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OZET

Hordenin bilesigi, basta bugday olmak {iizere pek c¢ok bitkide bulunan bir
feniletilamin alkaloid bilesigidir. Bu ¢alismada hordenin ABTS", DMPD ™" ve DPPH’
radikal giderme aktiviteleri, CUPRAC metodu ve Fe**-Fe?* transformasyonu metodu ile
indirgeme kapasitesi olmak tlizere biyoanalitik metotlar degerlendirilmistir. DPPH
radikal giderme aktivitesinde hordeninin ICsy degeri 231 pg/mL ile a-tokoferole gore
daha diisiik bir radikal giderme aktivitesi gostermistir. ABTS™ giderme aktivitesinde
hordenin (11.91 pg/mL) diger standartlarla benzer diizeyde bulunurken, DMPD™ radikal
giderme testinde hordenin 19.80 pg/mL degeriyle BHA’ya (14.40 ug/mL) gore daha
zayif bir etki sergilemistir. Indirgeme giicii analizlerinde hordeninin Fe**-Fe*
indirgeme kapasitesi 0.062+0.011 iken, Cu?*-Cu® indirgeme kapasitesi 0.794+0.156
olarak Olclilmiis ve diger standart antioksidanlara gore daha diisiik indirgeyici etki
gostermistir. Enzim inhibisyon ¢alismalarinda ise hordeninin AChE ve BChE iizerinde
anlamli diizeyde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. AChE i¢in ICso degeri 364.81
nNM ve K; degeri 254.92+95.48 nM olarak hesaplanmistir. Hordenin, 6zellikle BChE
tizerinde daha giiclii bir etki gdstermis olup, BChE i¢in ICsg degeri 100.46 nM ve K
degeri 43.96+10.16 nM bulunmustur. Bu degerler, hordeninin BChE {izerinde takrine
yakin ve giiclii bir inhibitdér oldugunu gostermektedir. Antioksidan ozellikleri ile
kolinesteraz enzimleri iizerindeki etkileri birlikte degerlendirildiginde, hordeninin
norodejeneratif hastaliklarin tedavi arastirmalarinda, gida teknolojisinde ve farmasotik
uygulamalarda kullanilabilir nitelikte biyolojik olarak degerli bir bilesik oldugu

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Asetilkolinesteraz, Bitirilkolinesteraz, Enzim,

Hordenin
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SUMMARY

Hordenine is a phenylethylamine alkaloid found in many plants, especially in
wheat. In this study, hordenine was evaluated by bioanalytical methods, including
ABTS" , DMPD " and DPPH' radical scavenging activities, CUPRAC method and
reduction capacity by Fe**-Fe** transformation method. In terms of DPPH- radical
scavenging activity, hordenine showed a lower I1Csy value of 231 pg/mL compared to -
tocopherol. While hordenine (11.91 ug/mL) was found to be similar to other standards
in ABTS™ scavenging activity, hordenine exhibited a weaker activity than BHA (14.40
pg/mL) with 19.80 pg/mL in DMPD™ radical scavenging test. In reducing power
analyses, the Fe**-Fe?* reducing capacity of hordenine was measured as 0.062+0.011,
while the Cu**-Cu* reducing capacity was measured as 0.794+0.156, and it showed a
lower reducing effect than other standard antioxidants. In enzyme inhibition studies, it
was determined that hordenine had a significant inhibitory effect on AChE and BChE.
The ICso value for AChE was calculated as 364.81 nM and the K; value was
254.92+95.48 nM. Hordenine showed a particularly strong effect on BChE, with an ICx
value of 100.46 nM and a K value of 43.96+10.16 nM for BChE. These values indicate
that hordenine is a potent inhibitor of BChE, similar to tacrine. These values indicate
that hordenine is a more potent inhibitor of BChE than tacrine. Considering its
antioxidant properties and its effects on cholinesterase enzymes, hordenine is a
biologically valuable compound that can be used in research on the treatment of

neurodegenerative diseases, food technology, and pharmaceutical applications.

Keywords: Antioxidant, Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase, Enzyme,

Hordenine
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler nitelik¢e protein yapida olan ve organizmadaki biyolojik reaksiyonlari
Ozgiil sekilde kataliz eden biyolojik katalizorlerdir. Bu katalizorlerin kataliz yetenegi
oldukea yiiksek ve maddelere spesifiktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Nelson ve Cox,
2016). Katalizorler, bir kimyasal reaksiyonu hizlandiran fakat bu olay sirasinda
kullanilarak kaybolmayan maddelerdir. Enzimler, Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirip bu
esnada fiziksel degisiklige ugramis olsalar dahi ilk haline donebilen Kkatalizor
molekiillerdir (Topal, 2014).

Enzimlerin sadece basit protein yapida olanlar1 (pepsin, tripsin) oldugu gibi,
katalizor 6zelligi gosterebilmek icin bu basit protein yapiya baglanan ve protein yapida
olmayan yardimci gruplardan olusan bilesik protein yapili olanlar1 da vardir. Enzimlerin
sadece proteinden olusan kismina apoenzim denir. Apoenzimler sicaga karsi
dayaniksizdirlar. Apoenzimlere yardimer grup baglanmig haldeki enzimlere ise
haloenzim denir. Haloenzimdeki yardimci grup vitamin ise koenzim, mineral ise
kofaktor ismini alir. Bu koenzim ya da metal iyonlar1 protein yapisina ¢ok giiclii, hatta
kovalent olarak bagli ise prostetik grup adi verilir. Koenzimler genellikle B grubu
vitaminlerken, kofaktorlere Cinko (Zn), Kalsiyum (Ca), Demir (Fe), Magnezyum (Mg),
Potasyum (K) gibi mineraller 6rnek olarak verilebilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Berg
vd., 2014; Nelson ve Cox, 2016).

Enzimlerin etki mekanizmasini en basit agiklayan ve genel kabul goren teori
Michaelis-Menten Teorisi’dir. Bu teoriye gore enzim, dnce spesifik olarak etki ettigi
maddeye yani substrata baglanir. Enzimin substrat ile birlesmesi ile kimyasal reaksiyon
gerceklesir. Bu sekilde olusan enzim-substrat kompleksine aktive edilmis kompleks de
denir. Aktive edilmis kompleks, enzim ve fiiriine doniistiikten sonra enzim ve iiriin
birbirinden ayrilir. Reaksiyon olusurken enzimlerin ti¢ boyutlu yapisi degisebilirken
reaksiyon sonunda baslangi¢ formuna geri donerler (Nelson ve Cox, 2016).

Enzimler adlandirilirken, katalize ettikleri reaksiyonda etki yaptig1 substrat adinin
sonuna “az” eki alarak adlandirilabilir. Ornegin, siikrozu pargalayan enzime “Siikraz”,
laktozu parcalayan enzime “Laktaz” denmesi gibi. Ayrica, enzim adlandirmasinda 4
rakamdan olusan enzim komisyonu numarast (E.C.) kullanilmaktadir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2012).



E.C.2.7.1.1: Malat dehidrogenaz
v Enzimin kendine 6zgii sira numarast
Alt-alt sinifi : Fosfat transferi a’ ol grubuna yapilir.
Alt sinifi : Bir fosfat grubu transfer eder.
Enzim sinifi : Transferaz

v
Enzimatik kod

Sekil 1 Sistematik adlandirmaya 6rnek

Enzimler kendi aralarinda alt1 biiyiik sinifta gruplandirilir (Keha ve Kiifrevioglu,
2012)

1. Oksidorediiktazlar: Bu enzimler, yiikseltgenme (oksidasyon) ve indirgenme
(rediiksiyon), yani redoks reaksiyonlarimi katalizleyen enzimlerdir. Burada hidrojen
atomlar1 bir substrattan Otekine tasinir. Dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

katalaz, monooksigenazlar ve peroksidazlar bu gruba 6rnek verilebilir.

+ NAD' + NADH + H*

—_—

OH

Laktat Piruvat

" J

Sekil 2. Oksidorediiktaz 6rnegi

2. Transferazlar: Substratlarindaki bir kimyasal grubu (C, N ve P) diger bir
substrata aktaran enzimlerdir. Sadece oksidorediiktazlarin tasidigi gibi hidrojen atomu

tastyamazlar. Glukokinaz, alanin transferaz ve hekzokinaz bu gruptandir.

