4 tartild1 ve yaklasik olarak 975 mL distile
suda ¢ozildii. 0,1 M’lik asit/baz yardimiyla pH 8,7’ye ayarlandi. Ardindan toplam hacim saf su

ile 1000 mL’ye tamamlandi.

5. hCA T izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan NaHPO4 (pH 6,3 25 mM) / NaCl (1 M)
tamponu: 200 mL distile suda 2,2 g (sodyumbifosfat) Nao,HPO4 ve 14,625 g tuz (NaCl) ¢oziildii.
Ardindan 0,1 M’lik asit/baz yardimiyla pH: 6,3’e ayarlanmig ve hacim 0,25 L’ye su ile

tamamland.

6. hCA 1II izoenziminin eliisyonu i¢in kullanilan (CH3COONa (pH 5,6 0,1 M) /
NaClOa4 (0,5 M)) tamponu: 12,24 g NaClO4 ve 2,72 g 150 mmol CH3COONa.3H.O 180 mL
su icerisinde ¢oziindurildi. pH:5,6’ya 0,1 M’lik asit/baz yardimiyla ayarlanip hacim 200 mL

olacak sekilde saf su eklendi.

7. Hidrataz aktivitesi ol¢ciimiinde kullamlan Na2COs (pH 7,4 0,05 M)/Tris Siilfat
0,05 M tampon: 4,54 g Tris 700 mL saf suda ¢6ziindiirtildii ve 0,1 M’lik asit/baz dengesiyle
pH 7,4’e ayarlandi. Son hacim 0,75 litre olacak sekilde ayarlandi.

8. Luteolin ve tiirevlerinin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Luteolin ve tiirevleri ayr1 ayri
3 mg tartilip antioksidan ¢alismalari i¢in 3 mL etanolde, inhibisyon ¢aligmalari i¢in 3 ml DMSO

igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

9. Para-nitrofenilasetat substrati hazirlamisi: 0,0135 gr PNF substrati tartilarak ve
1000 pL C3HeO’da ¢oziildii. Sonrasinda ise yavas bir sekilde 24 mL saf suya ilave edilerek

hazirlandi.

Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) i¢cin kullanilan
cozeltiler

1. Tris-HCI tampon hazirlamisi: Toplam hacim 10 mL olacak sekilde su maddeler
eklendi: Tris-HCI (pH 6,8)’den 0,65 mL, brom timol mavisinden (% 0,1) 1 mL, SDS’den (%10)
1 mL, ve saf gliserin’den 1 mL. Ardindan saf su ile hacim 10 mL’ye ayarlandi. Tampon ¢ozelti

kullanmadan 6nce 50 pL B-merkaptoetanolden ve 950 pl'de 6rnek tamponundan ¢ozeltiye ilave
edildi.
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2. SDS-PAGE yiiriitme tamponu hazirlamsi: Toplam hacim 50 mL olacak sekilde
7.2 g glisin ve 1.5 g Tris tartilarak saf suda ¢6ziildii. Hazirlanmis olan bu ¢ozelti {izerine SDS
(%10) 5 mL eklendi. Hacim saf su kullanilarak 500 mL’ye tamamlandi.

3. Bisakrilamit-Akrilamit ¢ozeltisi: 0,008 mg bisakrilamit ile 0,003 mg akrilamit
tartilip 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

4. Elektroforez jel malzemesi boyama cozeltisi: R-250 Coomassie parlak mavi’den
0,1 g tartildi. Metanol (%50), asetik asit (%10) ve saf su (%40) karisimi igine R-250 Coomassie

parlak mavi ilave edildi.
5. %10’luk SDS ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,01 mg SDS 90 mL saf suda ¢6ziildii.

6. Tris-HCI (pH 8,8 olan 1 M) ¢ozeltisi: 54,45 g Tris tartilarak 72 mL 1 M’lik HCl ile

karistirildiktan sonra son hacmi 150 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

7. Jel yikama ¢ozeltisi: Yiizde olarak sirasi ile 50-40-10 oranlarinda metanol, distile su

ve asetik asitten iceren karisim hazirlandi.

8. Jel sabitleme cozeltisi: Yiizde olarak sirasi ile 10-40-50 oranlarinda izopropil alkol,

distile su ve TCA karistirildu.

Asetilkolinesteraz enziminin aktivite dl¢iimlerinde kullanilacak c¢ozeltiler

Tris-HCI tamponu: 24,216 g Tris ve 0,296 g EDTA tartilmig 180 mL saf suda ¢oziildii.
pH o6lger kullanilarak derisik asit/baz ¢ozeltileriyle pH’s1 8’e ayarlandi. Hacim saf su ile 200

mL’ye tamamlandi. Boylece 1 M ve pH’s1 8 olan tampon ¢ozelti hazirlandi.

10 mM Asetiltiyokoliniyodat c¢ozeltisi: Aliiminyum folyo kapli bir beher alinarak
igerisinde 0,145 g asetiltiyokoliniyodat tartildi. 50 mL saf ile ¢oziildii.

10 mM’ik DTNB ¢ozeltisi: Aliminyum folyo ile kapli bir beher alinarak igerisine 10
mg DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat eklendi. Son hacim 50 mL’ye saf su ile ayarlandi.

Biitirilkolinesteraz enziminin aktivite dl¢iimlerinde kullanmilacak ¢ozeltiler

Tris-HCI tamponu: 24,216 g Tris ve 0,296 g EDTA tartilmig 180 mL saf suda ¢oziildii.
pH olger kullanilarak derisik asit/baz ¢ozeltileriyle pH’s1 8’e ayarlandi. Hacim saf su ile 200
mL’ye tamamlandi. Béylece 1 M pH 8 tampon hazirlandi.

0,5 mM’lik biitiriltiyokoliniyodat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Aliiminyum folyo kapl
bir beher alinarak igerisine 0.008 g biitiriltiyokoliniyodat eklendi. Sonra 50 mL saf su ile hacim

ayarlandi.
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10 mM’hik DTNB c¢ozeltisi: Aliiminyum folyo ile kapli bir beher alinarak igerisine 10
mg DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat eklendi. Son hacim 50 mL’ye saf ile ayarlandi.

a-Glikozidaz enziminin aktivite olciimlerinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. Aktivite dl¢iimii icin, pH’s1 6,9 olan 0,1 M’lik Sodyum Fosfat Tamponu: 8,98 g
sodyum fosfat tartildi. 700 mL distile su i¢erisinde ¢dziindii. pH’s1 derisik asit/baz dengesiyle

6,9’a ayarlandi. Son hacim distile su ile 0,75 L’ye tamamlandi.

2. 5 mM’lik substrat ¢ozeltisi (4-Nitrofenil g-D-glikopiranozit): 37,6 mg substrattan
tartildi. Onceden hazirlanmis olan 0,1 M’lik 25 mL fosfat tamponunda ¢oziildii.

Yontem
1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil (DPPH) serbest radikali giderme kapasitesi

Luteolin, Sinarozit, Orientin, Izoorientin maddelerinin DPPH- radikal stiptiriicti
aktivitesi Blois (1958) metoduna gore yapildi. Serbest radikal olan DPPH™ 102 M
konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1 mg/mL konsantrasyonunda Luteolin, Sinarozit,
Orientin, Izoorientin maddeleri etanolde ¢oziilerek stok c¢ozeltisi kullanilmistir. 10, 20 ve 30
pg/uL konsantrasyonda olacak sekilde numuneler deney tiiplerine aktarilmis ve 2 mL toplam
hacimleri olacak sekilde ¢6ziicii ile tamamlanmustir. Ardindan 500 pL stok DPPH® ¢ozeltisi her
bir numune tiipiine aktarilmigtir. Otuz dakika 25 °C’de ve karanlik bir ortamda reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in bekletilmistir. Ardindan etanolden olusan kor ile 517 nm’de absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Kontrol ¢ozeltisi olarak, 2000 pL etanol ve 500 uL DPPH" ¢ozeltisi kullanilmistir.
Serbest radikal giderme aktivitesi, azalmis olan DPPH" ¢ozeltisinin geriye kalan miktarini

vermistir.

Fe3* indirgeme kapasitesi

Luteolin, Sinarozit, Orientin, izoorientin maddelerinin indirgeme kuvveti tayini Oyaizu
metodunun (1986) hafif modifiye edilmis sekline gore yapilmistir (Giilgin 2009). Stok ¢ozeltisi
icin numuneler etanolde ¢6zerek 1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltiden 10, 20, 30 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde falkon tiiplere aktarilmis, hacim
distile suyla 750 uL’ye tamamlanmistir. Ardindan her bir tiipe 0.2 M fosfat tamponu 1 mL
(pH:6.6) ve %1’lik K3Fe (CN)s 1 mL ilave edilmistir. Elde edilen karisim 30 dk boyunca 50
°C’de bekletilmistir. Daha sonra karisima %10’luk triklorasetik asit 1 mL, %0,1 FeCl3 250 pL

ilave edilmistir. Ardindan 700 nm’de absorbans kore karsi okunmustur. Kor olarak distile su

kullanilmistir. Kontrol i¢in numune yerine distile su kullanilmistir.
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2,2-Azino-Bis (3-Etilbenzo-Tiyazolin-6-Siilfonik Asit) (ABTS) radikali giderme
kapasitesi

Luteolin, Sinarozit, Orientin, Izoorientin maddelerinin ABTS radikali giderme aktivitesi
Re ve ark. yaptig1 ¢alisma metoduna gore belirlenmistir (1999). 7 mM ABTS soliisyonu
hazirlanmistir. 2.45 nM persiilfat ¢ozeltisi bu c¢ozeltiye eklenmis ve ABTS radikalleri
tretilmistir. ABTS radikal soliisyonu kullanilmadan once kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de
absorbansi 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu vasitasiyla 1.00+0.05 nm’ye ayarlanmustir.
ABTS radikal giderme aktivitesini incelemek i¢in gesitli konsantrasyonlarda (20-40 pg/mL)
Luteolin, Sinarozit, Orientin, izoorientin numunelerine 250 puL ABTS radikal soliisyonu
eklenmis ve 25-30 dakika bekletilmistir. Absorbanslar 734 nm’de etanolden olusan kore karsi
kaydedilmistir.

N,N’-Dimethil-P-Fenilendiamin Dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme
aktivitesi

Luteolin, Sinarozit, Orientin, Izoorientin maddelerinin DMPD radikali giderme
aktivitesi tayini, Fogliona ve arkadaglarinin metoduna gore belirlenmistir (1999). Bu niyetle,
renkli katyon (DMPD"") elde etmek i¢in, 400 mL pH’s1 5.25 olan 100 mM DMPD ¢ozeltisi,
final konsantrasyonu 0.05 M olacak sekilde 0.8 mL FeCls eklenmistir. 505 nm’de ¢ozeltinin
absorbans: ol¢iilmiistiir. DMPD"" radikal soliisyonu kullanmadan énce kontrol soliisyonunu 505
nm’de konsantrasyonu 0.1 M ve pH 5.25 olan asetat tamponu ile 0.400+0.500 nm’ye
ayarlanmigtir. DMPD™" soliisyonu deney yapilacagi giin hazirlanmali ve absorbansi 12 saat
sabit olmalidir. Luteolin, Sinarozit, Orientin, izoorientin maddelerini iceren ¢ozelti ve standart
antioksidanlarin ¢ozeltileri 2040 pg/uL miktarinda deney tiiplerine eklenmis ve hacim 0.5
mL’ye saf suyla tamamlanmigtir. Ardindan {izerine 1 mL DMPD"" soliisyonu eklenmistir. Elli
ila elli bes dakika arasinda karanlik bir ortamda absorbans degerleri 505 nm’de dl¢iilmek iizere

bekletilmistir. Tampon ¢ozeltisi ise kor olarak kullanilmistir

Cu?*indirgeme kapasitesi (CUPRAC metodu)

Luteolin, Sinarozit, Orientin, izoorientin maddelerinin Cu?* indirgeme aktiviteleri Cu?*
iyonlar1 indirgeme metodu Apak ve arkadaslarinin metodunun (2006) hafif bir
modifikasyonuyla yapilmistir (Ak and Giilgin 2008). 10, 20, 30 ug/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan numune tiiplerine 0.125 mL 0.01 M CuCl, ¢ézeltisi, 0.125 mL 7.5x10° M etanolik
neokuprin ¢ozeltisi ve 0.125 mL 1 M CH3COONHs tampon ¢o6zeltisi (pH: 6.5) sirasiyla
eklenmistir. 25-30 dk sonra karanlikta absorbans degerleri 450 nm’de kore kars1 lgiilmiustiir

ve kor olarak distile su kullanilmistir. Kontrol i¢in ise numune yerine distile su kullanilmistir.
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FRAP indirgeme Aktivitesi

Ik dnce deney tiiplerine 15, 30 ve 45 ug/mL konsantrasyonlarina uygun gelecek sekilde
Luteolin, Sinarozit, Orientin, Izoorientin maddelerinin ve standart cozeltiler aktarilmistir.
Tampon ¢o6zeltisi ile hacimleri 0.5 mL’ye tamamlanmistir. Ve daha sonra toplam hacim 5
mL’ye tamamlanacak sekilde sirasiyla deney tiiplerine 2250 pL 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi ve
2250 uLL FRAP reaktifi eklenmistir. Daha sonra deney tiipleri karistiricida karistirtlmistir. 8-10
dakika sonra absorbanslar 593 nm’de kaydedilmistir. Asetat tamponu kor olarak kullanilmstir.

Kontrol olarak da ugucu yag hari¢ geriye kalan ¢6zelti kullanilmistir.