NH,-CH—C—O0H
+

OH

Serin

"

Serin Hidroksimetil

Transferaz
THF S—————————

0
NH,-CH—C—OH

H

Glisin

+ Metilen H, Folat

Sekil 3. Transferaz 6rnegi




3. Hidrolazlar: su katilarak hidroliz

Baglarin  yikiminin reaksiyonlarini
katalizlerler. Tez kapsaminda calistigimiz asetilkolinesteraz ve butilkolinesteraz bu
grubun tyelerindendir. Esterazlar, niikleazlar, lipazlar, fosfatazlar ve proteolitik

enzimlerin tiimii bu gruptandir.

T i AChE & et
+ - '\l‘L
Hsc’PMAO’JJ\‘CHa _— H C,'J'I‘\O * H3C ! \"‘/\DH
HSC 3 H3C
asetilkolin asetik asit kolin

Sekil 4. Hidrolaz 6rnegi

4. Liyazlar: Oksidasyon igermeyen bir metabolizma kullanilarak C-N, C-O ve C-
C arasinda bir ¢ift bag kazandiran reaksiyonlar1 katalizler ve ATP kullanilmaz.
Karbonik anhidraz enzim ailesi, dehidratasyon ve hidratasyon reaksiyonlarimni

katalizleyen enzimler, bu gruptandir.

Piruvat
Deckarboksilaz

P
-

e S co,
(@]

Piruvat Asetaldehit

- /

Sekil 5. Liyaz enzim 6rnegi

5. Izomerazlar: bu enzim grubu molekiil i¢i geometrik, optik ve yapisal izomer
degisikliklerini (birbirlerine kendi aralarinda doniisiimlerini) belirli bir elektron kayb1 ya
da kazanci olmadan katalizleyen enzimlerdir. Molekiil i¢i diizenleme yaparlar. Ozellikle
karbohidrat metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Epimerazlar, rasemazlar, mutazlar

bu smifin iiyeleridir.

CHj3 Metilmalonil CoA H

2
Mutaz -00C—C —H,C——C——CoA

“‘O0OC—C—C——CoA
H

|
o

Metilmalonil CoA Siiksinil CoA

. J

Sekil 6. izomeraz enzim 6rnegi



6. Ligazlar, ATP ya da enerjisi yiiksek bir bagin kopmasi (benzeri trifosfatlarin
yikildig1 sirada) ile enerjinin agi@a ¢ikmasi yardimi ile molekiillerin baglanmasi
reaksiyonlarin1 katalizlerler. Piruvat karboksilaz gibi karboksilazlar ve sentetazlar, bu
gruptandir. Ligaz tipi karboksilazlarin ve dekarboksilazlarin koenzimi biotindir. (Keha

ve Kiifrevioglu, 2012; Berg vd., 2014; Nelson ve Cox, 2016).

Ve K N\
Piruvat
Karboksilaz
(¢] 0} 0
. ATP ADP+P, .
o L co, > 0
o
0} (¢}
Piruvat Okzalasetat
_ J

Sekil 7. Ligaz enzim 6rnegi

Turnover sayisi, bir mol enzimin belirli bir siire i¢inde iirline doniistiirdigi
substrat miktarin1 tanimlayan bir kinetik parametredir ve enzimlerin katalitik
kapasitesini gostermede temel Ol¢iit olarak kullanilir. Katalaz, saniyede yaklasik
40.000.000 reaksiyon gerceklestirebilme hiziyla bilinen en yiiksek turnover oranina
sahip enzimdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Nelson ve Cox, 2016). Enzimlerin
dokularda ve hiicre i¢indeki miktarlarin1 dogrudan belirlemek giictiir; clinkii biyolojik
yapilarda genellikle ¢ok diislik diizeylerde bulunurlar. Bu nedenle, enzimlerin miktari
cogunlukla aktiviteleri iizerinden degerlendirilir ve sonuglar enzim iinitesi (EU) adi
verilen birimle ifade edilir. Bir EU, 25°C’de bir dakika i¢inde 1 mikromol (10'6 mol)
substratin Uiriine doniligmesini saglayan enzim miktarma karsilik gelir. Enzim
aktivitelerini tanimlamada kullanilan bir diger kavram ise spesifik aktivitedir. Spesifik
aktivite, bir miligram proteinin sahip oldugu enzim nitesi miktar1 olarak agiklanir ve
bir enzim hazirliginin saflik seviyesini gostermede onemli bir gostergedir (Nelson ve
Cox, 2016).

Michaelis-Menten kinetiginde Ky, reaksiyondaki hizin maksimum hizin yarisina
geldigi andaki substrat derisimi anlamina gelir. Molar birimlerle belirtilen bu deger,
enzimin substrata baglanma egiliminin bir gostergesi olarak kabul edilir. K, ile enzim-
substrat etkilesiminin kuvveti arasinda ters bir iliski vardir; yani Ky, kii¢ilildiik¢e enzimin
substrata olan baglanma yetenegi artar. Vi, maksimum reaksiyon hizidir. Yeterli
substrat varliginda enzim konsantrasyonuna goére etkilenirken, Ky, iki konsantrasyondan

bagimsizdir (Nelson ve Cox, 2016).



Enzim aktivitesini artiran maddeler aktivator olarak tanimlanir. Aktivatorler,
enzim yapisina uygun, kiiciik iyon ve molekiil olabilirler. Gorevlerini ya dogrudan
serbest enzimle birleserek ya da substratla bileserek iki sekilde gergeklestirirler (Nelson
ve Cox, 2016).

Enzimin katalitik etkisini yerine getirememesine sebep olan, aktivitesini azaltan
veya yok eden maddelere inhibitor, ger¢eklesen olaya da enzim inhibisyonu denir.
Enzim inhibisyonu, biyolojik sistemlerde kontrol mekanizmasidir. Ilag ve zehirli
bilesiklerin pek ¢ogu fonksiyonlarini bu yolla ger¢eklestirirler. Enzim inhibisyonu; geri
dontigiimlii inhibisyon ve geri doniisiimsiiz inhibisyon olarak ikiye ayr1 grupta incelenir.
Geri doniislimsiiz inhibitdr, enzime kovalent baglarla simsiki baglandigi i¢in enzimden
ayrilmasi hayli zordur. Geri doniisiimlii inhibitorde ise bunun tam tersi, enzim-inhibitor
kompleksi birbirinden kolayca ayrilir. Ug tip geri doniisiimlii inhibitér vardir:
yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif), yarigmali inhibisyon (kompetitif) ve yari
yarismali inhibisyon (unkompetitif) (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Alparslan, 2012; Berg
vd., 2014).

Yarigmali (kompetitif) inhibisyon, enzimin etki ettigi substrata cok benzeyen
baska bir madde, enzimin aktif bolgesine (enzimde substratin baglandigi bolge)
baglanarak substrat ile ilgisini keser. Daha basit sekilde, inhibitér ve substrat enzime
baglanmak i¢in yarigir. Bu sekilde enzimin katalitik etkisi yavaslamig olur. Tersinirdir;
yeterince substrat varliginda inhibisyon geri dondiiriilebilir. K, degeri artarken, Vmax
degeri degismez. (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Berg vd., 2014).

Yar1 yarismali inhibisyon tiiriinde inhibitor, enzim ve substrat arasinda tiglii bir
iliski olur ve tersinir (geri doniisiimlii) degildir. inhibitdr, dogrudan ortamdaki enzim-
substrat kompleksine baglanir. Bu durum en ¢ok iki substratli enzim reaksiyonlarinda
goriilmektedir. K Ve Vimax azalir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Berg vd., 2014).

Yarismasiz inhibisyon tiiriinde, yarismasiz inhibitoriin baglanmasi enzim-substrat
kompleksi olustuktan sonra olur. Inhibitér ve substrat enzimin farkli bdlgelerine
baglanir. Bu sebeple inhibisyonda substrat derisiminin degistirilmesi inhibisyonu
degistirmez. Bu inhibisyonda K sabit kalirken Vpya.x degeri azalir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2012; Berg vd., 2014).

1.2. Asetilkolin
Bir kolin bilesigi olan asetilkolin, beynin hafiza ile ilgili kisminin 6nemli bir
norotransmitterdir. Parasempatik sistem ile sinir sisteminde kimyasal bir aracidir.

Asetilkolin (ACh) kolinerjik néronlarda olusur. Mitokondrilerdeki hiicresel solunumdan



gelen asetilkoenzim A (CoA) ile lipid metabolizmasinin 6nemli maddelerinden olan
kolin, kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi yardimiyla birleserek ACh olustururlar.
ACh, presinaptik ndronlardaki vezikiillerde depolanir. Impulslar, motor sinirin ucundaki
sinaptik vezikiillerden ACh olusmasini saglar. Ca®* bagiml sekilde ekzositozla sinaptik
bosluga salinan ACh, postsinaptik membran {izerindeki ACh reseptorlerine tutunur ve
sinir sinyalinin diger ndrona iletilmesine aracilik ettikten sonra o reseptorlerden ayrilir.
Reseptore hi¢ baglanamamig veya sinyal iletimi sonrasi reseptdrden ayrilan ACh,
asetilkolinesteraz (AChE) yardimiyla hidroliz edilerek CoA ve koline doniisiir. A¢iga
¢ikan kolin, yiiksek aktiviteye sahip tasima sistemi araciligiyla presinaptik membrandan
geri girer. Asetat molekiilii ve ATP yardimiyla yeniden ACh sentezinde kullanilmaya

hazir hale gelir (Koganci ve Aslim, 2016).
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Sekil 8. Asetilkolin metabolizmasi (Purves vd., 2004).

Kolin ve asetil CoA’dan asetilkolin sentezi, asetiltransferaz enzimini gerektirir.
Asetil CoA, glikolizde olusan piruvatmn tiirevidir; kolin ise Na™ya bagl bir tastyici
yoluyla terminale tasmir. Asetilkolin, sitoplazmada sentezlendikten sonra vezikiiler
asetilkolin tasiyicist vasitasiyla tasinir ve sinaptik yariga salinir. Serbest kalan
asetilkolin, asetilkolinesteraz tarafindan hizla metabolize edilir ve kolin sisteme geri

taginir (Purves vd., 2004).

1.3. Asetilkolinesteraz Enzimi
AChE, ACh hidrolizini katalizleyen enzimlerden biridir. Sinirsel doku, kas ve
eritrositlerde bulunur. Sinir sistemi olmayan eritrositlerde sentez edilebilmesi,

AChE’nin ACh hidrolizi disinda baska gorevlerinin oldugunu diisiindiirmektedir
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(Kocanci ve Aslim, 2016). AChE’nin katalizledigi tepkime enzimatik olarak iki
basamaklidir. AChE’nin serin, histidin ve glutamat kalintilarindan olusan katalitik
ticliisiinde, histidin aminoasidi glutamatin karboksil grubunu niikleofilik etkilesim i¢in
konumlandirarak serinin hidroksil grubunun etkinlesmesini saglar; bdylece ACh’nin
ester bagmin hidrolizi gergeklesir. Yani, enzim once gii¢lii bir niikleofil gibi davranir.
Sonrasinda ise 6zgiin bir serin kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu yardimiyla giiclii
bir parcalayici gruba doniisiir (Koganci ve Aslim, 2016). AChE’nin en énemli biyolojik
gorevi, sinaptik boslukta serbest halde bulunan ACh’yi hidrolizle CoA ve koline
dontstiirlip ortadan kaldirarak sinirsel iletimi sonlandirmasidir. Yapilan pek c¢ok
calisma, AChE’nin hidroliz gorevi haricinde metabolizmada bagka gorevlerinin de

oldugunu gostermistir.
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Sekil 9. AChE katalizledigi reaksiyon

Bu gorevlerinin bazilar1 sunlardir:

Apoptozda gorevli AChE; Apoptoz, belirli morfolojik 6zelliklere sahip, enerji
(ATP) kullanilarak yapilan programlanmis bir hiicre dliimiidiir. /n vivo ve in vitro
caligmalar, AChE diizeylerinin apoptotik hiicrelerde arttigin1 gostermistir (Koganci ve
Aslim, 2016).

Timdr baskilayict AChE; Hepatoseliilar karsinoma (HCC) hastalariyla yapilan
caligmalarda, ameliyat sonrasi tiimor yayilma ve tekrar niiks etme durumlar1 igin HCC
hiicrelerinin duyarliligimi diizenleyerek tiimor gelisimini baskilayan bir islevi oldugu
gozlenmistir (Koganci ve Aslim, 2016).

Hiicre adezyonunda AChE; Hiicrelerin birbiriyle ve hiicre dis1 matris ile temas ve
etkilesimini saglayan molekiillere adezyon molekiilii denir. Yaralarin iyilesmesi, doku
yapisinin korunmasi, embriyonik gelismeler gibi olaylar, hiicrelerin bu etkilesimi
sayesinde olusur. AChE’nin adezyon molekiilii olarak iglevinin olup olmadigi bir mikro

titre plaka yapigma tahlili kullanilarak kanitlanmistir (Koganci ve Aslim, 2016).



Sinir ag1 olusumunda AChE; Sinir uyarisini iki sinir hiicresi arasinda ileten ip
seklindeki uzantilara sinir ipligi, akson denir. AChE’nin akson olusumunu destekledigi
cesitli hiicre kiiltiirii calismalarinda gozlenmistir (Kocanct ve Aslim, 2016). Hastaligin
seyrinde hafiza kaybi gozlenen hastalarla yapilan ¢alismalarda, iki sinir hiicresi arasi
sinirsel iletimi saglayan ACh’nin sinaptik boslukta ¢ok kisa siirede hidrolizlendigi ve
miktarinin hizlica azaldigr fark edilmistir. Bu sebeple, sinir iletiminin saglikli
gerceklesebilmesi i¢in ACh hidrolizini saglayan AChE enziminin inhibe edilmesi
gerektigi kanisina varilmistir. Bu duruma ornek olarak Alzheimer hastaligi verilebilir.
Alzheimer hastalariyla yapilan calismalarda ACh miktariin bu hastalarda azaldigi
saptanmistir. Hastalifin tedavisi i¢cin AChE’nin inhibe edilerek ACh miktarinin
arttirtlmasini  esas alan pek ¢ok calisma yapilmistir (Goger vd., 2013). AChE
inhibitdrleri, enzimin ACh’nin baglarin1 kopararak hidrolizlemesini engeller. Boylece
sinirsel iletim aktiflii ve siiresi artar. Kolinesteraz inhibitorlerine takrin
(tetrahidroaminokridin, THA), piperidinler, galantamin, kafein (nonkompetitif), 6rnek
gosterilebilir (Temel, 2008).

1.4. Butirilkolinesteraz enzimi

Omurgalilardaki kolin esterleri iki tip kolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz
edilir. Bu enzimler, biitirilkolinesteraz (BChE; agilkolin agilhidrolaz) ve
asetilkolinesteraz (AChE; asetilkolin hidrolaz)’dir (Cummings, 2000). Asetilkolin
hidrolizi bu iki enzim tarafindanda katalize edilir. Enzimlerden AChE enzimi,
asetilkolini BChE enziminden daha hizli hidrolizler. AChE’nin inhibe oldugu
durumlarda ise BChE enzimi daha énem arz eder. Ciinkii diisiik diizeyde BChE enzimi
asetilkolin hidrolizine etki edemez (Greg vd., 2005). AChE ile BChE’nin yapilar
benzer olsada, inhibitorlere duyarliliklar1, substrat 6zgiinliigii ve dokulardaki dagilimi
bakimindan farklilik gosterirler. Kolin esterleri arasinda biitirilkolini (BCh) en hizli
pargalayan BChE enzimi iken asetilkolini AChE enzimi daha hizli pargalar (Miller vd.,
2006).