Insan Kanindan hCA I ve hCA II izoenzimlerinin Saflastirilma Calismalari

hCA I ve hCA II izoenzimlerinin saflastirilma calismalarinda kullanilacak olan insan
kani eritrositleri, kan merkezinden (B6lge Egitim Arastirma hastanesi) imha edilecek kanlardan
temin edildi. Saflastirma islemlerine ilk olarak alinan insan kani eritrositlerinin hacimlerinin
yaklasik 5 kati kadar buzlu suda hemoliz edilmesi ile baglandi. Daha sonrasinda 2-8 °C’de
10000xg’de yirmi bes-otuz dakika siire ile santrifiije edildi. Santrifiije olmus hemolizatin {st

kismi dikkatle alinarak calismalarda kullanildi.

Karbonik anhidraz enziminin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi ile ilgili
calismalar

Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliie edilmesi: Tris yardimiyla pH’s1 dikkatlice
8,7’ye ayarlanan hemolizat kolona yiiklendi. Sonra daha 6nce hazirlanmis olan yikama ¢ozeltisi
ile kolon 1,5-2 saat siire ile yikandi. Boylelikle hCA enzimi kolona tutunmus ve hCA digindaki
safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Ardindan eliisyon tamponu kolona yiiklenerek hCA 1 enzimi
elie edildi. 15 dakikalik yikama tamponunun kolona gecirilmesi takiben hCA 1II eliisyonu
kolondan gecirilerek hCA II enzimi eliiatlar1 toplandi. Toplanan eliiatlarin 280 nm’deki
absorbanslarina bakilarak uygun absorbans gosterenlerin -20 °C’de daha sonra ¢aligmak iizere

saklanmustir.

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin saflastirilmasinda kullanilan afinite
kromatografisi kolonunun hazirlanmasi

1. Afinite jeli (Sefaroz-4B-L-Tirozin): Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sefaroz-
4B matriksi kullanilarak afinite jeli hazirlandi. Ilk asamada kovalent bagla L-Tirozin kolon
materyaline baglandi ve diazollanan siilfanilamitte L-Tirozine kenetlendirildi. Hazirlanmis olan
afinite jelindeki L-Tirozin uzanti kolunu, siilfanilamit ise enzimi spesifik olarak baglayan kismi1
olusturmaktadir. CA’nin spesifik inhibitorii olan siilfanamit burada jel igerisinde enzimin

yiiksek seviyede saflastirilmasini gergeklestiren kisimdir (Soyiit 2006).
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2. L-Tirozin uzanti kolunun CNBr ile aktiflestirilmis olan matrikse takilmasi:2 g
tartilan Sepharose-4B 50 mL soguk suda ¢ozilindiikten sonra niice erleninden siiztildii. CNBr ile
aktiflestirilmis olan Sepharose-4B, 250 mL soguk NaHCOs3 tamponu (pH 10) ile yikanmis ve
bir beher igerisine alinmistir. Ayni tamponun 20 mL’sine tirozin (80 mg) ilave edilmis ve soguk
bir sekilde behere eklendi ve yaklasik 2 saat siire ile manyetik karistiricida yavasca karismasi
saglandiktan sonra 4°C’de 16 saat boyunca bekletildi ve yikama suyu ile 280 nm’deki absorbans
gostermeyinceye kadar yikama islemine devam edilerek reaksiyona girmeyen tirozin
uzaklastirildi. Yikamaya pH's1 8.8 olan 0,2 M’lik NaHCOs tamponu ile devam edilerek tirozin
baglanmis olan jel ayn1 tamponun (pH's1 8.8 olan 0,2 M’lik NaHCO3) 40 mL’si igine aktarildi.

3. Siilfanilamit kenetlendirilme islemi: Siilfanilamitten 25 mg tartilarak 10 mL, HCI
(0°C, 1 M’1ik) igerisinde ¢oziilerek igerisine 5 mL75 mg NaNOz’in igeren ¢ozelti damla damla
eklendi. Reaksiyon i¢in beklenilen 10 dakikalik siire sonunda diazolanmuis siilfanilamit, daha
once hazirlanmis olan Sepharose-4B-L-Tirozin siispansiyonuna (40 mL) ilave edilerek
karistmin pH’s1 1 M’lik NaOH/HCI kullanilarak ile 9,5’e ayarlandi ve {i¢ saat boyunca oda
sicakliginda vortekste yavasca karistirildiktan sonra niice yardimiyla saf su (1 L) ve 0,05 M’lik
Tris-SO4 (pH 7,4, 200 mL) tamponu ile yikandi (Soyiit 2006).

4. Afinite kolonunun paketlenmesi: Daha 6nce hazirlanmis olan jel ve siispanse
edilmek iizere Tris-HCI (pH’s1 8,7) dengeleme tamponuna alindi. Sonrasinda 1x10 cm’lik
kapali hacme sahip kolona(sogutmali) aktarildi. Jelin ¢okmesi beklendikten sonra peristaltik
pompa kullanilarak kolon dengeleme tamponu dengelendi. Kolonun dengelendigini anlamak
amaciyla toplanan eluatin 280 nm’de absorbansina bakildi ve absorbans degerinin sifir oldugu

an kolonun dengelendigi anlasild1 ve dengelenme bitirildi.

5. Kolona numune tatbiki ve eliisyonlarin toplanmasi: Dengelenmis olan kolona
pH’s1 8,7’ye kat1 tris kullanilarak ayarlanmis olan hemolizat kolona tatbik edilir. Hemolizatin
kolondan geg¢irilmesinden sonra daha nce hazirlanmis olan yikama ¢ozeltisi (pH's1 8,7 olan 25
Mm tris-HCI / 22 mM Na2SOa) gegirilerek hCA enzimi kolona tutunmasi ve diger safsizliklarin
uzaklagtirilmasi saglandi. Yikama islemi kolondan toplanan eluatin pH's1 8,7 oldugu ana kadar
devam etti. Sonrasinda oncelikle hCA I enzimini elile etmek amaci ile kolona 1 M NaCl ve 25
mM NazHPOs igeren pH’s1 6,30lan ¢ozelti tatbik edilerek eliiatlar ependorf tiiplerine toplandi.
280 nm’deki absorbanslar1 dlgiildii. hCA II izoenzimi igin ise kolona 0,1 M NaCH3COOQO ve 0,5
M NaClOs igeren pH’s1 5,6 olan ¢ozelti tatbik edilerek yine eliiatlar ependorf tiiplerine toplandi

ve 280 nm’deki absorbanslari dl¢iildii.
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Karbonik Anhidraz Enzim Aktivitesi Tayini
Esteraz aktivitesi

CA enziminin esteraz olarak aktivite gostermesi esasina dayanan metoda gore subsrat olarak
p-nitrofenilasetat kullanilmistir. CA enzimi, p-Nitrofenilasetat, p-nitrofenol ve asetata

hidrolizler ve yontem olusan p-Nitrofenol’iin 348 nm’de absorbans vermesi esasina

dayanmaktadir.
O
I CA
O,N \ /o—c—cH3 + H,0 O2N OH + CH;COOH
p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 11. p-nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi (Goger 2014).

Aktivite tayini Olglimleri 348 nm dalga boyunda kuvars kiivetler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimini olusturan maddelerin miktarlar1 ve uygulama sirasi

asagida verilen cizelgeye gore gerceklestirilmistir.

Tablo 6. Esteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Maddelerin Miktarlar: ve Uygulama Sirasi

Kullanilan maddeler Numune tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
Tris-SO4 (0,05 M, pH:7,4) 400 400

p-Nitrofenol asetat 360 360

Saf su 220 240

Enzim ¢ozeltisi 25 -

Toplam hacim 1000 1000

Tablo 2’deki gibi reaksiyon karisimi pipetlendikten sonra 348 nm de {i¢ dakika siire ile
ve 1 dakikada bir absorbans degeri okunacak sekilde ayarlanmis olan spektrometrede kinetik
olarak calisildi. Bir ve {igiincii dakika sonundaki absorbans degerleri okunarak ikisi arasindaki

fark alind1 ve asagida verilmis olan formiile gore EU hesaplandi.

EU /= AOD . Vr .
mL et VE
EU : Enzim iinitesi
AOD  : 1 dakikadaki absorbans degisimi
€ : Ekstinksiyon katsayis1

VT : Toplam kiivet hacmi
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Ve . Kivette bulunan enzimin hacmi

T : Zaman (dakika)

Protein Tayini
Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayininde kullandigimiz yontemin esasi, proteinlerin yapi taslarini
olusturan aromatik aminoasitlerinin (tirozin, triptofan ve fenilalanin) 280 nm dalga boyunda
yiiksek absorbans vermesidir (Segel 1968). Afinite kromatografisi ile saflastirilmis olan CAI
ve CA Il izoenzimleri esit hacimlerde tliplere alindiktan sonra her bir tiipten belirli miktarlarda
kuvars kiivetlere almarak 280 nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Olgiimlerde kor olarak

saflagtirma islemlerinde kullanilan CA I ve CA 1I eliisyon ¢ozeltileri kullanildi.

Kantitatif protein tayini

Saflastirilan CA izoenzimleri ve hemolizatta bulunan protein miktarlarinin kantitatif
olarak tayini Coomassie parlak mavi G-250’nin baglanmasi ile elde edilen kompleksin 595 nm
dalga boyunda maksimum absorpsiyon gOstermesi gergegine dayanan yontem ile yapildi.
(Bradford 1976). ilk olarak tiiplere standart s1gir albiiminden 10-100 pL ilave edildi ve tiiplerin
son hacmi saf su eklenerek 100 pL’ye tamamlandi. 5 mL renklendirme reaktifinden de ilave
edilerek karisim iyice karistirildi. 10 dk’lik karanlik ortamdaki inkiibasyondan sonra kore (900
uL renklendirme reaktifi ve 100 uL tampon karisimi hazirlandi) karst 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Yapilan 6l¢iim sonuglarina gore standart bir grafik ¢izilerek miktar tayini

yapildi.

CA izoenzimleri’nin SDS-PAGE ile safliginin kontrolii

CA izoenzimlerinin saflastirilmasindan sonra saflastirilmis olan enzimlerin saflik
derecelerinin kontrolii Laemmli (1970) tarafindan belirlenmis olan SDS-PAGE teknigi ile
yapildi. SDS-PAGE yontemiyle CA enzimlerinin saflagtirilmasindan sonra enzim safliginin
derecesi Laemmli (1970) tarafindan belirlendigi gibi kontrol edildi. Ilk olarak temizlenmis olan
elektroforez camlar {ist iiste yerlestirilerek 6zel kiskaglari ile sabitlendi. Bu sabitlenmis olan
cam plakalar jel hazirlama tankina uygun bir sekilde yerlestirildi. Ayirma jeli ¢ozeltisiyle
plakalar arasindaki bosluk 0,6 cm kalana kadar dolduruldu. Donmus olan ayirma jeli {izerine
yigma jeli ¢cozeltisi dikkatli bir sekilde doldurularak {izerine elektroforez taraklari yerlestirildi.
Daha sonra taraklar yigma jelinin donmasindan sonra dikkatlice ¢ikartilarak numuneleri
yiiklemek i¢in uygun kuyucuklar olusturulmus oldu. Cam plakalar elektroforez tankina

yerlestirilerek tank yiirtitme tamponu ile dolduruldu. Akabinde saflagtirilmis olan enzimlerden
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numune tamponundan ve gliserolden 100 uL eklenmesi ile olusturulmus olan karigim 5 dk siire
ile kaynar suda denatiire edildi. Bu sekilde denatiire olmus belli konsantrasyonlardaki CA I, CA
Il izoenzimleri ve standart protein kuyucuklara dikkatlice yiiklendi ve elektroforez tanki
kapatildi. 30 dk 80 V akim uygulandiktan sonra akim 120 volta ¢ikarilarak 2 saat boyunca
numuneler yiiriitildiikten sonra jel plakalar arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve 20 dakika
boyunca hazirlanmis olan sabitleme c¢ozeltisinde bekletildi. 20 dakika sonunda sabitleme
¢ozeltisinden c¢ikarilan jel iki saat boyama ¢ozeltisine ardindan yikama ¢ozeltisine konuldu.
Protein bantlar1 iyice belirgin hale gelene kadar jel ¢alkalayicida bekletildikten sonra jel dikkatli
bir sekilde ¢ikartilarak fotografi ¢ekildi.

Karbonik Anhidraz (hCA | ve hCA 11) izoenzimlerinin Aktiviteleri Uzerine Luteolin ve
Tiirevlerinin Etkisinin Belirlenmesi

Luteolin ve tiirevlerinin saflastirilan CA 1 ve II izoenzimleri lizerindeki etkileri
arastirildi. Aragtirmalar esteraz aktivite tayin metoduna gore gergeklestirildi. Calismalar sonucu
ICso ve Kidegerleri ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Standart karbonik anhidraz inhibitdrii olarak

asetozolamit ¢alisildi ve sonuglar Luteolin ve tiirevlerinin 1Cso ve Kidegerleri ile kiyaslandi.

Luteolin ve Tiirevlerinin Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine inhibisyon Etkisinin
Belirlenmesi

Luteolin ve tiirevlerinin asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme kapasiteleri Ellman
metoduna gore arastirildi. Arastirmalar sonucu ICsp ve Kj degerleri ve inhibisyon tiirleri
belirlendi. Ellman metodu kolinesterazlarin, asetilkoliniyodadin tiyokolin ve asetata
parcalanmasi reaksiyonunu katalizlemesi ve agiga ¢ikan tiyokolinin ortama eklenen DTNB ile
reaksiyonu sonucu sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin 412 nm’de absorbans vermesi

esasina dayanir (Ellman et al. 1961).