BChE merkezi sinir sisteminin sinapslarinda bulunmaz bu bolgedeki asetilkolin
yikimina katkisi olmaz. BChE, ACh metabolizmasinda tamalayic1 gorevi almaktadir
(Imramoysky vd., 2013). BChE vyalnizca kolin esterlerini degil, kolin i¢ermeyen
esterleri ve bazi kas gevseticiler ile anestezik ajanlarin da pargalanmasinm
saglayabilmektedir. Ayrica enzimin 6zgiil substrati olan BCh beyiin dokularinda dogal
olarak bulunmaz (Barta vd., 2001; Mesulam vd., 2002). Bu enzim birgok ester tiiriinii,

ACh’yi ve diger kolin bilesiklerini hidrolize etmesine ragmen, simdiye dek BChE i¢in



fizyolojik bir dogal substrat tanimlanamamustir (Nicolet vd., 2003). Hidrolizledigi
esterlerin en onemlileri dubukaindir ve siiksinilkolindir (Pohanka vd., 2011). Alzheimer
hastaliginin ilerleyen agsamalarinda BChE, ACh hidrolizinde gorev olmaya baslar ve her
iki enzim i¢inde etkili olan inhibitérler daha uzun siire etkin olur (Rodriguez-Franco
vd., 2005). Alzheimer hastaliginin tedavisinde baslarda BChE enzim aktivitesi artarken,
tedavi devam ederken enzimin aktivitesi azalir. Bu sebeple hastaligin biyo belirteci
BChE enziminin konsantrasyon miktar1 olur (Das vd., 2012). Alzheimer hastaliginin
son evrelerinde beyinde belirli bolgelerde BChE aktivitesi artarken AChE enzim
aktivitesi ciddi oranda diiser (Greig vd., 2001). Kontrolstizce reaktif tiirlerin olusmasi ve
antioksidanlarin yetersizligi sonucu olusan oksidatif stres de Alzheimer hastaliginin
erken evrelerinde ciddi hasarlara sebep olur (Omar vd., 2017). Bu nedenle antioksidan
yetenegi yliksek kolinesteraz enzim inhibitdrleri tercih sebebi olurlar

Calismamizda inceledigimiz hordenin maddesinin de AChE ve BChE enzimlerini

inhibe edici 6zellikleri arastirilacaktir ve elde edilen sonuglar rapor edilecektir.

1.5. Alzheimer Hastahg

Bunama olarak halk i¢inde adlandirilan demans hastaliginin en yaygin goriilen
hali Alzheimer, ¢esitli nedenlerle beyin hiicrelerinin 6lmesinden dolay1 kisinin biligsel
fonksiyonlarmin gerilemesine sebep olan geri doniisiimsiiz norolojik bir hastaliktir.
Alzheimer ile azalan beyin hiicreleri ile biiziiserek kiiglilen beyin sonucunda hafiza
problemleri, rutin aktivitelerini gergeklestirme gugliigii ve kisisel 6zelliklerinde
degismeler olusmaktadir (Temel, 2008; Gengay, 2013).

Alzheimer hastaliginda goriilen ndéron ve akson kaybi ACh’nin diislik
konsantrasyonlarda salinimina sebep olur. ACh saliniminin daha diisiik olmasi, sinir
iletiminde yani bilgilerin aktariminda sorun olusturmaya baslar. Bu sorunu ¢6zmek icin
ACh igeren maddeler verip ACh diizeyini arttirmak veya ACh hidrolizleyip miktarinin
azalmasina sebep olan AChE’nin inhibe edilmesi uygulanan yontemlerdendir. ACh’nin
sinaptik boslukta miimkiin oldugunca uzun tutulmasi, hastaligin tedavisinin temeli
olarak goriiliir. Bu amagla hastaligin tedavisinde takrin, donepezil ve rivastigmin gibi
AChHE inhibitérleri sik¢a kullanilir. Yapilan ¢aligsmalarla kullanilan bu kimyasallarin
viicutta karaciger hasar1 ve sindirim sistemi bozukluklar1 gibi sorunlara yol agtigi
gbzlendiginden, onlarin yerine daha etkili ve giivenilir dogal AChE inhibitorleri
aragtirtlmaktadir (Temel, 2008; Gengay, 2013; Goger vd., 2013). Alzheimer hastaliginda
kullanilan ilaglarda azot i¢eren heterosiklik yapilarda kimyasallar bulunur (Temel, 2008;
Gengay, 2013; Goger vd., 2013). Bu yapilar AChE enzimini inhibe eden bir 6zellige



sahiptir. Bu ¢alismamizda inceledigimiz hordenin maddesinin bdyle bir madde oldugu

diistiniilmektedir.

1.6. Serbest Radikaller

Oksijen, canli hayati i¢in onemli ve gerekli bir elektron alicidir. Bitkilerin
fotosentez sonucu aciga ¢ikardigi serbest oksijen atmosferde %21 oraninda bulunur.
Oksijenli solunumla beraber canlinin biinyesine aldig1 oksijenin %90°lik kismu elektron
transport zincirinde (ETS), geri kalan kiiciik miktar1 ise oksijen gerektiren diger
reaksiyonlarda kullanilir (Nar, 2011). Oksijen, elektron transport zincirinde
mitokondriler tarafindan enerji (ATP) iiretiminde kullanilir. ATP iiretimindeki esas,
flavin adenin diniikleotid (FAD) nikotin adenin diniikleotid (NAD), flavin
mononiikleotid (FMN), gibi elektron tastyicilart aracilifiyla enerjice zengin (yag asidi,
glukoz ve amino asitlerin karbon iskeleti) maddelerin oksidasyonudur. Mitokondrilerde
oksijen kullanilarak ATP iiretildigi bu dogal siiregte H,O,, O,” ve OH' gibi reaktif
oksijenlere reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak tanimlanir. Bu ROS’nin serbest

radikaller olusturacagi pek ¢ok caligmayla kanitlanmistir (Giilgin, 2020).

.0:0- +0:0: :0:0:
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Sekil 10. Reaktif oksijen tiirleri (Aslan ve Karahalil, 2019)
Serbest radikal tiirlerinin ¢ogu, oksijenin mitokondrilerde suya indirgenmesi ile

olusur. Haliyle, oksijen organizmadaki radikallerin de kaynaklarindan biridir. Oksijenin

farkli orbitallerde ortaklasmamus tek elektronlar1 vardir (Temel, 2008).
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Sekil 11. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi (Aslan ve Karahalil, 2019)

Serbest radikaller, yapilarinda tek sayida elektron bulunan (ortaklagsmamis
elektronlu) ve bu atomik veya molekiiler yapisindan dolayr kararsiz, kisa Omiirli,
molekiil agirlig: kiigiik ve oldukea aktif molekiillerdir (Abdollahi vd., 2003). Hiicredeki
baska molekiillerle etkilesime giren Serbest radikallerin ortaklasmamis elektronlari,
hiicreye hasar verirler. Hiicre ve dokulari bu zarardan korumak icin oksidan ve
antioksidan sistemlerin dengede olmasi1 gereklidir. Bu dengenin bozulmasi olay:
oksidatif stres olarak adlandirilir (Giilgin, 2020). Canli organizmada normalden fazla
serbest radikal iiretimi ya da antioksidan savunma sistemi yetersizligi sonucu olusacak
oksidatif stres, hiicre hasar1 hatta hiicre 6liimiine sebep olur (Akyol, 2004).

Serbest radikaller organizmada, eksojen ve endojen kaynaklarca iiretilebilir. Bu
tiretim hiicrede siireklidir (Aksoy, 2002).

Tablo 1. Endojen ve ekzojen serbest radikal kaynaklar (Aksoy, 2002).