Luteolin ve Tiirevlerinin Biitirilkolinesteraz Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisinin
Belirlenmesi

Luteolin ve tiirevlerinin BChE {izerindeki etkisi ayni sekilde asetilkolinesterazdaki gibi
Ellman metoduna gore arastirildi. Aragtirmalar sonucu ICso ve Kidegerleri ve inhibisyon tiirleri
belirlendi. Ellman metodu kolinesterazlarin, biitirilkoliniyodadin tiyokoline pargalanmasi
reaksiyonunu katalizlemesi ve agiga ¢ikan tiyokolinin ortama eklenen DTNB ile reaksiyonu
sonucu sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin 412 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir
(Ellman et al. 1961).
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a-Glikozidaz Enziminin Aktivite Tayini

Ticari olarak temin edilen a-Glikozidaz enzim aktivitesi, Tao ve ekibinin gelistirmis
olduklar1 metoda gore p-NPG substrati kullanilarak arastirildi. Caligmada kullanilacak
numuneler diger enzim c¢aligmalarindaki gibi hazirlandi. Aktivite 6l¢iimleri i¢in pipetlemeler
asagidaki tabloda verilen reaksiyon karigimina gore 3 dakika siire ile 405 nm’de kaydedildi.
Inhibe etme yetenekleri belirlenmek istenen Luteolin ve tiirevleri igin 1Cso ve K degerleri ve

inhibisyon tiirleri belirlendi.

Tablo 6. o-Glikozidaz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltilerin Kullanim Sirasi
ve Miktarlar

Cozeltiler Numune tiipii (uL) Kontrol tiipii (nL)
Tampon (NaH2PO.) 100 100

Saf su Degisken 840

Subsrat (p-NPG) 50 50
Enzim(a-Glikozidaz) 10 10

Inhibitorler Degisken -

Toplam hacim 1000 1000

Molekiiler Simiilasyon Yerlestirme Calismalari

Teorik olarak, biyoinformatik kimyada yeni ilaglarin ve aktif maddelerin tasarimi igin
birgok program vardir. Molekiiler yerlestirme bunun icin gelistirilen yontemlerden biridir
(Taslimi et al. 2021). Bu ¢aligmada Luteolin ve tiirevi glikozitlerin molekiiler doking yontemi
kullanilarak molekiillerin biyolojik aktivite degeri hesaplanmis ve deneysel ¢alisma sonuglari
ile karsilastirlmustir. Ilk asamada molekiillerin yapilari Chemdraw programu ile ¢izildi ve
dosyalar pdb uzantili olusturuldu. Enzim yapilari, RCSB Protein Veri Bankas1 web sitesinden
elde edildi. Luteolin ve tiirevi glikozitler igin her bir enzim ile olasi etkilesimleri ve baglanma
afiniteleri molekiiler yerlestirme programi Schrodinger Molecular Modeling Suite (Maestro

12.9'un yerlestirme programi) ile belirlendi (Schrédinger 2021).

43



ARASTIRMA BULGULARI

Antioksidan Cahsmalar ile Ilgili Arastirma Bulgular
Fe**Fe?* indirgeme kuvveti bulgular

Luteolin ve tilirevleri ile standart olarak kullanilan antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin Fe®* iyonlarmi indirgeme yetenekleri 700 nm’de
kaydedilen absorbans degerleri ile belirlendi. Sonugta Sekil 12°de goriildiigii tizere Luteolin ve

tiirevlerinin indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile arttig1 gézlemlendi.
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Sekil 12. Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarda ferrik iyonlarmi (Fe**) indirgeme
yeteneklerinin standart antioksidanlar ile karsilastirmasi

Luteolin ve tiirevleri ile standart antioksidanlarimn, ferrik (Fe®") iyonlarmi ferroz (Fe?*)
iyonlarina indirgeme yeteneklerine ait degerler Tablo 3’te verilerek birbirleriyle mukayeseleri

yapildi.

Cu?* -Cu* indirgeme kapasitesi (CUPRAC Metodu) bulgular:

Luteolin ve tiirevleri ile standart olarak kullanilan antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin Cu?* iyonlarini indirgeme kapasiteleri 450 nm’de &lgiilen
absorbans degerleri ile belirlendi. Sonugta Luteolin ve tiirevlerinin kuprik iyonlarmi (Cu?")

indirgeme yetenekleri, konsantrasyon artigina paralel olarak arttig1 gézlemlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Luteolin ve Luteolin tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarda kuprik iyonlarmi (Cu?*)
indirgeme yeteneklerinin standart antioksidanlar ile karsilagtirmasi

Standart antioksidanlar ile Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerinin kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme yeteneklerini gdsteren grafikler cizilerek her
bir i¢cin 10 pg/mL konsantrasyonda kaydedilen absorbans degerleri Tablo 3’te verilerek

birbirleriyle mukayese edildi.

FRAP indirgeme aktivitesi bulgulari

Bu yoéntem Fe®" iyonlarinin Fe?" iyonlarina indirgenmesi ile yani elektron vererek
antioksidan etki gostermesi ve olusan Fe?' iyonlar1 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ)
varliginda mavi renk bilesik olusturarak 593 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir. Caligsma
sonucu Luteolin ve tiirevleri ile standart antioksidan ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarda
ferrik iyonlarini (Fe®") ferrz iyonlarma (Fe?*) indirgeme kapasitelerinin artan konsantrasyonla
birlikte arttig1 gézlemlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlarda FRAP indirgeme yeteneklerinin
standart antioksidanlar ile karsilastirmasi

DPPH: serbest radikal giderme sonuclari

Luteolin ve tiirevleri ile antioksidan bilesikler olarak bilinen BHA, BHT, a-tokoferol,
Troloks ve askorbik asit i¢in DPPH- radikali giderme aktivite tayini dl¢limleri 517 nm dalga
boyunda kaydedildi. Ilk olarak DPPH- giderme aktivitesi icin standart bir grafik ¢izildi.
Cizilmis olan bu standart grafikten ve asagida verilen denklemlerden, geriye kalan DPPH

radikal miktar1 ve ylizdesel olarak DPPH miktarindaki azalma hesaplandi.

Absorbans (As17) = 0,0028x [DPPH"]

: o o 4 Ms17-N
DPPH - giderme aktivitesi(%) = ( 1- x 100
Asi7-K

As17-N: Numune ilavesinden sonra kaydedilen absorbans degeri

As17-K: Kontrol numunesi igin kaydedilen absorbans degeri
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Sekil 15. DPPH- aktivitesinde kullanilan standart grafik

Antioksidan kapasitesi belirleme grafigi ¢izilerek sonuglar kaydedildi. Molekiillerin
DPPH- radikali giderme yeteneklerinin konsantrasyon artigi ile paralel olarak arttig1

gbzlemlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlardaki DPPH radikali giderme
indirgeme yeteneklerinin standart antioksidanlar ile karsilastirmasi

2,2- ABTS-* giderme aktivitesi sonuclari

Re ile arkadaslarmin gelistirmis olduklar1 yonteme gore Luteolin ve tiirevlerinin
ABTS-" giderme aktivitesi belirlendi (1999). Baslangigta 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi
hazirlanarak ABTS bilesiginden ABTS-* olusturmak igin igerisine 2,45 mM’lik persiilfat

cozeltisinden ilave edildi. Kontrol ¢ozeltisinin 0,1 M ve fosfat tamponu (pH’s1 7,4)

47



kullanilarak734 nm’de absorbansi ayarlandi. Bu asamadan sonra standart bir grafik cizilerek
Luteolin ve Luteolin tiirevi glikozitler ile standart antioksidanlarin ABTS-* giderme aktiviteleri

belirlendi (Sekil 17). Bu grafikten elde edilen ve asagida verilen denklemden, reaksiyona

girmeyen ABTS-" miktar1 asagidaki gibi bulundu.

Absorbans (A734) =0,001 x [ABTS"]

Asagida verilen esitlikten ABTS-* miktarindaki azalma yiizdesi hesaplandi.

34 - N
ABTS* giderme aktivitesi(%) = (1- L ) x 100
A734 - K

A734-Nn : Numune ilavesinden sonra kaydedilen absorbans degeri

A73sk : Kontrol numunesinin kaydedilen absorbans dgeri
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Sekil 17. ABTS-" aktivitesinde kullanilan standart grafik

Luteolin ve Luteolin tiirevi glikozitler ile standart antioksidanlarin farkli

konsantrasyonlarina birer mL hazirlanmis olan ABTS radikali eklenerek yarim saat siire ile
karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 734 nm’de sifirlama etanol ile yapilarak
absorbanslar1 kaydedildi. Cizilen konsantrasyon-absorbans grafiginden her bir standart

antioksidanlar ile Luteolin ve tiirevleri igin ayr1 ayr1 ICs,degerleri hesaplandi.
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Sekil 18. Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin ABTS radikali
giderme yeteneklerinin referans alinan antioksidanlar ile karsilastirilmasi

DMPD-* giderme aktivitesi bulgular:

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan referans alinan antioksidan cozeltiler ile
Luteolin ve glikozit tiirevlerinin DMPD radikalini giderme yetenekleri, 505 nm’de kaydedilen
absorbans degerlerine gore belirlendi. Oncelikle diger radikal giderme calismalarinda oldugu
gibi standart grafik hazirlandi ve hazirlanan grafikten asagidaki denklemler kullanilarak geriye

kalan DMPD-* miktari ve ylizde olarak azalan kism1 hesaplandi.

Absorbans (Asos) = 1,1.10° x [DMPD™*]

dsos - N
DMPD-* giderme aktivitesi(%) = (1 — =0 ) x 100
Asos - K

Asos-n : Numune igeren kiivet icin kaydedilen absorbans degeri

Asos-k : Kontrol kiiveti i¢in kaydedilen absorbans degeri
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Sekil 19. DMPD- " aktivitesinde kullanilan standart grafik

Referans antioksidanlar (BHA, BHT, o-Tokoferol ve troloks) ile Luteolin ve tiirevi
glikozitler’in farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan ¢ozeltileri tizerine 1 mL DMPD™
¢oOzeltisi ilave edildi. Elli dakika siire ile karanlik ortamdaki inkiibe edildi. 505 nm’de sifirlama

tampon ¢ozelti ile yapilarak absorbans degerleri kaydedildi (Sekil 20).
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Sekil 20. Luteolin ve tiirevlerinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin DMPD radikal
giderme yeteneklerinin standart antioksidanlar ile karsilastirmasi
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Tablo 7. Farkli Metotlarla Belirlenmis Olan Luteolin ve Tiirevlerinin Antioksidan
Yeteneklerinin Standart Antioksidanlar Ile Karsilastirmalar

BHA BHT o Tokoferol Troloks  Askorbik asit Luteolin Sinarozit Orientin  izoorientin

oPPH 1Cso0 8,89 7,88 7,97 8,77 24,75 12,84 14,15 8,35 11,00
Metodu r’ 0,978 0,961 0,955 0,990 0,952 0,962 0,9809 0,980 0,994
DMPD ICs0 11,95 13,08 19,80 6,60 - 12,84 11,95 12,38 13,87
Metodu r? 0,952 0,975 0,968 0,943 0,940 0,960 0,949 0,856
ABTS 1Cs0 4,99 5,55 4,92 7,30 - 5,38 6,42 6,24 6,30
Metodu r 0,975 0,995 0,934 0,975 - 0,932 0,999 0,851 0,882

Fe®* A 70010 1.56 1,61 1,73 0.72 0,32 0,94 0,54 0,86 0,88

indirgeme )

Metodu r 0,954 0,954 0,937 0,999 0,999 0,990 0,999 0,943 0,998
FRAP A so3110 1,78 1,58 2,60 1,32 1,41 1,99 1,43 1,77 1,85
Metodu r’ 0,988 0,989 0,993 0,995 0,911 0,956 0,998 0,980 0,970
Kuprac A 45010 1,46 1,51 1,27 1,64 1,39 1,43 0,96 1,33 1,19
Metodu r’ 0,983 0,959 0,994 0,928 0,981 0,980 0,997 0,990 0,951

Afinite Kromatografisi ile Yapilan hCA I ve 11 Izoenzim Saflastirma Calismalar:
Kalitatif protein tayini

Ik olarak 15 dakika siire ile bir beher icerisine belirli hacimde alinan eritrosit buz
banyosunda hemoliz amaciyla manyetik karistiricida karistirildi. Santrifiij tiiplerine aktarilan
hemolizat 13000 rpm’de 30 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dikkatli bir sekilde
siipernatan bir behere alindi. Dikkatli bir sekilde tris tane tane eklenerek pH’s1 8,7’ye
ayarlanarak dnceden dengelenme tamponu ile dengelenmis olan kolona yiiklendi. Hemolizatin
kolondan ge¢gmesinden sonra, kolondan belli bir siire yikama tamponu gegcirilir. Sonrasinda
hCA T enzimini eliie etmek i¢in kolondan pH's1 6,3 olan 1 M NaCl ve 25 mM Na>HPO4 tamponu
gegirildi. hCA 1II enzimini eliie etmek i¢in ise, kolondan 0,1 M NaCH3COO/0,5 M NaClO4
(pH's1 5,6) tamponu gegirildi. Eliiatlar, fraksiyon toplayicisi yardimi ile 2’ser mL halinde
tiiplere toplanarak 280 nm’de absorbanslar1 kaydedilerek grafige aktarildi.
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Sekil 21. Saflagtirilan hCA 1 ve hCA 1I izoenzimlerinin eliisyonu sonucu yapilan kalitatif
protein tayini grafigi

Toplanan fraksiyonlar dikkatli bir sekilde diyaliz torbasina konularak agizlari kapatildi.
24 saat boyunca safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz tamponu igerisinde, soguk ortamda
ve manyetik karigtirict lizerinde diisiik hizda bekletildi. Diyaliz sonrasi eppendorf tiiplerinde

toplanan enzimler inhibisyon ¢alismalarmda kullanilmak {izere -80 °C sogutucuda muhafaza
edildi.

Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein tayini Bradford yontemine gore Coomassie Brillant Blue reaktifi
kullanilarak gerceklestirildi (1976). ilk asamada sigir serum albiimin kullanilarak standart
grafik elde olusturuldu. Insan eritrositlerinden hazirlanan hemolizat ve saflastirilan

1izoenzimdeki protein miktarlar1 standart grafik yardimiyla belirlendi.
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Sekil 22. Bradford yontemi ile yapilan kantitatif protein tayini standart grafigi
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Insan eritrositlerinden izole edilen hemolizat ve izoenzimler i¢in kantitatif protein tayini
yapildi. Bulunan degerlerden hemolizatin afinite kolonundan gegirilmesi sonucu spesifik
aktivite, saflagtirma katsayis1 ve verim yiizdesi hesaplandi. Elde edilen sonuglar hesaplanarak

saflastirma tablosuna aktarildi.

Tablo 8. insa}n Eritrositlerinden Afinite Kromatografisi Teknigi ile Saflastirilan hCA T ve Il
Izoenzimleri I¢gin Hazirlanan Saflastirma Tablosu

Aktivite  Toplam Protein Toplam Toplam Spesifik Verim  Saflastirma

Numune Tiirii (EU/MmL) Hacim (mg/mL) Protein Aktivite Aktivite (%) Katsayist
(mL) (mg) (ED) (EU/mg)

Hemolizat 0,496 22 18,866 415,054 10,912 0.0263 100 1

Sepharose-4B-L-  hCA | 0,580 45 0,126 0,5662 2.610 4,606 23,919 175,336

tirozin-

siilfanilamid

Afinite Kolon hCA Il 1,176 3 0,167 0,501 3.528 7,045 32,331 267,960

Kromatografisi

SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Molekiil Agirhg: ve Safhik Kontrolii

SDS-PAGE, saflastirilan CA izoenzimlerinin safligin1 ve molekiil kiitlelerini belirlemek
amaci ile yapildi. Burada standart olarak molekiil agirliklari bilinen protein markirlar
kullanild. ilk olarak enzimler denetiire edilerek elektroforeze yiiklendi. Belirli asamalardan
sonra jeller ilk olarak Coomassie Brillant Blue boyama ¢ozeltisi sonrasinda da yikama ¢ozeltisi
ile muamele edilerek protein bantlar1 belirginlestirilerek standart protein markirlari ile
mukayese edildi ve yaklasik olarak molekiil agirligi belirlendi. Jelde gozlenen tek bant bize

enzimin saf oldugunu gosterdi.

Sekil 23. Saflagtirilan hCA 1, II izoenzimlerinin SDS-PAGE goriintiisti (a: hCA 1, b: hCA 11,
Kullanilan standart protein markirlari: (6: 130 kDa, 5: 95 kDa, 4: 72 kDa, 3: 55 kDa, 2: 36 kDa, 1: 28 kDa)
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Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamidin hCA I izoenzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi ile
Iligili Calisma Sonuclari

Insan eritrositinden izole edilen hCA I izoenzimi iizerine, enzimin standart inhibitorii
olan asetazolamit ile Luteolin ve tiirevlerinin inhibisyon etkisi farkli konsantrasyonlarda
aragtir1ldi. Her biri i¢in ayr1 ayr1 Aktivite (%)-Konsantrasyon ve K grafikleri cizilerek ICso, I

ve Kj degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 24. Luteolin’in farkli konsantrasyonlarda hCA 1 izoenzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Luteolin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 25. Sinarozit’in farkli konsantrasyonlarda hCA 1 izoenzimi {izerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in gizilen a) Aktivite (%)-[Sinarozit] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 26. Orientin’in farkli konsantrasyonlarda hCA I izoenzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Orientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 27. hCA 1 izoenziminin esteraz aktivitesi metodu ile calisilan farkli Izoorientin
konsantrasyonlarinda ¢izilen a) Aktivite (%)-[Izoorientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 28. Asetazolamidin farkli konsantrasyonlarda hCA I izoenzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Asetazolamid] ve Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

Tablo 9. Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamid’in Esteraz Aktivitesi ile hCA | Izoenziminin
Uzerine Inhibisyon Etkisini Gosteren ICso, r? ve Kj Degerleri ve Inhibisyon Tiirleri

Inhibitor ICso (NM) 12 Ortalama Ki (nM)  Inhibisyon tiirii
Luteolin 49,51 0,9932 53,1359 +9,1887 Yarigsmasiz
Sinarozit 34,66 0,9912 40,4791 £9,3241 Yarismasiz
Orientin 27,73 0,9898 33,5889 + 8,8474 Yarismasiz
izoorientin 53,32 0,9871 94,5155 + 29,1388 Yarigsmasiz
Asetazolamit 46,20 0,9922 36,3990 £ 9,0102 Yarigsmasiz

Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamidin hCA II izoenzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi ile

flgili Calisma Sonuclar:

Insan eritrositinden izole edilen hCA 1II izoenzimi iizerine, enzimin referans inhibitorii

olan asetazolamit ile Luteolin ve tiirevlerinin inhibisyon etkisi farkli konsantrasyonlarda

arastirildi. Her biri igin ayr1 ayr1 Aktivite (%)-Konsantrasyon ve Ki grafikleri cizilerek 1Cso, r?

ve Kj degerleri hesapland1 ve inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 29. Luteoli’nin farkli konsantrasyonlarda hCA II izoenzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Luteolin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 30. Sinarozit’in farkli konsantrasyonlarda hCA 1I izoenzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Sinarozit] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 31. Orientin’in farkli konsantrasyonlarda hCA 1II izoenzimi {izerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Orientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

56



100 @.. y = 100g-0015x 12 4
........ a R* = 0,9846 b
804 e I 9
e )
S o 0 el E
2 ! e o 6
> 1 e =
g 407 >
< =
20 1 3
0 T T T T T r - T T T 1
0 10 20 30 40 50 1 1 3 5 7
[izoorientin](nM) U[S] (nm)*

Sekil 32. izoorientin’in farkli konsantrasyonlarda hCA II izoenzimi {izerine inhibisyon etkisini
belirlemek icin ¢izilen a) Aktivite (%)-[Izoorientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 33. Asetazolamit’in farkli konsantrasyonlarda hCA 1I izoenzimi iizerine inhibisyon
etkisini belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Asetazolamid] b) Lineweaver-Burk (Ki)
grafikleri

Tablo 10. Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamid’in Esteraz Aktivitesi ile hCA Il izoenziminin
Uzerine Inhibisyon Etkisini Gosteren ICso, I?, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirleri

Inhibitér ICso (NM) r? Ortalama K;(nM)  Inhibisyon tiirii
Luteolin 34,66 0,9922 26,9180 +1,0778 Yarigsmasiz
Sinarozit 18,25 0,9918 16,1906 + 1,0072 Yarigsmasiz
Orientin 23,90 0,9903 21,2315 +£2,6920 Yarigsmasiz
Izoorientin 46,21 0,9846 55,2235+ 12,3025 Yarismasiz
Asetazolamid 24,75 0,9850 16,6020 + 1,2900 Yarismasiz

Luteolin ve Tiirevleri ile Takrin’in AChE Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisi ile lgili
Calisma Sonuc¢lar

AChE enzimi flizerine, enzimin standart inhibitorii olan Takrin ile Luteolin ve
tirevlerinin inhibisyon etkisi farkli konsantrasyonlarda arastirildi. Her biri i¢in ayr1 ayri
Aktivite (%)-Konsantrasyon ve K; grafikleri ¢izilerek ICso, r? ve Ki degerleri hesapland1 ve

inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 34. Luteolin’in farkli konsantrasyonlarda AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Luteolin] b) Lineweaver-Burk(Ki) grafikleri
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Sekil 35. Sinarozit’in farkli konsantrasyonlarda AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Sinarozit] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 36. Orientin’in farkli konsantrasyonlarda AChE enzimi {izerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Orientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 37. Izoorientin’in farkli konsantrasyonlarda AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek icin ¢izilen a) Aktivite (%)-[Izoorientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 38. Takrin’in farkli konsantrasyonlarda AChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek igin ¢izilen a) Aktivite (%)-[Takrin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

Tablo 11. Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamid’in AChE Enziminin Uzerine inhibisyon
Etkisini Gosteren 1Cso, I, Ki degerleri ve Inhibisyon Tiirleri

Inhibitor ICso (M) r2 Ortalama Ki (nM) Inhibisyon tiirii
Luteolin 49.51 0,9932 9,242+2,820 Yarigsmali
Sinarozit 34.65 0,9912 8,499+0,870 Yarigsmali
Orientin 21,66 0,9905 4,0153+1,1883 Yarismal
Izoorientin 1,93 0,9822 1,4214+0,1301 Yarigsmali
Takrin 15,06 0,9965 2,586+0,90 Yarigsmali

Luteolin ve Tiirevleri ile Takrin’in BChE Enzimi Uzerine inhibisyon Etkisi ile Ilgili

Calisma Sonuclar

BChE enzimi tiizerine, enzimin standart inhibitorii olan Takrin ile Luteolin ve

tirevlerinin inhibisyon etkisi farkli konsantrasyonlarda arastirildi. Her biri i¢in ayr1 ayri

Aktivite (%)-Konsantrasyon ve Ki grafikleri gizilerek ICso, r? ve K; degerleri hesaplandi ve

inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 39. Luteolin’in farkli konsantrasyonlarda BChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Luteolin] b) Lineweaver-Burk (Ki)
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Sekil 40. Sinarozit’in farkli konsantrasyonlarda BChE enzimi
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izerine inhibisyon etkisini

belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Sinarozit] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 41. Orientin’in BChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini belirlemek amaci ile farkli
konsantrasyonunda ¢izilen a) Aktivite (%)-[Orientin] b) Lineweaver-Burk (K;) grafikleri
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Sekil 42 izoorientin’in BChE enzimi iizerine inhibisyon etkisini belirlemek amaci ile farkli
konsantrasyonunda ¢izilen a) Aktivite (%)-[izoorientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 43. Takrin’in farkli konsantrasyonlarda BChE enzim {izerine inhibiyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Takrin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

Tablo 12. Luteolin ve Tiirevleri ile Asetazolamid’in BChE Enziminin Uzerine Inhibisyon
Etkisini Gosteren ICso, r?, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirleri

Inhibitor ICso (NM) 12 Ortalama K;(nM)  Inhibisyon tiirii
Luteolin 7,45 0,9905 4.7606+0,1948 Yarismasiz
Sinarozit 6,42 0,9940  35858+0,5642 Yarismasiz
Orientin 14,44 09434 g 4867+1,8231 Yarismasiz
izoorientin 23,11 0,9989 15 6225+10,5352 Yarigmasiz
Takrin 15,75 0,9890 7 0760+0,9000 Yarigmali

Luteolin ve Tiirevlerinin a-Glikozidaz Enzimi Uzerine Inhibisyon EtKkisi ile Tlgili Calisma

Sonuglari

a-Glikozidaz enzimi iizerine, Luteolin ve tlirevlerinin inhibisyon etkisi farkli

konsantrasyonlarda arastirildi. Her biri i¢in ayr1 ayri Aktivite (%)-Konsantrasyon ve K

grafikleri gizilerek ICso, I’ ve Ki degerleri hesaplandi ve inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 44. Luteolin’in farkli konsantrasyonlarda a-Glikozidaz enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Luteolin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

100 @
a y = 1000097
30 4 e R>=0,9925
< .
60 - B
2 e,
s e,
£ 40 4 B,
< '®
20 A
0 T T T
0 3 6 9
[Sinarozit]

10 1~

b

8 A
E 6
=
Yo4]
2
i

2
|/’u(| T T T T T
-7 1 9 17 25 33 41

1/[S] (nM) L

Sekil 45. Sinarozit’in farkli konsantrasyonlarda a-Glikozidaz enzimi ilizerine inhibisyon etkisini
belirlemek igin ¢izilen a) Aktivite (%)-[Sinarozit] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 46. Orientin’in farkli konsantrasyonlarda a-Glikozidaz enzimi iizerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in ¢izilen a) Aktivite (%)-[Orientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri
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Sekil 47. Izoorientin’in farkli konsantrasyonlarda o-Glikozidaz enzimi iizerine inhibisyon
etkisini belirlemek icin cizilen a) Aktivite (%)-[izoorientin] b) Lineweaver-Burk (Ki) grafikleri

Tablo 13. Luteolin ve Tiirevlerinin a-Glikozidaz Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkisini Gosteren
ICso, r?, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirleri

Inhibitér ICso (NM) 12 Ortalama Ki(nM) Inhibisyon tiirii
Luteolin 10,35 0,9937  32,0197+9,0665 Yarigsmasiz
Sinarozit 7,15 0,9925 6,0876+1,2239 Yarismasiz
Orientin 19,25 0,9930 27,6295+27,4886  Yarismasiz
Izoorientin 26,66 0,9954 23,8768+ 4,1329 Yarismasiz

Molekiiler Yerlestirme Calismalar:

Luteolin ve tiirevi glikozitler igin her bir enzim ile olasi etkilesimleri ve baglanma
afiniteleri molekiiler yerlestirme programi Schrodinger Molecular Modeling Suite (Maestro

12.9'un yerlestirme programi) ile belirlendi (Schrodinger 2021).

Tablo 14. Luteolin ve Tiirevi Glikozitler ile Referans Molekiillerin hCA | ve hCA 1l Izozimleri,
Astilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz ve a-Glikozidaz Enzimleri ile Molekiiler Similasyon
Yerlestirme Sonuglari

Yerlesme Degeri  XP G Degeri Kayma G degeri  Kayma Modeli
Karbonik Anhidraz | (PDB: 4WR7)

Luteolin -7.241 -7.281 -7.281 -51.043
Orientin -9.903 -9.938 -9.938 -50.823
Sinarozit -9.596 -9.596 -9.596 -68.011
Izoorientin -9.257 -9.301 -9.301 -63.728
Asetazolamit -6.581 -7.504 -7.504 -48.265
Karbonik Anhidraz Il (PDB: 5AML)
Luteolin -6.176 -6.216 -6.216 -57.303
Orientin -8.873 -8.909 -8.909 -38.306
Sinarozit -8.778 -8.778 -8.778 -68.736
Izoorientin -8.499 -8.543 -8.543 -717.747
Asetazolamit -6.313 -7.235 -7.235 -57.775
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Tablo 14. (Devami)

Astilkolinesteraz (PDB: 4TVK)

Luteolin -0.154 -90.194 -0.194 -43.679
Orientin -14.354 -14.389 -14.389 -16.410
Sinarozit -12.788 -12.788 -12.788 -85.209
Izoorientin -13.954 -13.998 -13.998 -84.038
Asetazolamit -12.126 -12.126 -12.126 -54.165
Biitirilkolinesteraz (PDB: 4TPK)
Luteolin -8.891 -8.931 -8.931 -55.884
Orientin -13.418 -13.454 -13.454 -79.438
Sinarozit -11.161 -11.161 -11.161 -82.345
[zoorientin -10.751 -10.796 -10.796 -78.467
Takrin -7.606 -7.607 -7.607 -39.466
a-Glikozidaz (PDB: 3L4Y)
Luteolin -7.438 -1.477 -1.477 -59.885
Orientin -10.460 -10.496 -10.496 -53.980
Sinarozit -12.807 -12.807 -12.807 -62.135
Izoorientin -12.354 -12.398 -12.398 -86.368
Akarboz -16.526 -16.854 -16.854 -98.119

CAI ve CA 1I izoenzimleri molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuclari

CAlve CA Il izoenzimleri ile molekiillerin molekiiler simiilasyon Yerlestirme sonuglar1
ile ¢alisilmis olan deneysel sonuclar karsilastirildiginda molekiillerin benzer inhibisyon etkisi
oldugu soylenebilir. Yerlestirme sonuglarina gére dort molekiilde pozitif kontrol bilesigi olan
asetazolamitten daha iyi bir yerlestirme puanina ve daha diisiik serbest baglanma enerjisine

sahip oldugunu gostermistir (Tablo 14).

Molekiillerden Orientin’in CA 1 izoenzimi {izerine inhibisyon etkisinin, deneysel
calisma sonuglarinda oldugu gibi molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglarinda da (diger
molekiillerden daha yiiksek bir yerlestirme puanina ve daha diisiik serbest baglanma enerjisine
sahip oldugu igin) en yiiksek molekiil oldugunu gostermistir. Orientin i¢in molekiiler
yerlestirme ligant etkilesimleri ayrintili olarak incelendiginde Orientin’in Asn69, His64, His67,
His69, His94, His200, Thr199 sekiz amino asit ile polar etkilesimde oldugu; Alal21, Alal32,
Alal35, Leul3l, Leul4dl, Leul98, Leu203, Pro91, Pro3, Pro201, Pro202, Trp5, Tyr204, Val62
on dort amino asit ile de hidrofobik etkilesimde oldugu gézlemlendi (Sekil 52).

CA 1I enzimi {izerine molekiillerin inhibisyon ekisine bakildiginda deneysel calisma
sonuglarina paralel olarak Orientin’in ve Sinarozitin’in diger molekiillere oranla daha yiiksek
bir yerlestirme puanina (Orientin’in:-8,873, Sinarozit: -8,778) ve daha diisiik serbest baglanma
enerjisine sahip oldugu yani enzim iizerine inhibisyon etkisi en yiiksek olan molekiiller oldugu

tespit edildi. Orientin-CA 11 i¢in molekiiler yerlestirme ligant etkilesimleri ayrintili olarak
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incelendiginde Orientin’in Asn62, Asn67, Gun92, His4, His94, Thr200 alt1 amino asit ile polar
etkilesimde oldugu; 11198, Leu60, Leul4l, Leu204, Leul98, Phel31, Pro201, Pro202, Trp5,
Vall21, Val135 on bir amino asit ile de hidrofobik etkilesimde oldugu gézlemlendi (Sekil 53).

) Charged (negative) Polar - Distance —& Picaton
) Charged (poskive) W Unspact ed reskive - Hbond —  saktbridgs
Glycng Water - Halogen hond Solvent exposure
Hy drephobk Hycration site ~——  Metalcoordihation
) Matal X Hycratonsits (disphced) e Pi-Pistacking
a b

Sekil 48. CA | izoenzimli Luteolin’e ait a) 3B kenetlenme pozlari ve b) Iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

) Charged (regative) Polar == Distance —=o Pi-cation
) Charged (positive) W Unspecfied residue # Hbond —  Sak bridge
Glycine Water “»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
O Metal X Hydration stte (displaced) e Pi-Pistacking
a b

Sekil 49. CA Il izoenzimli Luteolin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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HIE

TRP
3 GLN
92
o
91
) Charged (negative) Polar - Distance —e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue -»  H-bond — Salt bridge
Glycine Water ~#  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e Pi-Pistacking
a b

Sekil 50. CA | izoenzimli Sinarozit’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) Iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

209

FHE

1SN oy

106

) Charged (negative) Polar - Distance —=e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond —  Sakt bridge
Glycine Water ~»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking
a b

Sekil 51. CA Il izoenzimli Sinarozit’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) Iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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3

) Charged (negative) Polar
) Charged (positive) ) Unspecified residue
cine Water
Hydrophobic Hydration site
) Metal X Hydration site (displaced)
a b

LEU
141
-~ Ditance —® Pi-cation
- H-bond —  Salt bridge
- Halogen bond Solvent exposure

— Metal coordination
®-® Pi-Pistacking

Sekil 52. CA | izoenzimli Orientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant

etkilesimleri

) Charged (negative) Polar
W) Charged (positive) W) Unspecified residue
cine Water
~ Hydrophobic Hydration site
) Metal X Hydration site (displaced)
a b

Distance —® Pi-cation

H-bond — Salt bridge
Halogen bond Solvent exposure
Metal coordination

Pi-Pi stacking

Sekil 53. CA Il izoenzimli Orientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant

etkilesimleri
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) Charged (negative) Polar === Distance —e Pi-cation
) Charged (postive) ) Unspecffied residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water ~*  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pistacking
a b

Sekil 54. CA I izoenzimli izoorientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

Hz0

) Charged (negative) Polar - Distance —e Pi-cation

) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water ~»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal X Hydration site (displaced) ®—® Pi-Pi stacking

a b

Sekil 55. CA 1l izoenzimli izoorientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) ki boyutlu (2B)
ligant etkilesimleri

AChE enzimi molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuclari

AChE enzimi ile Luteolin ve tiirevi glikozitler ile pozitif referans molekiil olan Takrin
icin gergeklestirilen molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuclari ile deneysel sonuglar
karsilastirildiginda biiyiilk oranda paralel inhibisyon siralamasi goriilmektedir. Yerlestirme

sonuglar1 pozitif kontrol bilesigi olan Takrin ile kiyaslandiginda Luteolin disindaki
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molekiillerin daha yiiksek bir yerlestirme puanina ve daha diisiik serbest baglanma enerjisine
daha sahip oldugunu gostermistir (Tablo 14).

Molekiillerden Orientin’in molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglarina gore AChE
enzimi lizerine inhibisyon etkisi en yiiksek molekiil oldugunu gostermistir. Orientin igin

molekiiler yerlestirme ligant etkilesimleri ayrintili olarak incelendiginde Orientin’in i amino

asit ile polar etkilesimde oldugu; on amino asit ile de hidrofobik etkilesimde oldugu

gozlemlendi (Sekil 59).

oLy

TR
84

) Charged (negative) Polar - Distance —e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue ~#  H-bond — Sal bridge
Glycine Water ~*  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
W Metal X Hydration stte (displaced) @ Pi-Pi stacking
b

Sekil 56. AChe enzimli Luteolin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

LY
LE \ 119
287 oH \"'\WR
\ 121
PHE.
288 5
. 4
& . P \\ |
290 aLA o
336 | B
\ oH*”
GLY "
32 TYR
334 “‘5')
\\ 85
E—2 /
330 VEP:P
YR et ‘;z
!
74
SER
81
) Charged (negative) Polar - Distance —® Pi-cation
) Charged (posttive) ) Unspecified residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water ~»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) @ Pi-Pi stacking
b

Sekil 57. AChe enzimli Sinarozit’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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) Charged (negative) Polar * - Distance —e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water ~»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking
a b

Sekil 58. AChe enzimli Orientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

TRP
279

LEU
=8

aLA
36

\ GaLy /
335

PHE
TR ElE el 330

A —— | 331 ay
7 o— T
TR
70 A ZSDES HIS
‘\\72 440
) Charged (negative) Polar - Distance —® Pi-cation
) Charged (postive) W) Unspecified residue - H-bond —  Salt bridge
Glycine Water —*  Halbgen bond Solvent exposure
Hy drophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—® Pi-Pistacking

Sekil 59. AChE enzimli izoorientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

BChE enzimi molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuclari

BChE enzimi ile Luteolin ve tiirevi glikozitler ile pozitif referans molekiil olan Takrin
i¢cin gergeklestirilen molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglarina gore pozitif kontrol bilesigi
olan Takrin ile kiyaslandiginda molekiillerin daha yiiksek bir yerlestirme puanina ve daha diisiik

serbest baglanma enerjisine daha sahip oldugunu gostermistir (Tablo 14).
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Molekiillerden Orientinin molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglarina gore BChE
enzimi lizerine inhibisyon etkisi en yiiksek molekiil oldugunu goriildi. Orientin icin molekiiler
yerlestirme ligant etkilesimleri ayrintili olarak incelendiginde Orientin’in sekiz amino asit ile
polar etkilesimde oldugu; on ii¢ amino asit ile de hidrofobik etkilesimde oldugu gézlemlendi

(Sekil 63).

ER
200

TR
84

) Charged (negative) Polar -~ Ditance —e Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue -»  H-bond —  Salt bridge
Glycine Water ~* Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
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Sekil 60. BChE enzimli Luteolin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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Glycine Water -»  Halogen bond Solvent exposure
’ Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—® Pi-Pi stacking
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Sekil 61. BChE enzimli Sinarozit’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) ki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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Sekil 62. BChE enzimli Orientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri
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Sekil 63. BChE enzimli izoorientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlari ve b) iki boyutlu (2B) ligant
etkilesimleri

a-Glikozidaz enzimi molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuclari

a-Glikozidaz enzimi ile Luteolin ve tiirevi glikozitler ile pozitif referans molekiil olan
Takrin i¢in gergeklestirilen molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglari ile deneysel sonuglar

karsilastirildiginda biiyiik oranda benzerlik goriilmektedir(Tablo
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Molekiillerden Sinarozit’in molekiiler simiilasyon yerlestirme sonuglarina gore a-

Glikozidaz enzimi iizerine inhibisyon etkisi en yiiksek molekiil oldugunu goriildii. Sinarozit

icin molekiiler yerlestirme ligant etkilesimleri ayrintili olarak incelendiginde Sinarozit’in alti

amino asit ile polar etkilesimde oldugu; on bir amino asit ile de hidrofobik etkilesimde oldugu

gozlemlendi (Sekil 66).
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Glycine Water ~»  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination

) Metal X Hydration site (displaced) ®— Pi-Pistacking

b

Sekil 64. a-Glikozidaz enzimli Luteolin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) Iki boyutlu (2B)

ligant etkilesimleri
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Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—® Pi-Pi stacking
a b

Sekil 65. a-Glikozidaz enzimli Sinarozit’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) iki boyutlu (2B)
ligant etkilesimleri
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Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—® Pi-Pi stacking
a b

Sekil 66. a-Glikozidaz enzimli Orientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlar1 ve b) Iki boyutlu (2B)
ligant etkilesimleri
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Glycine Water - Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pistacking
a b

Sekil 67. a-Glikozidaz enzimli izoorientin’e ait a) 3B kenetlenme pozlari ve b) iki boyutlu (2B)
ligant etkilesimleri
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TARTISMA VE SONUC

Viicutta olusan serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri serbest radikallerin zararli
etkilerinden koruyan yapilar antioksidanlar olarak bilinmektedir. Antioksidanlar viicut igin
koruyucu etkilerinin yaninda gida ve farmasotik iiriinlerde de oksidatif sekilde bozulmalar: ve
meydana gelebilecek patalojik siirecleri engelleme yeteneklerine sahiptir. Bu nedenle her gecen
giin antioksidanlara olan ilgi artmaktadir. Bitkilerde ve bitki kaynakli iiriinlerde antioksidan
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in reaksiyon kinetigine gére belirlenmis biyoanalitik yontemler
kullanilir. Insanlik faydasma cesitli numunelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenebildigi
degisik metotlarla farkli ¢alismalar yapilmistir. Calisilan bu yontemlerin de saf maddele ve
farkli ¢oziiciilerdeki ekstrakteleri i¢in avantajli ve dezavantajli yonleri ve smirlart da farkli
calismalarda arastirillmistir. Sonug olarak bu bakis agisi beslenme ve diyet takviyesi sektorleri
icin belirli bir standarda getirilmis antioksidan metotlar gelistirmenin temelini olusturmustur
(Giilgin 2020).

Bu tez kapsaminda Luteolin ve tiirevi glikozitlerin (Sinarozit, Orientin, Izoorientin)
farkli antioksidan metotlarla antioksidan yetenekleri belirlenerek farkli konumlarda bagli olan
glikozit birimlerinin maddelerin antioksidan kapasiteleri iizerine etkisi karsilastirmali olarak
incelenmistir. Kullanilan metotlar, maddelerin indirgeme yetenekleri, radikal giderme
kapasiteleri ve metal selatlama yeteneklerini belirlemeye yonelik metotlardir. Ve asagida bu

metotlar tablo seklinde verilmistir.