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar
Oksidan enzimler Pestisitler
Oksidasyon tepkimeleri Ilag oksidasyonlari
Redox tepkimeleri Sigara, alkol
Mitokondriyal elektron transport zinciri Giines 15181
Fagositik hiicreler Is1 soku
Endotelyal hiicreler

Kararsiz yapili serbest radikal, ortaklasmamis elektronunu esleyip kararli hale
gecmek icin etrafindaki birlesiklerden elektron almak ister. Serbest radikalin elektron
aldig1 birlesik, yeni bir serbest radikale doniisiir. Bdylece olusan zincirleme reaksiyonlar
metabolizmaya zarar verir ve canli i¢gin bir tehdit unsuru haline gelir. Bu reaksiyonlar,
antioksidanlarca sonlanana kadar devam eder. Serbest radikallerin ger¢eklestirdigi bu

tepkimeler temelde dort sekilde gerceklesir. Serbest hidrojen atomu olan bir molekiille
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etkilesip kendisi hidrojen atomunu baglayarak kararli hale gegerken, diger molekiilii
serbest radikale doniistlirebilir. Stabil bir molekiille reaksiyona girip sonugta yine bir
radikal olusturabilir. Iki serbest radikal tepkimeye girerek kararli bir bilesik olusturabilir
ve benzer iki radikal tepkimeye girerek her ikisi de kararli halde molekiillere doniisebilir
(Yamada vd., 2005; Temel, 2008).

Serbest radikaller immun sistemini disiirdiigiinden bir¢ok hastaliga ve erken
yaslanmaya neden olurlar. Bu sebeple antioksidanlar, hiicre koruma ve dokularin
bozulmasiyla ortaya c¢ikan hastaliklara karsi korunmada biiyiilk bir 6neme sahiptir.
Yapilan pek ¢ok calisma, antioksidanlarin serbest radikallerin zararli etkilerinden

korudugunu ortaya koymustur (Gékpinar vd., 2006).

1.7. Antioksidanlar

ROS olusturmamak, bu maddelerden kaynaklanan hasarlarin oniine gegmek ve
detoksifikasyonu saglamak igin organizmada galisan savunma sistemine “antioksidan
savunma sistemi” ya da “antioksidan” olarak tanimlanir (Goékpinar vd., 2006).
Antioksidanlar, serbest radikallerin zararlarin1i engelleyip onlar1 organizmadan
temizleyen maddelerdir. Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif strese karsi en
onemli kurtaricilardandir (Huang vd., 2005).

Antioksidanlar, ilk olarak ikinci Diinya Savasi’ndan énce gidalar1 korumak igin
kullanilmigtir. Bu ilk antioksidanlar dogal maddelerdi. Zamanla, bu dogal
antioksidanlarin yerini daha ucuz, daha tutarl ve yiiksek saflikta antioksidan 6zelliklere
sahip sentetik maddeler ald1 (Giilgin vd., 2002).

Antioksidanlar, insan viicudu tarafindan dogal olarak iiretilebilir veya disaridan
diyetle birlikte alinabilirler. Viicutta iiretilen endojen antioksidanlar, enzim gorevi
yapan ve enzim olmayan antioksidanlarken, disaridan aldigimiz eksojen antioksidanlar
sentetik ve dogal antioksidanlardir. Endojen ve eksojen antioksidanlarin her ikisi de
serbest radikalleri etkisiz hale getirip temizleyici olarak ¢alisir. Bdylece savunma

sisteminin hastaliklara kars1 koruyucu etkisini artirirlar (Giilgin, 2012).

Tablo 2. Endojen ve eksojen antioksidanlar (Giilgin vd., 2003b).

Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Ekzojen antioksidanlar
Kiigiik Enzimler Dogal Sentetik
molekiiller
Adrenalin Glutatyon reduktaz Katekinler BHT
Askorbik Asit Peroksidaz Flavonlar TBHQ
Serotonin Katalaz Karotenler Propilgallat
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Tablo 2. (Devami)

Antioksidanlar

Melatonin Glutatyon Fenoller BHA
peroksidaz

Glutatyon Stiperoksit Tokoferoller EDTA
dismutaz

Endojen antioksidanlar: Metabolizmada dogal olarak meydana gelen
antioksidanlardir. Enzimler ve enzim olmayan diye 2 farkli kategoriye ayrilirlar. Enzim
grubunda yer alan antioksidanlara; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSHPXx),
stiperoksit dismutaz (SOD), orneklendirilebilir. Antioksidan enzim olmayanlar i¢inde
miyoglobin, melatonin, hemoglobin, serotonin, bilirubin gibi pek ¢ok molekiil
sayilabilir (Giilgin vd., 2003).

SOD enzimi, organizmay1 olusturan tiim hiicreler igin esansiyeldir. Bes farkli
formu vardir. Viicutta bol miktarda bulunan, Mangan-SOD (Mn-SOD) mitokondrilerde,
bakir-¢inko (CuZn-SOD) sitoplazmada tespit edilmistir (Kiregci, 2018).

20,7 + 2H" — H,0, + (o]}

SOD enzimi, siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit molekiiliine doniisim
reaksiyonunu katalizlemektedir. Bu enzim, siiperoksit radikalinin (O ") zararlarina karsi
oksijeni metabolize ederek hiicreyi korur (Aslankog¢ vd., 2019). SOD’un antioksidan

etkilerinden biri de siiperoksit ile Fe**-Fe*" indirgenme reaksiyonunda etkin rol alarak

ile Hidroksil rakilali (OH’) olusumunu engeller (Kiregci, 2018).

GSHPx, ozellikle mitokondride ve kismen sitozolde yer alarak hidrojen peroksidi
suya doniistiiren temel bir antioksidan enzimdir. Diger antioksidan mekanizmalarla
birlikte calisarak hiicreyi oksidatif tehditlerden korur ve E vitamini yetersiz oldugunda
hiicre zarinin peroksidatif hasar gérmesini onler (Fattman vd., 2003). GPx’in etkinligi
selenyum diizeylerinden etkilenmekte olup, bu durum enzimi selenyuma bagimli ve
bagimli olmayan formlara ayirmay1 miimkiin kilar. SOD, siiperoksit radikalini elektron
transferiyle H,O,’ye doniistliriirken, selenyum ve katalaza bagimli GPx olusan H;0;
molekiiliinii suya pargalar (Cnubben vd., 2001). Arastirmalar, GPx diizeylerindeki
azalmanin antioksidan savunma aginin zayiflamasina yol acgtigini ortaya koymaktadir.
Bu savunma kaybi, hiicre zarindaki yag asitleri ile fonksiyonel proteinlerde oksidatif
hasarin birikmesine, bunun sonucunda ndrotoksisite, norodejeneratif siirecler ve kalici

doku hasarinin gelismesine neden olur (Chabory vd., 2009).
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Katalaz (CAT); Bu enzim peroksizomlarda bulunan, yapisinda dort hem grubu
olan bir enzimdir. H,O,’yi su ve oksijene doniistiriir. Hidroksil radikali (OH-)
Olusumunu O6nlemek igin calisir (Aslankog¢ vd., 2019). Sican kalbinde bulunan
mitokondri harici memeli hiicrelerinin mitokondrilerinde yoktur (Ighodaro ve Akinloye,
2018).

Mitokondri iginde bulunan molekiiler oksijen suya doniistiriiliirken, toplam
oksijen tiiketiminin yaklasik %1-2’si hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi sitotoksik
reaktif tiirlerin olusumuna yol agar. Bu radikaller mitokondri yapisina zarar verebilir.
Hiicre, bu tiir oksidatif hasar1 6nlemek ic¢in antioksidan savunma mekanizmalari ile
tepki gosterir. Mitokondride meydana gelen siiperoksit radikalleri 6ncelikle Mn-SOD ve
glutatyon peroksidaz enzimleri araciligiyla etkisiz hale getirilir. Buna karsin, H,O2’nin
bir kismi1 mitokondriyi terk ederek sitoplazmaya gecer (Radi vd., 1991). Sitoplazmada
biriken H,O2’nin zararsiz hale getirilmesi ise katalaz (CAT) enzimi tarafindan saglanir.
(Radi vd., 1991).

Peroksizomlardan sentezlenen CAT, glutatyon peroksidaza gore daha yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O,’yi temizler (Radi vd., 1991). Glutatyon peroksidazin
H.0,’ye karst Ky, degeri katalaza gore daha disiiktiir. Yani, glutatyon peroksidaz daha
kiiciik konsantrasyonlarda H,0,’yi pargalar.

Melatonin (N-asetil-5-metoksi triptamin), pineal bez tarafindan salgilanan ve
karanlikta iretildigi bilinen giiclii bir antioksidan hormondur. Bu hormon; hiicre
yenilenmesini  destekleme, bagisiklik sistemini gliclendirme, uyku dongiisiini
diizenleme ve viicut 1sisinin kontroliine katki saglama gibi birgok dnemli biyolojik islev
iistlenir (Claustrat vd., 2005). Hem suda hem de lipit fazinda ¢6ziinebilmesi sayesinde,
hiicre zarindan organellere ve ¢ekirdege kadar tiim hiicre i¢i yapilara kolayca ulasarak
serbest radikallerin olusturdugu hasara karsi koruma saglar (Pandi-Perumal vd., 2008).
Melatonin, hidroksil radikali (OH) gibi en reaktif serbest radikalleri bile etkisiz hale
getirebilen oldukea giiclii bir antioksidan olarak tanimlanmaktadir (Giilgin vd., 2002).

Melatonin, sahip oldugu cesitli biyokimyasal 6zellikler nedeniyle B-karoten, E
vitamini ve C vitamini gibi klasik antioksidanlardan ayrilir. Diger antioksidanlarin
aksine redoks dongiisiine katilmaz ve radikal olusumuna yol acan reaksiyonlara
girmekten kagmir. Ayrica yliksek dozlarda bazi antioksidanlarin prooksidan etki
gosterebildigi bilinmesine karsin, melatoninin belirli prooksidan enzimleri baskilayarak
serbest radikal iiretimini azalttigt ve bu yoOniiyle antioksidan savunma sistemini

destekledigi bildirilmektedir (Pandi-Perumal vd., 2008).
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Ekzojen antioksidanlar: Endojen antioksidanlarin koruyucu etkisini artirmak
amaciyla antioksidan Ozellige sahip ancak organizma ig¢inde iiretilmeyen, disaridan
alian pek c¢ok ajan bulunmaktadir. Disaridan alinan bu ajanlara ekzojen antioksidanlar
denir. Ekzojen antioksidanlar dogal ve sentetik olarak iki grupta siiflandirilabilir
(Giilgin vd., 2002).

Dogal antioksidanlarin serbest radikalleri etkisiz hale getiren pek ¢ok bileseni
vardir. En cok bilinen dogal antioksidanlara ornek olarak tokoferoller, vitamin C,
fenolik bilesikler sinifindan olan karotenoidler ve flavonoidler verilebilir (Giilgin,
2012). Bitki tohum, gévde ve yapraklarinda da oldukg¢a fazla antioksidan bulunur. Bu
nedenle insan diyetinde meyve ve sebze miktarinin fazla olmasi, viicudun pek cok
hastaliktan korunmasini saglar (Ak ve Giilgin, 2008; Giilgin, 2012).

B-Karoten (Vitamin A), yagda c¢oziinebilen bir karotenoittir. A vitaminine
dontisebilen bir provitamindir. Retinada retinole doniisiir ve karanlikta goriisii destekler.
Giglii bir antioksidan ve iyi bir oksijen temizleyicisidir (Pham-Huy vd., 2008).

B-karoten, lipoproteinlerin (LDL) yapisinda yer aldigindan, diisiik yogunluklu
LDL oksidasyonunu korur. Bdylece hiicre membranlariin ve dokularin yikimina sebep
olan zararli radikalleri inaktive edebilmektedir (Unlii, 2001).

Tokoferoller (E vitamini), yagda ¢6ziinebilen en énemli antioksidan molekiildiir.
Tokoferoller ve tokotrienollerin sekiz farkli tipi vardir. Bunlar; a, £, y, J alt grup olarak
siralanmaktadir. Biyolojik olarak en aktif formu a-tokoferoldiir (Goti vd., 2001).
Sentezleri sadece bitkisel organizmalar tarafindan olur. a-tokoferol formu, kloroplast
membranlarinda yer alirken bitkiyi oksidatif strese karsi korur (Hofius ve Sonnewald,
2003).

Poliansatiire yag asitleri, hidrokarbon zincirindeki en az iki veya daha fazla ¢ift
bag iceren doymamis yag asitleridir. E vitamini, hiicre zar1 fosfolipitlerinin i¢erdigi bu
poliansatiire yag asitleri i¢in koruyucu bir savunma hatti olusturur. Siiperoksitleri,
hidroksil radikalleri, lipit peroksitleri gibi pek c¢ok radikali indirger. Lipit
peroksidasyonunu zincir kirict etkisi ile sonlandirir (Gokpmar vd., 2006). Hiicre
membranlarindaki lipit peroksidasyonu sonucu olusan radikallere karsi koruyucu etki
saglar. Ayrica membranlarin akiciligini ve gegirgenligini diizenler. Membranlar1 zararl
etkilerden korumak igin membranlardaki yag asitleri ve lizofosfolitlerle kompleks
olusturur (Hofius ve Sonnewald, 2003).

Askorbik asit (C vitamini), suda ¢oziinen ve ¢ogu meyve ile bitkide bulunabilen
bir antioksidandir. Kolay elektron verebilen ve kendiliginden okside olabilen bir yapisi
vardir (Giilgin, 2012).
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Askorbik asit, rediikte edici (elektron verici) bir ajan oldugu i¢in molekiiler
oksijen, nitrat, sitokrom a ve c’yi indirgeyebilir. Bir elektronun verilmesi sonucu
askorbat, semidehidroaskorbat (DHA) radikaline doniisir. DHA olusturmak igin
stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile askorbat reaksiyona girer. DHA, vitamin C

kaynag1 olarak islev goriir (Kiregci, 2018).

Askorbik asit + 20, + 2H" — H,0, + DHA

Karotenoidler, ‘OH, alkoksil ve peroksil grubu radikalleri direkt etkileyen
antioksidanlardir. Lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu oOnleyebilirler. f-karoten,
singlet oksijeni bastirabilir. Likopen, singlet oksijen uzaklastirici en giiglii karotenoiddir
(Aslankog vd., 2019).

Karotenoidler temel olarak iki grupta incelenir: Yapilarinda yalnizca karbon ve
hidrojen bulunan karotenler ve en az bir oksijen atomu iceren oksokarotenoidler
(ksantofiller). p-karoten, o-karoten ve likopen, karoten grubunun onde gelen
tiyeleriyken, zeaksantin, lutein, a- ve p-kriptoksantinler, astaksantin ve kantaksantin
onemli ksantofillerdir (Stahl ve Sies, 2005).

Karotenoidler, A vitamini sentezinde onemli rol oynar. Antioksidan &zellikleri
konjuge yapida reaktif ¢ift bag igermelerinden kaynaklanir. Karotenoidlerin basta
akciger kanseri olmak iizere kanser Onleyici etkisi olduguna iliskin giiclii kanitlar halen
gozlenmektedir (Tee, 1992).

Urik asit, piirin metabolizmasinim son iiriiniidiir. Endojen antioksidanlardan kabul
edilir. Singlet O,, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI i¢in iyi bir temizleyicidir. Lipit
peroksidasyonunu engelleyerek koruyucu olarak gorev yapabilir. Gegis metallerini
selatlar (Kumar vd., 2015). Giiglii bir serbest radikal siipiiriicii olmasinin yani sira demir
ve bakir gibi metal iyonlarinin selatorleri olarak da hareket eder (Waring, 2002).

Taurin, sistein ve metiyoninden sentez edilir. Hiicre membran stabilizasyonu,
hiicre i¢i kalsiyum seviyesi diizenlenmesi, safra asidi konjugasyonu ve kolesterol atilimi
gibi gorevler1 vardir. HOCIl’y1 N-klorotaurine doniistiirerek hiicre igerisinde
olusabilecek  oksidan hasar1  engeller (Aslanko¢ vd., 2019). Kalsiyum
konsantrasyonunun artmast merkezi sinir sisteminde enerji iretimini engeller. Taurin,
hiicreleri hipoksiden korumak i¢in kalsiyum konsantrasyonunun agiri artmasina engel
olur. Taurin, antioksidan yapis1 ile membran fosfolipitlerini etkileyip lipit

peroksidasyonunun oniine geger. Lipit peroksidasyonunun son iriinii malondialdehit
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(MDA) diizeyini diisiiriir. Ayrica antioksidan yapisiyla siilfonik asit grubuyla serbest
metal iyonlar1 ve oksidan metallerle baglanabilir (Huxtable, 1992).