Tablo 15. Antioksidan Kapasitesi Belirleme Metotlari

Metodun ¢alisma prensibi Antioksidan kapasitesi belirleme metotlar:

Ferrik iyonlarmm (Fe*") indirgeme yontemi
indirgeme FRAP ydntemine gore Fe**-TPTZ indirgeme kapasitesi

CUPRAC yéntemi (Cu?* indirgeme kapasitesi)

DPPH serbest radikalini giderme kapasitesi
Radikal Giderme ABTS radikalini giderme kapasitesi

DMPD radikalini giderme kapasitesi

Selatlama Metal iyonlarini (Fe?*) selatlama kapasitesi

76



Indirgenme — yiikseltgenme reaksiyonlarinda indirgeyici kisim olarak gorev alan
antioksidanlar ortamdaki okside etkisi olan ve rediikte etkisi olan yapilarin kararliligini
saglarlar. Antioksidan kapasitesi ile elektron verebilme kapasitesinin karsilikli olarak birbirleri
ile baglantili oldugu bilinmektedir (Arabshahi-Delouee and Urooj 2006). Molekiillerin
antioksidan kapasitesi belirleme c¢alismalarinda indirgeme yeteneklerinin belirlenmesine

yonelik ti¢ metot ile calisildi.

Cu*2-Cu* indirgeme yeteneklerinin belirlenmesi yani CUPRAC metodu, kuprik
iyonlarinin kuprdz iyonlarina indirgenmesi esasina dayanan bir antioksidan kapasitesi belirleme
yontemidir. CUPRAC metodu ¢alisilmasi kolay, diisiik maliyetli ve kararli olmasindan dolay1
tercih edilen bir antioksidan kapasitesi belirleme yontemidir ve fizyolojik pH’ya yakin pH
araliginda ¢alisilmaktadir (Giil¢in 2008; Giilgin et al. 2010). Bu yontemde yiikseltgen bilesen
olarak Cu (I)-Neokuprin reaktifi kullanilmaktadir ve esas olarak olusan kompleks bilesigin 450
nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermesidir. Olusan kompleks yapi diizgiin bir
tetrahedral yapida oldugundan Cu (11)-Neokuprin bilesigine gore yap1 olarak molekiil gerginligi
azalarak daha stabil hale gelmistir. Olusan turuncu tonlarindaki renk metal—ligant yoniinde

yiik gecisinin sonucudur (Apak et al. 2006).
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Sekil 68. Neokuprin’nin antioksidan molekiillerin bulundugu ortamda vermis oldugu
indirgenme tepkimesi

CUPRAC metodu ile Luteolin ve tiirevi glikozitler standart antioksidan bilesikler olan
BHA, BHT, Troloks ve a-Tokoferol farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinin
antioksidan kapasiteleri belirlendi. Fotometrik oOlgiimlerden 06nce, deney tiiplerinde
komplekslesme sonucu gozlenen turuncu tonlarindaki renk yogunlugu, maddelerin indirgeme
kapasitelerinin yiiksek olabilecegini gdstermektedir. Olgiimler sonucu kaydedilen absorbans
degerlerine gore ¢izilen % absorbans/kosantrasyon grafigine gore 10 pg/mL konsantrasyona
denk gelen % absorbans degerlerine gore Luteolin ve tiirevi glikozitler ile standart
antioksidanlar birbirleri ile karsilastirildi. Sonucta; Troloks(A4s0:1,640) > BHT(A450:1,512) >
BHA(A4s0:1,464) > Luteolin (Ass0:1,426) > Askorbik asit (A4so: 1,385) > Orientin (Ass0:1,325)
a-tokoferol (Asso: 1,267) > Izoorientin (Asso:1,189) > Sinarozit(Asso:0,960) oldugu belirlendi.
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Calisilan ikinci indirgenme metodu Fe®*-Fe?* indirgemesidir. Metot Fe[(CN)s]*"iin
Fe[(CN)s]?*’e indirgenmesi sonucu meydana gelen iiriiniin 700 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanmir. Fe3*-Fe?* metodunda reaktif olarak potasyum
ferrosiyaniir (K3[Fe(CN)e] kullanildi. Deney tiiplerinin igerigi hazirlanarak FeClz’iin de

ilavesiyle reaksiyon baslatildi.

indirgeyici ajan

Fe(CN)3~ > Fe(CN)g~
Fe(CN)¢ + Fe3* - Fe,[Fo(CN)gl5

Kontrol olarak pipetledigimiz tiir renk olarak sari renktedir, antioksidan ozelik
gosterecegini diisiindiiglimiiz numune igeren tiiplerde ise renk saridan yesil-mavi renge
dondiigli ve her bir numunenin ve standart olarak kullanilan antiokSidan ¢6zeltilerinin artan
konsantrasyona bagli olarak renk siddetinin de paralel sekilde arttigi gozlemlendi. Fotometrik
dlciim dncesinde gdozlemlenen bu durum maddelerin Fe**{in kuvvetli bir sekilde indirgendigine
dair bir 6n tahmin verdi. Fotometrik 6l¢timler sonrasi kaydedilen absorbans degerlerine gore
cizilen % absorbans-konsantrasyon grafiginden elde edilen sonuglara gére numuneler ve
standart antioksidanlarm Fe®*-Fe?" indirgeme kapasiteleri 10 pg/mL konsantrasyona karsilik
gelen sonuglar karsilastirildi. BHA (A700: 1.556) > BHT(A700: 1,610) > a-Tokoferol (Azoo: 1,728)
> Orientin (A700: 1,768) > Sinarozit(A7o0: 1,431) > Izoorientin (A7o0: 1,446) > Troloks (A700: 1,42)
> Luteolin (A700: 0,994) oldugu belirlendi.

Calismalarda kullandigimiz indirgenme kapasitesi belirleme metotlarinin sonuncusu
FRAP indirgenme metodudur. FRAP yonteminde onceki indirgeme yontemlerinden farkli
olarak reaksiyon ortami daha asidiktir. FRAP reaktifinin ortama eklenmesi ile diisiik pH’da
Fe3*-Fe’"’na indirgenmesi sonucu renkli Fe**-TPTZ kompleksi olusur. Fe?*-TPTZ kompleksi
593 nm’de maksimum absorbans gdsterir. Diisiik maliyette, kolay uygulanabilir olusu ve ayrica

0zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmamas1 yontemin avantajlarindandir (Gtilgin 2012).
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Sekil 69. FRAP indirgeme yontemine gore Fe**-TPTZ-Fe?*-TPTZ indirgeme tepkimesi

FRAP metoduna gore gerceklestirilen Fe*" indirgeme kapasitesi belirleme calisma

sonuclarma gore 10 pg/mL konsantrasyonuna karsilik gelen % absorbans degerleri
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karsilastirildi. a-Tokoferol (Ases: 2,60) > Luteolin (Ase3: 1,99) > Izoorientin (Ases: 1,85) > BHA
(Asg3: 1,77) > Orientin (Asg3: 1,77) > BHT(Ase3: 1,58) > Sinarozit(Ases: 1,43) > Askorbik asit
(As93: 1,41) > Troloks (Ases: 1,32) seklinde belirlendi.

Luteolin ve tiirevi molekiillerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla ti¢
ayr1 indirgeme kapasitesi metodu (CUPRAC metodu, Fe®* indirgeme metodu ve FRAP metodu)
kullanilmistir. Sonugta calisilan molekiillerin standartlar ile karsilastirma yapildiginda yiiksek
bir indirgeme potansiyeline sahip olduklar1 gézlenmistir. Indirgenme metotlarma ait sonuglar

asagidaki tabloda toplu olarak verilmistir.

Tablo 16. Luteolin ve Tiirevlerinin Fe®* Indirgeme, FRAP Indirgeme ve CUPRAC Indirgeme
Yontemleri ile Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi Calismalar1 Sonucu Elde Edilen 10
ug/mL Konsantrasyonuna Karsilik Gelen % Absorbans Degerlerinin Birbirleriyle ve Standart
Antioksidanlarla Karsilastirilmasi

N BHA BHT a-Tokoferol Troloks Askorbik Luteolin Sinarozit Orientin izoorientin
Antioksidan metot

asit

Fe? indi A 700110 1556 1,610 1,728 0.718 0,320 0,941 0,537 0,857 0,885
e**indirgeme

9 0,954 0,954 0,937 0,999 0,999 0,990 0,999 0,943 0,998

FRAP indi A 503110 1,771 1,581 2,597 1,319 1,407 1,987 1,431 1,768 1,851
indirgeme

g r 0,988 0,989 0,993 0,995 0,911 0,956 0,998 0,980 0,970

Cu? indirgeme X 45010 1,464 1,512 1,267 1,640 1,385 1,426 0,960 1,325 1,189

r 0,983 0,959 0,994 0,928 0,981 0,980 0,997 0,990 0,951

Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip, kararsiz yapida olduklarindan ve molekiil
agirliklarinin kiigiik olmasindan dolay:r diger atom ya da molekiilleri elektronlarini aktararak
veya elektron alarak etkilerler. Serbest radikallerin zararli etkilerini onlemek veya en aza
indirgemek i¢in antioksidan savunma mekanizmalarina ihtiyag vardir. Yapilar1 antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan bir diger metot radikal giderme yontemleridir

(Giilgin 2010).

Luteolin ve tiirevlerinin antioksidan yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan DPPH-, ABTS-* ve DMPD- " radikal giderme yontemleri de ¢alisildi. Bu yontemlerin
yaygin olarak kullanilmasiin sebebi yontemlerin hizli, segici, tekrarlanabilir olmalar1 gibi
avantajli yonlerinin olmasindandir. Bu yontemlerde ¢ozeltilere eklenen antioksidan maddeler
¢Ozeltilerdeki reaktif tiirleri (DPPH-, ABTS-", DMPD-") indirgeyerek ¢ozeltilerin

renksizlesmesine sebebiyet vermesi esasina dayanir.

DPPH- + (AH), — DPPH, + A
ABTS* + (AH), — ABTS" + A
DMPD* + (AH), — DMPD* + A
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Ilk olarak gerceklestirilen DPPH radikal giderme ¢alismalarinda dlgiimler 517 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir. DPPH- radikalinin antioksidan maddelerde bulunan hidrojen

saglayic1 gruplardan hidrojen almasi sonucu DPPH-H molekiiliine indirgenmesi sonucu

renksizlesme gozlenir ve absorbans degerinin azalmasina sebebiyet verir.

Yapilan bir calismada HOMO ve LUMO modelleri ile DFT tabanli kuantum kimyasal

tanimlayicilar kullanilarak siir molekiiler yoriinge enerji araligit (LUMO-HOMO enerji farki,

Eg) ve sistemlerin elektron volt degerleri hesaplanarak, DPPH ile Luteolin arasindaki radikalik

etkilesim i¢in agsagidaki mekanizma onerilmistir (Siilleyman 2015).

Compound HOMO

Radical
-0,009093 eV

LUMO

- %
ﬁa ‘Q

J.

673229 eV

W8S
.,924?

Fadical
-5. 1984006 eV

Sekil 70. Luteolin radikal molekiillerinin en yiiksek dolu molekiiler orbital (HOMO) dagilimi

ve en diisiik bos molekiiler orbital (LUMO) dagilimi
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Radical Luteolin DPPH-H

Sekil 71. DPPH serbest radikalleri ve Luteolin arasindaki muhtemel reaksiyon semasi

Bu enerji haritalari, Luteolinin antioksidan etkinliginin, iskelet {izerindeki OH
gruplarinin sayisinin artmast ve bu gruplardan tiiretilen fenoksil radikallerinin olusumunun
zayiflamasi ile saglandigimi diisiindlirmektedir. Antioksidatif etki sirasinda ortaya ¢ikan en
kararli radikaller, C halkasi tizerindeki C3 pozisyonundaki OH gruplarina, B halkasi tizerindeki
C3', C4' veya C4' ve C5"deki karsilikli orto pozisyonlardaki hidroksil gruplarina atfedilebilir ve
A halkasindaki ¢esitli konumlar. Luteolinin antioksidan etkinligi ayrica olusan fenoksil
radikalinin stabilitesine de baglidir. LUMO enerji haritalari, B ve C halkalar arasinda ve C-3
ve C-4 arasinda daha yiiksek elektron yogunlugunun var oldugunu acik¢a gostermektedir ki bu

da halkalar arasindaki radikallerin stabilitesini agik¢a dogrulamaktadir (Siileyman 2015).

Sonugta Luteolin ve tiirevi glikozitlerinde hidroksil gruplarindan dolayr farkli
antioksidan 6zellik gosterecekleri tahminini ile standart maddeler ile karsilastirmali olarak
gerceklestirilen DPPH ¢alismalart sonucunda Ic50 degerleri hesaplanmistir. BHT (1Cso: 7,88
nM) > a-Tokoferol (ICso: 7,97 nM ) > Orientin (ICso: 8,35 nM ) Troloks (ICse: 8,770 nM ) >
BHA (ICso: 8,89 nM ) > izoorientin (ICso: 11,00 nM ) > Luteolin (ICso: 12,84 nM ) > Sinarozit
(ICs0: 14,15 nM ) ICsp degerlerine bakildiginda Orientinin, standart antioksidanlar troloks ve

BHA ile diger tiirevlere nazaran daha iyi radikal giderme aktivitesine sahip oldugunu
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sOylenebilir. Orientin ile DPPH radikali arasindaki muhtemel reaksiyon mekanizmasi asagida

gosterilmistir.

Sekil 72. DPPH serbest radikalleri ile Orientin arasindaki muhtemel reaksiyon semasi

Calisilan bir diger radikal giderme antioksidan kapasitesi belirleme yontemi ise bitki
ekstreleri, saf maddeler, icecekler i¢in yaygin olarak kullanilan ABTS-* giderme aktivesi

yontemidir (Glilgin 2006b). ABTS radikal giderme yontemi yaygin olarak kullanilma sebebi,
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genis pH araliklarinda uygulanabilir olmasi, su ve organik coziiciilerde ¢oziinebilirligi ve

antioksidan molekiiller ile hizli tepkime vermesi gibi avantajlarinin olmasindandir (Giilgin

2012).

Yontem c¢alisilmadan once ABTS’den  K3S;0s oksidanli  ortamda ABTS-*

olusturulduktan sonra olusan radikalin 734 nm’de absorbans degeri dl¢iildii.

K>S,08 + ABTS — K»SO4 + SO4~+ ABTS™
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Sekil 73. K2S20g oksidan varliginda ABTS*’nin olusum reaksiyonu

Olusturulmus olan ABTS-*’nin rengi ziimriit yesili rengindedir. Antioksidan
kapasitelerine bakilan maddelerin farkli konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler ile etkilestirilmesi
sonucu yogun zlimriit renginin, konsantrasyon artisina paralel olarak agildigi goézlendi.
Antioksidan yeteneklerinin var oldugu bilinen Luteolin ve tiirevleri ile standart antioksidan
yetenekleri karsilastirmali olarak ABTS™ giderme yontemine gore yogun ziimriit yesili rengini
azaltabilme yetenegi ile belirlendi. Absorbans 6l¢iimiinden sonra yapilan hesaplamalar sonucu
Luteolinin diger tiirevlerinden daha iyi radikal giderme aktivitesine sahip oldugunu benzer
oranlarda aktivite sergiledigi soylenebilir. Karsilastirma o-Tokoferol (ICso: 4,96 nM) > BHA
(ICs0: 4,99 nM) > Luteolin (ICso: 5,37 nM) > BHT (ICso: 5,54 nM) > Orientin (ICso: 6,24 nM)
> [zoorientin (1Cso: 6,30 NM) > Sinarozit (ICso: 6,42 nM) > Troloks (ICso: 7,30 nM) seklindedir.

Radikal giderme metotlarindan son olarak DMPD-" metodu ile yapilarin antioksidan
kapasiteleri belirlendi. {1k olarak DMPD’den DMPD-* radikali diisiik pH’da ve uygun oksidan
molekiil varliginda olusturulmustur. Yontem seker pembesi renginde olan bu radikalin
antioksidan molekiiller ile etkilesim sonucu antioksidan yapilarin artan konsantrasyonuna bagl
olarak rengin agilmasi ve ortamda kalan DMPD radikal katyonunun 505 nm’ de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir. Renk agilmasinin nedeni antioksidan

maddelerden DMPD-*’ne H atomu transferi sonucu radikalin giderilmesidir.
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Sekil 74. DMPD-* olusum ve soniimlenme reaksiyonu

Antioksidan etki goOstermesi beklenen Luteolin ve tiirevi yapilarm DMPD-* ile
etkilesimleri sonucu meydana gelen renksizlesme maddelerin antioksidan kapasiteleri
acisindan 6n bir bilgi verdi. Sonug olarak gergeklestirilen ¢alismalar, yapilan hesaplamalar ve
cizilen grafiklerden Luteolin ve tiirevlerinin standart antioksidan molekiillerle benzer etki
gosterdigi  belirlenmigstir. Ic 50 degerindeki diislis yapilarin antioksidan yetenegini
gostermektedir. Standart maddelerin ve Luteolin ve tiirevlerinin DMPD yo6ntemine gore
antioksidan yeteneklerinin Troloks (ICso: 6.60 nM) > Sinarozit (ICso: 11,95nM) ~ BHA (ICs:
11,95nM) > Orientin (ICso: 12,3776 nM) > Luteolin (1Cso: 12,8361 nM) > BHT (1Cso: 13,0782
nM) > Izoorientin (ICso: 13,86 nM) > a-Tokoferol (ICso: 19,80 nM) oldugu sonucuna

varilmstir.

Tablo 17. Luteolin ve Tirevlerinin DPPH, ABTS, DMPD Radikal Giderme Yontemleri ile
Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi Amaci ile ICsg Degerlerinin Birbirleriyle Standart
Antioksidanlarla Karsilastirilmasi

Metod BHA BHT a Tokoferol Troloks Luteolin  Sinarozit Orientin  izoorientin
DPPH-aid Icso 8,89 7,88 7,97 8,77 12,84 14,15 8,35 11,00
-giderme
g r 0,9780 0,9610 0,9548 0,9909 0,9623 0,9809 0,9796 0,9938
DMPD - id Icso 11,95 13,08 19,80 6,60 12,84 11,95 12,38 13,86
-+giderme
g r 0,9530 0,9760 0,9681 0,9436 0,9397 0,9603 0,9490 0,8564
ABTS. gid A 73410 4,99 5,54 4,916 7,30 5,37 6,42 6,25 6,30
- giderme
g 0,9760 0,9950 0,9347 0,9754 0,9320 0,9994 0,8506 0,8817

Sentetik  antioksidanlarin  toksik etkilere sahip olmalarindan dolayr dogal
antioksidanlara olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Fenolik yapiya sahip olan Luteolin ve tiirevi
glikozitler bitkilerde bulunan flavanoitler sinifinda yer alan farkli meyve ve sebzelerde bulunan
bilesiklerdir. Yapilarin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla tigii indirgeme metodu,
ticii de radikal giderme metodu olmak iizere toplamda alt1 yontem ¢alisildi. Calismalar sonucu
yapilarin antioksidan etki amaciyla kullanilabilecegi sonucuna varildi. Maddelerin antioksidan
yeteneklerinin standart antioksidan maddelere yakin bir degerde oldugu, kendi aralarinda da
esdeger bir antioksidan yetenek gosterdikleri tespit edildi. Ayrica maddelerin asetilkolinesteraz,

biitirilkolinesteraz, a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri ile CA I ve II izoenzimleri iizerine
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inhibisyon etkileri incelendi. CA | ve 1l izoenzimleri insan eritrosit hiicrelerinden saflastirildi

diger enzimler saf olarak temin edildi.

Karbonik anhidraz enzimi aktif merkezinde Zn?* iyonu bulunduran, karbondioksitin
bikarbonat ve protona hidrolizini katalizleyen, pH diizenleyici, yiiksek turnover kapasitesine
sahip metaloenzimlerdir (Caglayan et al. 2019). Baslangigta memeli eritrositlerinden
saflastirilan  CA enzimi sonraki donemlerde farkli memeli dokularindan, bakterilerin

bazilarindan ve bitkilerden de izole edilmistir (Beydemir and Giilgin 2004).

Calismalarda kullanilan CA | ve CA 1l izoenzimleri insan kani eritrosit hiicrelerinden
afinite kromatografisi yontemi ile saflastirildi. Afinite jelinin hazirlanmasinda matriks olarak
Sepharose-4B, ligant olarak siilfanilamit, uzant1 kolu materyali olarak da L-Tirozin kullanildu.
Siilfanilamit CA’nin spesifik inhibitorii oldugu igin, L-tirozin ise enzim ve ligant daha iyi
etkilesim sagladig: ve istenilen uzunlukta bir uzant1 kolu oldugu i¢in kullanildi. Sonug olarak
CA Tve Il izoenzimlerini izole etmek i¢in hazirlanmis olan afinite jeli uygun bir sekilde kolona

paketlenerek, belirli asamalardan gegirilmesi sonucu hCA I ve II ayr1 ayri eliie edildi.

CA enzimi saflastirma islemlerinden sonra saflagtirma tablosu olusturularak spesifik
aktivite ve ylizde verim hesaplandi. CA izoenzimlerinin Sepharose-4B-L-Tirozin-siilfanilamid
afinite kromatografisiyle saflastirilmasinda hCA 1 izoenzimi 4,6056 EU/mg spesifik aktivite,
yiizde 23,92 verimle yaklasik 175.336 kat saflastirilirken, hCA 11 izoenzimi ise 7.0447 EU/mg
spesifik aktivite, ylizde 32,3313 verimle yaklasik 267,96 kat saflagtirildi. Ayrica saflagtirilmis
olan izoenzimlerin molekiil agirligi ve saflik kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi. SDS-PAGE
sonucu tek bant gozlendi ve molekiil agirligi da yaklasik olarak 29 kDa olarak tespit edildi.

CA enzim aktivitesini belirlemek i¢in Amstrong ve arkadaglarinin gelistirmis oldugu
esteraz aktivite tayin yontemi kullanildi. Esteraz aktivite tayin yonteminin esas1 substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetatin CA katalizorliigiinde p-nitrofenole hidrolizi sonucu olusan

tirtiniin 348 nm’de maksimum absorbans gostermesidir (Amstrong et al. 1966).

Gergeklestirilen aktivite c¢alismalari sonucu inhibitor olarak diisiiniilen Luteolin ve
tiirevi molekiillerin inhibisyon etkileri ICso ve Ki degerleri bulunarak belirlendi. ICso, enzimin
aktivitesini yartya diisliren inhibitdr konsantrasyonudur. Her bir madde i¢in 1Cso degerinin
belirlenmesinde bes ayri inhibitér konsantrasyonun da dlglimler alinarak Aktivite (%)-[1]
grafikleri ¢izildi ve ICso degerleri belirlendi. 1Cso degerine karsilik gelen konsantrasyon ile bu
calisilan bu konsantrasyondan daha derisik ve seyreltik olmak iizere belirlenen ii¢ inhibitor
konsantrasyon degerine karsilik farkli PNF konsantrasyonlarinda o6lgiimler alinarak

hesaplamalar sonrasi grafige aktarilip her bir inhibitdr i¢in Kj degerleri belirlendi. Calismalarda
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kontrol inhibitérii olarak ta asetazolamid kullanildi. Asetazolamid ile ICso ve K; degerleri

karsilagtirilan Luteolin ve tiirevlerinin CA inhibitorii olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Goz tansiyonu olarak bilinen glukom hastalig1, géz i¢i basincin artmasi sonucu gérme
sinir hiicrelerinde meydana gelen zarar sebebiyle gérme alaninin zamanla kisitlanmasidir. Hatta
glukom, ozellikle 50 yas ve {lizeri kisilerde korliige yol acabilen noérodejeneratif
hastaliklardandir. Hastaligin tedavi etmek igin, artan géz i¢i basincini kontrol ederek, retina
ganglion bolgesindeki hiicre hasarinin ilerlemesini geciktirmek ve bunun sonucu olarak
hastalarin gorme yetilerinin korunmasi amaglanmaktadir (Wang and Wei 2021). hCA I, II, IV
izoenzimleri insan goz dokusunda bulunmaktadirlar ve CA inhibitorleri, ak6z humoriin fazla
salgilanmasi1 sonucu artan goz icin basincini diisiirdiiklerinden glukom hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Bu amagla 6zellikle hCA |l izoenzimi {izerine inhibisyon g¢aligsmalari
yogunluk oldugu gozlenmektedir. Bizimde standart inhibitér olarak kullandigimiz
asetazolamid kullaniminda meydana gelen metabolik asidoz sonucu akéz humor yapimi azalir
ve goz ici basincini diismesini saglanmis olur. Bu sekilde optik sinir kan akis hiz1 artmis gorme

fonksiyonunun korunmasi saglanmis olur (Shields 1998; Spuran and Scozzafava 2000).

Giinimiizde Asetazolamit, Metzolamit, Etokzolamit, Brinzolamit, Dorzolamit ve
Diklorfenamit gibi birgok CA enzimi inhibitori klinik agidan kullanilmaktadir. CA | ve Il
izoenzimleri inhibisyon ¢alismasi sonucu Luteolin ve tiirevlerinin inhibisyon etkilerinin nM
seviyede etkili olduklari, hatta sinarosit ve orintinin ICso degerlerinin asetazolamitten daha
diisiik oldugu belirlendi. Sonugta molekiillerin CA inhibitorleri olarak kullanilabilecegi ve
glukom hastalig1 i¢in yeni ilaglarin sentezinde aktif rol oynayabilecegi sonucunu ulasildi.

Calisma sonucu elde edilen inhibisyon tiirii, ICso Ve Ki degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 18. hCA | ve Il izoenzimleri Uzerine Inhibitér Ozellik Gosteren Luteolin ve Tiirevleri
ile Asetazolamid’in ICso, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirii

Enzim  Inhibitér ICso (NM) r Ortalama Ki (nM)  Inhibisyon tiirii
Luteolin 49,5105 0,9932 53,1359 +£9,1887 Yarigmasiz
Sinarozit 34,6573 0,9912 40,4791 +9,3241 Yarigsmasiz
hCA 1  Orientin 27,7259 0,9898 33,5889 + 8,8474 Yarigmasiz
izoorientin 53,3190 0,9871 94,5155+ 29,1388 Yarigmasiz
Asetazolamid 46,2000 0,9922 36,3990 + 9,0102 Yarigsmasiz
Luteolin 34,6574 0,9922 26,9180+ 1,0778 Yarigsmasiz
Sinarozit 18,2407 0,9918 16,1906 + 1,0072 Yarigmasiz
hCA Il Orientin 23,9016 0,9903  21,2315+2,6920 Yarigmasiz
izoorientin 46,2098 0,9846  55,2235+12,3025 Yarigmasiz
Asetazolamid 24,7500 0,9850 16,6020 + 1,2900 Yarigsmasiz
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Luteolin ve tiirevleri tizerine gergeklestirilmis olan bir diger enzim inhibisyon ¢alismasi
ticari olarak temin edilen AChE ve BChE enzimleri iizerinedir. Kolin esteraz enzimleri viicut
dokularinin birgogunda, viicut sivilarinda ve plazmada bulunurlar ve 6nemli fonksiyonlara
sahiptirler. AChE enzimi asetilkolinin; kolin ve asetata hidrolizini, BChE enzimi ise
biitirilkolinin; kolin ve biitirata hidrolizini katalizlemeden sorumlu enzimlerdir (Polat Kdse et
al. 2015). Yapilan galismalarda CA enzimi inhibisyon c¢aligmalarinda oldugu gibi inhibitor
olarak diisiiniilen molekiillerin her biri i¢in bes ayr1 konsantrasyonunda calisildi ve Aktivite
(%)-[I] grafikleri ¢izilerek 1Cso degerleri hesaplandi. Aymi sekilde inhibitorlerin ti¢ farkli
konsantrasyonuna karsilik olarak AChE ve BChE enzimlerinin sirasi ile substrati olan
asetilkoliniyodat ve biitirilkoliniyodata farkli konsantrasyonlarina karsi 6l¢iimler alinarak her

bir madde i¢in Kjdegerleri belirlendi.