Alblimin, plazmadaki énemi ve etkisi yiiksek antioksidanlardandir. Yapisindaki
sistein 34’{in indirgenmesi sayesinde albiimin hidroksil temizleyebilir. Hipokloroz asit,
gliclii bir oksidan bilesigi olusturur. Notrofil ve monosit gibi aktif fagositler,
myeloperoksidaz enzimini saliverir. Bu enzim, hipokloréz asidin (HOCI) olugsmasini
katalize eder. Alblimin, olusan HOCI oksidanlarin1 temizleyebilir; boylece HOCIl’nin

oncelikli biyolojik hedefindeki a-antiproteazin degistirilmesinin 6niine geger (Roche
vd., 2008).

Tablo 3. Ana antioksidanlarin siniflandirilmasi (Caylak, 2011).

Antioksidan Enzimler Rolii Ozellikleri
Superoksit dizmutaz 0, i H,0,’ye déniistiiriir. Manganez igerir.
(SOD) Bakir ve ¢inko igerir.
Manganez ve demir igerir.
Nikel igerir.
Bakir igerir.
Katalaz (CAT) H,0,’yi H,O’ya gevirir. Peroksizomlerde yer alan
tetramerik bir
proteindir.
Glutatyon peroksidaz (GPx) H,0, ve lipit peroksitlerini Selenoprotein (Se*? igerir),
etkisizlestirir. daha ¢ok sitozolde, az
olarak mitokondride bulunur
ve GSH kullanir.
Antioksidan Vitaminler Rolii Ozellikleri
a-tokoferol Lipit peoksidasyonunu kirar. Yagda ¢oziiniir.
Lipit peroksitlerini O, ve OH’yi
temizler.
B-karoten Peroksi radikalleri ile O,” ve Yagda ¢oziiniir.

OH'yi temizler. Vitamin A'nin
oksidasyonunu onler.
Gegcis metallerini baglar.

Askorbik asit Direk olarak O,", OH' ve Suda ¢6ziiniir.
H,0,’yu temizler.
Notrofiller tarafindan uyarilan
antioksidanlar1 notralize eder.
Vitamin
E’nin rejenerasyonunu saglar.

1.8. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, en etkili ve 6nemli dogal antioksidan gruplarindandir. Bitkinin
biitiin boliimlerinde yer alabilmektedirler. Aromatik halka sahibi, birden fazla hidroksil
(OH") grubu iceren organik bilesiklerdir. Bitki kokenlidirler ve bitkilerde bolca

bulunurlar. Bilinen en etkili bitkisel fenolik antioksidanlar sinnamik asit tiirevleri,
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flavonoidler, tokoferoller, kumarinler ve fenolik asitlerdir. Antioksidan 6zelligi yiiksek

molekiillerin disaridan alinmasi sarttir (Giilgin, 2012; 2020).

Tablo 4. Fenolik bilesiklerin gruplandirilmasi (Giilgin, 2012)
Fenolik Bilesikler

Fenolik Asitler
Hidroksisinamik Asitler
Hidroksibenzoik Asitler

Flavonoidler
Antosiyanidinler
Flavonlar/Flavonoller
Katesinler (flavanoller)
Izoflavonoidler
Proantosiyanidinler
Flavanonlar

Fenolik bilesikler, aromatik halkalarindaki oksijeni kolayca vererek protein,
niikleikasit, karbonhidrat gibi biyolojik molekiillerin ve lipitlerin oksidasyonunu onler
(Burda ve Oleszek, 2001). Bu bilesik sinifindan sayilan flavonoid ve fenolik asitlerin
antioksidan kapasiteleri ¢ok yiiksektir. Bu bilesiklerin antioksidan kapasiteleri, aromatik
halkaya bagli olan hidroksil grubu sayis1 ve konumuna gore farklilik gosterir (Giilgin,
2012).

Tablo 5. Flavonoid alt siniflar1 (Giilgin, 2012)
Flavonoid Alt Sinifi

Diyet Flavonoidleri (aglikonlar)

Baz1 Yaygin Gida Kaynaklar1

Antosiyanidinler

Siyanidin, Delphinidin, Malvidin,
Pelargonidin, Peonidin, Petunidin

Kirmizi, mavi ve mor meyveler;
kirmizi ve mor liztimler; kirmizi

sarap
Flavan-3-ols Monomerler (Katesinler): Caylar (6zellikle beyaz, yesil ve
(+)-Katesin, (-)-Epikatesin, (-)- oolong), kakao bazli iiriinler,
Epigallokatesin, (+)-Gallokatesin; iziimler, meyveler, elmalar
ve bunlarin gallat tiirevleri
Dimerler ve Polimerler: Elmalar, meyveler, kakao bazl
Proantosiyanidinler uriinler, kirmizi1 tiziimler, kirmizi
sarap
Theaflavinler, Thearubiginler Siyah ¢ay
Flavonoller Isorhamnetin, Kaempferol, Sogan, yesil sogan, kara lahana,
Myricetin, Quercetin brokoli, elma, meyveler, ¢aylar
Flavonlar Apigenin, Luteolin, Baicalein, Maydanoz, kekik, kereviz, aci
Chrysin biber
Flavanonlar Eriodictyol, Hesperetin, Naringenin  Turunggiller ve meyve sulart,
Ornegin portakal, greyfurt, limon
Izoflavonlar Daidzein, Genistein, Glisit, Soya fasulyesi, soya gidalari,

Biochanin A, Formononetin

baklagiller

Fenolik bilesikler, gecis metalleriyle selat olusturabilmeleri, zincir kirma islevleri,

elektron veya hidrojen verme ozelliklerinden dolayi iyi birer antioksidandirlar. Serbest
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radikallerin hiicreye giremesini engellemek i¢cin membranlarin gegirgenligini azaltir ve
lipidlerin yerlesim sirasim1 degistirirler. Peroksidasyon reaksiyonlarmi sonlandirirlar.
Bitki hiicrelerinde meydana gelen H,O; nin siipiiriilmesi reaksiyonlarinda da etkilidirler
(Paganga vd., 1999; Harborne ve Williams, 2000).

Bitkilerin yaprak, tohum ve koklerinden izole edilen ve fenolik bilesikler olan
flavonoidler, aromatik aminoasit olan tirozin ve fenil alaninden olusmaktadir. Radikal
stiptiriicii ve metal selatlayici etkileri ¢ok yiiksek oldugu bilinmektedir (Giilgin, 2012).

Karotenoidlerde, fenolik karaktere sahip yagda ¢oziinen antioksidanlardandir.
Domates, havug, portakal gibi meyve ve sebzelerin sari, turuncu, kirmizi ve yesil
renklerini olustururlar (Frel, 1994). Kanserli hiicrelere miidahaleleri ve tiimorlerin
biliylimelerini engelleme 6zellikleri vardir (Kahyaoglu ve Kivang, 2007). B-Karotence
zengin diyetleri olan metabolizmalarda kalp rahatsizligi, hepatosit ve dermatolojik
kanserlerin goriilme ihtimali diisiik oldugu gozlenmistir (Harvey ve Champe, 2007).

Sentetik antioksidanlar, onceleri gida maddelerinin uzun Omiirlii olmalar1 igin
endiistride kullanilmistir. Bu antioksidanlarin en bilinenleri biitillenmis hidroksi toliien
(BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), propilgallat (PG) ve tersiyer biitil hidrokinon
(TBHQ) dur (Giilgin, 2012). Sentetik antioksidanlarin ucuz olmalari, kat1 ve sivi
yaglarin ¢ozilintirliiklerinin artirilmasi gibi yararli islevleri yaninda, kanserojen ve toksik
etkilerinin olmasindan dolayr kullanimlar1 yasal olarak kisitlanmistir (Wichi, 1988,
Sherwin, 1990, Hudson, 1990). Bu yiizden dogal antioksidanlara olan ilgi son yillarda
artmistir. Ayrica, tliketicilerin tercihlerinin dogal antioksidanlara dogru doniismesi de
sentetik antioksidanlarin yerini dogallar ile degistirme ¢aligmalarini artirmistir (Giilgin,
2006b; 2012).