Norodejeneratif hastaliklarin basinda gelen alzheimer hastaligi, kiside hafiza kaybi,
biligsel bozukluk, davranis bozukluklar1 ve fonksiyonel yeteneklerin kaybi gibi anomalilerle
karakterize bir hastaliktir. Diinya genelinde kirk milyondan fazla insan demansin en yaygin
sebebi olan bu hastaliktan etkilemektedir. Alzheimer hastaligin1 patofizyolojisi incelenmis ve
hastaligin kolinerjik néron kaybindan kaynaklandigi bildirilmistir. Alzheimer hastasi olan
bireylerin beyinlerinde olusmus olan B-amiloid protein plaklarinin kolinerjik sinapslari
islevlerini olumsuz yonde etkiledigi disiniilmektedir. Asetilkolinesteraz  enzimi
katalizorliigiinde asetilkolin sinaptik yarikta asetikasit ve koline hidrolizlenir, bunun sonucu
olarak sinyal iletimi ve postsinaptik reseptor aktivasyonu sonlanmis olur (Young et al. 2021).
Hastaligin onlenmesi veya hastalik sonucu meydana gelmis olan olumsuz durumlarin
Onlenmesi ya da en aza indirgenmesi i¢in, asetilkolinin hidrolizinin azaltilmasi gerekir. Sonug
olarak hastaligin tedavisinde asetil kolinin hidrolizini katalizleyen AChE ve BChE enzimlerini

inhibe eden yapilar temel hedef haline gelmistir. (Heinrich and Teoh 2004).

AChE inhibitorleri, norotransmiterlerin sinapslardan uzaklasmasini engellemek icin
astilkolini hidroliz eden enzimleri inhibe ederler. AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon
yoluyla baskilanmasi asetilkolin miktarini artirmak amaci ile uygulanan yontemlerdendir.
AChE enziminin kolinerjik iletimindeki roli aydinlatilmis olmasina ragmen BChE enzimi
etkisi yeterince aydmlatilamamistir (Giilgin et al. 2017). Klinik arastirma ve g¢aligsmalar
neticesinde alzheimer hastasi olan bireylerde AChE ve BChE enzim inhibitorii olan Takrin,
tedavide oldukga etkili sonuglar sagladigi gézlemlenmis, Food Drug Administration (FDA)
tarafindan da tavsiye edilmistir. Fakat Takrinin yan etki olarak karaciger hasarina sebebiyet
verdigi i¢in sinirli olarak kullanilabilmektedir (Watkins et al. 1994). Alzheimer hastaliginin

tedavisinde Takrinin etkili olmas1t AChE ve BChE inhibit6rii olabilecek yeni bilesiklerin kesfi
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izerine ¢alismalarin artmasina sebep olmustur. Takrinden baska ensakulin, rivastigmin ve
donepezil AChE inhibitorii olarak kullanilan diger maddelerdir. Bu inhibitdrlerin ortak yapisal
ozellikleri pozitif bir yiikk merkezi, periferal anyonik bir bolge ve kolin baglanma bdlgesi olarak
ta aromatik bir halka icermektedirler. Etki mekanizmalariin ise asetilkolinesteraz enziminin
reseptore baglanma bolgesi iizerine bloke ederek etki gosterdikleri diistiniilmektedir (Dooley

and Lamb 2000).

Genel yapiya uyan Luteolin ve tiirevlerinin, AChE ve BChE enzimleri {izerine yapilan
inhibisyon etkisi ¢alismalar1 sonucunda maddelerin enzimleri nM seviyede inhibe ettigi
gbzlemlendi. Calismalarda standart olarak kullanilan Takrin inhibitorii ile benzer 1Cso ve K
degerlerine sahip olduklari belirlendi. Luteolin ve tiirevlerinin alzheimer hastaligi tedavisinde
yeni ilaglarin tasariminda kullanilabilecegi ve dogal olarak tiiketildiginde de yine olumlu
sonuglar sergileyebilecegi sonucuna varildi. AChE ve BChE enzimleri iizerine yapilan

inhibisyon ¢alisma sonuglar1 asagidaki tabloda toplu olarak verilmistir.

Tablo 19. AChE ve BChE Enzimleri Uzerine Inhibitér Ozellik Gosteren Luteolin ve Tiirevleri
ile Asetazolamid’in ICso, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirii

Enzim inhibitér I1Cs0 (nM) r Ortalama Ki (nM) Inhibisyon tiirii
Luteolin 49.5105 0,9932 9,242+2,820 Yarismal
Sinarozit 34.6475 0,9912 8,499+0,870 Yarigsmal

AChE Orientin 21,6608 0,9905 4,0153+1,1883 Yarismali
izoorientin 1,9254 0,9822 1,4214+0,1301 Yarismal
Takrin 15,0630 0,9965 2,586+0,90 Yarismali
Luteolin 7,4532 0,9905 4,7606+0,1948 Yarismasiz
Sinarozit 6,4180 0,9940 3,5858+0,5642 Yarismasiz

BChE Orientin 14,4406 0,9434 8,4867+1,8231 Yarismasiz
izoorientin 23,1049 0,9989 15,6225+10,5352 Yarigmasiz
Takrin 15,7500 0,9890 7,076+0,9000 Yarismah

Luteolin ve tiirevlerinin ticari olarak temin edilen o-glikozidaz enzimi {izerine
inhibisyon etkisi yapilan son inhibisyon ¢alismasidir. Insan viicudunda ince barsak membrani
tizerinde bulunan ve bir disakkaridaz enzimi olan o-glikozidaz enzimi disakkaritleri

monosakkaritlere hidroliz eder (Taslimi et al. 2018).

Gilinlimiizde hizla yayilan diyabet hastalig1 bugiin ve gelecek i¢in tehlike arz eden ciddi
bir saglik problemidir. Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen diabet melitus (DM);
pankreas tarafindan salgilanan insiilin hormonunun sekresyonunun veya insiilin etkisinin
mutlak veya goreceli azlig1 sonucu meydana gelen kronik bir hastaliktir (Magbool et al. 2019).

DM tedavisinde bir disakkaridaz olan a-glikozidazi geri doniisiimlii inhibe eden ilaglar yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Kullanilan bu enzim inhibitérleri ile polisakkaritlerin glukoza
hidrolizleri yavaslatilarak glukozun ince barsaktan absorpsiyonunu geciktirilmekte ve
hiperglisemi kontrol edilebilmektedir. Akarboz ve miglitol gibi a-glikozidaz enzim inhibitorleri
giniimiizde kullanilmaktadir. Ancak bu inhibitérlerin kullanimindaki en biiyiik sorun,
hastalarin {icte birinde siskinlik, ishal, dispepsi, hepatoksisite gibi gastrointestinal yan etkilerin
goriilmesi ve maliyetinin de yiiksek olmasi arastirmacilar1 yeni a-glikozidaz inhibitorlerinin

kesfine yonlendirmistir (Satmaz 1996; Kazmi et al. 2017; Luthra et al. 2018).

Luteolin ve tirevi glikozitlerin a-glikozidaz enzimim {izerine inhibisyon etkisi
calismalar1 Tao ve arkadaslarinin gelistirdikleri metoda goére belirlendi (Tao et al. 2013).
Substrat olarak p-NPG’1n kullanildigi bu yonteme gore aktivite 6l¢iimleri 405 nm’de, 3 dk
stiresince kaydedilerek diger inhibisyon ¢alismalarinda oldugu gibi her molekiil ig¢in 1Cso Ve K;
degerleri belirlendi. Sonug¢ olarak Luteolin ve tiirevi glikozitlerin a-glikozidaz enzimini nM
seviyede inhibe ettigi ve inhibisyon tiiriiniin yarismasiz oldugu gézlendi. Caligmalar sonucunda

elde edilen ICso ve Kj degerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 20. AChE ve BChE Enzimleri Uzerine Inhibitér Ozellik Gosteren Luteolin ve Tiirevleri
ile Asetazolamid’in ICso, Ki Degerleri ve Inhibisyon Tiirii

Enzim Inhibitor I1Cs0 (nM) r Ortalama Ki (nM)  Inhibisyon tiirii
Luteolin 10,3454 0,9937 32,0197+9,0665 Yarismasiz
Sinarozit 7,1458 0,9925 6,0876+1,2239 Yarigsmasiz
a-Glikozidaz
Orientin 19,2540 0,9930 27,6295+27,4886 Yarigsmasiz
izoorientin 26,6595 0,9954 23,8768+ 4,1329 Yarismasiz
Ayrica Luteolin ve tiirevi glikozitlerin karbonik anhidraz 1 ve Il izoenzimleri,

asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve a-glikozidaz enzimleri lizerine inhibisyon etkilerini
belirlemek i¢in yapilan deneysel calisma sonuglarinin, g¢alisilan molekiiler simiilasyon
yerlestirme sonuglari ile de Ortiistiigii gézlemlendi (Tablo 19). Sekil 75’de de molekiiler
docking calisma sonuglarina gore en iyi inhibisyon etkisi gosteren yapilara ait enzim-inhibitor

etkilesimleri verilmistir.
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o-Glikozidaz - Sinarozit

Sekil 75. Molekiiler docking calisma sonuclarina gore en iy1 inhibiston etkisi gosteren yapilara
ait enzim-inhibitor etkilesimleri
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Tablo 21. Luteolin ve Tiirevi Glikozitler ile Referans Molekiillerin hCA | ve hCA 1l Izozimleri,
Astilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz ve a-Glikozidaz Enzimleri ile Molekiiler Simiilasyon
Yerlestirme Sonuglari ile Deneysel 1Csp Degerleri

Madde To Yerlfsn'le XP G Degeri Kay[na.G Kayma

Degeri degeri Modeli

Karbonik Anhidraz | (PDB: 4WR7)
Luteolin 49,5105 -7.241 -7.281 -7.281 -51.043
Orientin 27,7259 -9.903 -9.938 -9.938 -50.823
Sinarozit 34,6573 -9.596 -9.596 -9.596 -68.011
Izoorientin 53,3190 -9.257 -9.301 -9.301 -63.728
Asetazolamit 46,2000 -6.581 -7.504 -7.504 -48.265
Karbonik Anhidraz Il (PDB: 5AML)
Luteolin 34,6574 -6.176 -6.216 -6.216 -57.303
Orientin 23,9016 -8.873 -8.909 -8.909 -38.306
Sinarozit 18,2407 -8.778 -8.778 -8.778 -68.736
Izoorientin 46,2098 -8.499 -8.543 -8.543 -17.747
Asetazolamit 24,7500 -6.313 -7.235 -7.235 -57.775
Asetilkolinesteraz (PDB: 4TVK)
Luteolin 49.5105 -9.154 -9.194 -9.194 -43.679
Orientin 21,6608 -14.354 -14.389 -14.389 -16.410
Sinarozit 34.6475 -12.788 -12.788 -12.788 -85.209
Izoorientin 1,9254 -13.954 -13.998 -13.998 -84.038
Asetazolamit 15,0630 -12.126 -12.126 -12.126 -54.165
Biitirilkolinesteraz (PDB: 4TPK)

Luteolin 7,4532 -8.891 -8.931 -8.931 -55.884
Orientin 14,4406 -13.418 -13.454 -13.454 -79.438
Sinarozit 6,4180 -11.161 -11.161 -11.161 -82.345
Izoorientin 23,1049 -10.751 -10.796 -10.796 -78.467
Takrin 15,750 -7.606 -7.607 -7.607 -39.466

a-Glikozidaz (PDB: 3L4Y)
Luteolin 10,3454 -7.438 -1.477 -1.477 -59.885
Orientin 19,2540 -10.460 -10.496 -10.496 -53.980
Sinarozit 7,1458 -12.807 -12.807 -12.807 -62.135
[zoorientin 26,6595 -12.354 -12.398 -12.398 -86.368

Sonug olarak, Luteolin, Sinarozit, Orientin ve izoorientin molekiillerinin alt1 ayr1 metot
ile antioksidan yetenekleri arastirildi. Elde edilen sonuglar ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan standart antioksidanlar BHA, BHT, a-Tokoferol ve troloks ile mukayese edildi.
Calisilan biitiin metotlarda Luteolin ve tiirevi glikozitler standartlara yakin oranlarda aktivite
gosterdikleri gozlendi. Diger taraftan Luteolin ve tiirevi glikozit molekiillerinin giiniimiiziin
birgok kiiresel Olg¢ekteki hastaligi ile baglantili enzimler olan karbonik anhidraz 1 ve I

izoenzimleri, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve a-Glikozidaz iizerine muhtemel etkileri
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de arastirildi. Calisma sonucu yapilan degerlendirmelerde Luteolin ve tiirevi glikozitlerin
yiiksek antioksidan kapasitelerinden dolay1r gida, kozmetik ve farmakolojik uygulamalarda
koruyu ajan olarak kullanilabilecekleri ve enzim inhibisyon 6zelliklerinden dolay1 da basta
Alzheimer hastaligi, glukoma, epilepsi, T2DM gibi bir¢ok yaygin hastaligin tedavisinde ilag

olma potansiyeline sahip dogal tirtinler olduklari tespit edilmistir.
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