Canli organizmadaki serbest radikal/antioksidan dengesi, saglikli yasamin devami
icin ¢ok Oonemlidir. ROS olusumunun 6niine gegek i¢in, bu maddelerden dolay1 olusan
hiicre hasarindan korumak ve organizmanin kendisine zararli olan toksik maddelerden
arinmasini saglamak icin viicutta ¢alisan savunma sistemlerine “antioksidan savunma
sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir. Antioksidan savunma sistemi dort yolla
etki gosterir (Gokpinar vd., 2006).

Siiptiriicii etki: Serbest radikalleri etkileyerek tutup yok eder. Antioksidan
enzimler ve kiiciik molekiiller bu sekilde etki ederler. Inaktif sekle doniistiiriicii etki:
Hidrojen aktarimi yaparak serbest radikallerin aktifliklerini azaltirlar. Flavonoidlerin ve
vitaminlerin etki sekli boyledir.

Zincir kirict etki: Serbest radikallerin zincirlerini kirip ¢alismasini engellerler.

Bunlara 6rnek olarak mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin gdsterilebilir.

19



Onarict etki: Digerleri serbest radikalleri inaktif hale getirmek igin calisirken,
onarici etkide serbest radikallerin yol actig1 hasarlarin onarilmasi esas alinir (Gokpinar

vd., 2006).

1.9. Hordenine (Anhaline) (Hord, 4-(2-Dimetilaminoetil) Fenol )

N
|
Sekil 12. Hordenin

Kara bitkilerinden ilk defa 1894 yilinda Anhanolium fissuratus’tan izole edilerek
elde edilen (Heffter, 1894) hordenin (HOR), 1969°da bir deniz yosunundan izole edilen
ilk alkaloit olarak da bilinir (Giiven vd., 1970). Bir¢ok bitkide dogal olarak bulunabilen
(Su vd., 2018) HOR bilesiginin yapisi 1906’da agikliga kavusturulmus bir feniletilamin
alkaloididir. Halka disinda azot tasiyan proto-alkaloitler grubuna dahildir ve p-
hidroksifenil metil dimetilamin formiiliine sahiptir (Tanker, 1990). Tiraminin metil

transferaz enzimi ile iki kez metillenmesi ile olusur (Hapke ve Strathmann, 1995).

B —————— B ———
metiltransferaz m metiltransferaz m
HOmHz HO AN HO AR

Triamin N-Metiltriamin N,N-Dimetiltriamin
(HORDENIN)

Sekil 13. Tiramin metilasyonu

HOR (glutelinler) ve hordein (prolaminler) arpanin (Hordeum vulgare) baslica
depolama proteinleridir. HOR, sadece arpanin ¢imlenmesi sirasinda ve 3-9 giin
icerisinde maksimum konsantrasyonuna ulasir; fide yasi arttikca bu konsantrasyon
azalir (Rietschel, 1937; Mann vd., 1963). Arpa igeren hayvan yemlerinin yutulmasindan
sonra atlarin kaninda ve idrarinda HOR saptanabilir. Yaris atlari i¢in bu durum yasakli
madde kullanimi olarak sayilabilir (Hapke ve Strathmann, 1995).

HOR, anti-inflamatuar ve antioksidasyon aktiviteleri dahil olmak tizere ¢esitli
biyolojik aktivitelere sahiptir (Zhang vd., 2021). HOR, biligsel yetenegi artiran

nootropik (farmasotik olmayan bilissel giiglendiriciler) bir bilesiktir (Hoffman vd.,
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2009). Norepinefrin seviyesini artiran bir monoaminoksidaz B (MAO-B) inhibitoriidiir
ve bu nedenle norepinefrin ve noradrenalin alim inhibitorii olarak kabul edilir (Frank
vd., 1990).

HOR’un diyabetik nefropatide anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu (Su vd.,
2018) ve Pseudomonas aeruginosa ile Serratia marcescens’e karsi bir g¢ekirdek
algilama inhibitorii oldugu (Zhou vd., 2018; Zhou vd., 2019) gesitli ¢alismalarda
gbzlenmistir. Bu c¢aligmalar, inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in HOR’un bir ilag
aday1 olarak potansiyeli oldugunu gostermektedir (Zhou vd., 2019).

Akut solunum sikintis1 sendromu ve akut akciger hasari, gii¢lii bir inflamatuar
yanitin eslik ettigi akciger dokusunun hasar gordiigii solunum yolu hastaliklaridir (Butt
vd., 2016; Komiya vd., 2017). Zhang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, HOR’un
inflamatuar sitokin artiglarini in vivo ve in vitro olarak inhibe ederek lipopolisakkarit
kaynakli ALI’yi hafiflettigi gézlemlenmistir. Bu gozlenen inflamatuar hastaligi 6nleme
potansiyeli ise HOR’un inflamatuar hastaliklarin tedavisi ic¢in ilag adayr oldugunu
gostermistir (Zhou vd., 2019; Zhang vd., 2021).

Insan akciger kanseri (A549 ve H1299) hiicrelerinin hiicre canlilig1 {izerindeki
etkisinin arastirlldigi bir ¢alismada, secilen kanser hiicrelerinin hiicre canliligina
erismek icin hiicreler artan konsantrasyonlarda HOR ile tedavi edilmistir. Hiicre
canliligr c¢aligmasi sonuglari, HOR’un doza bagimli bir sekilde A549 ve H1299
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini
engelledigi bulunmustur. Akciger kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki 6nemli sitotoksik
etkisi ve PDK3 kinaz aktivitesini inhibe etmek icin yeni bir yap1 iskelesi olabilmesi,
HOR’un akciger kanseri ve diger PDK3 ile iligkili hastaliklarin terapotik yonetiminde
¢ok etkili oldugunu ortaya koymustur (Anwar vd., 2020).

Piruvat dehidrojenaz kinaz 3 (PDK3), farkli hiicrelerin biiylimesi ve hiicre
dongiisti regiilasyonu ile iligkili 6nemli bir enzimdir (Lu vd., 2011; Xu vd., 2019).
PDK3"in agir1 ekspresyonu, farkli kanser hiicrelerinin biiylimesine yardimci olur
(Koukourakis vd. 2005). Cesitli ¢alismalarda sentetik ve dogal maddeler ile PDK3’{in
inhibisyonunun kanser hiicresi biiyiimesinde bir azalmaya yol agtig1 ortaya ¢ikmistir
(Yang ve Guo 2018; Sur vd., 2019; Feng vd., 2019). Anwar ve arkadaslari, HOR’un
PDK3’e giiclii bir sekilde baglanip kinaz aktivitesini azalttigini gozlemlemistir.
HOR’un umut verici bir anti-kanser kullanimi ile potansiyel bir PDK3 inhibitorii
oldugunu ileri stirmiislerdir. Dolayisiyla, HOR kendisinden veya tiirevlerinden, kanserin
ve diger PDK3 ile iligkili hastaliklarin klinik yonetimi i¢in giliclii ve secici PDK3

inhibitorlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecegi gortilmiistiir (Anwar vd., 2020).
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Ayrica, beslenme davranisini engeller. Bocekler ve insanlar iizerinde idrar
soktiirticti etkisi vardir. Merkezi sinir sistemini etkiler (Schweitzer ve Wright, 1938).
HOR, bagirsak peristaltizmini azalttigindan antidiyareik olarak kullanilir (Tanker,
1990). Kalp tizerinde olumlu bir inotropik etkiye sahiptir; sistolik ve diyastolik kan
basinci, periferik kan hacmi ve bagirsak hareketini engeller (Hapke ve Strathmann,
1995).

Diinya capmnda diyabet ve iligkili metabolik hastaliklarin prevalansi carpici
bicimde artmistir. Diyabetin farmakolojik tedavisi halen sinirlidir. Streptozotosin (STZ)
ile indiiklenen diyabetik farelerde HOR’un olasi anti-diyabetik etkisini aragtirmak igin
tasarlanmis bir ¢alismada (Su vd., 2018), HOR ve insiilin kombinasyonunun, diyabetik
farelerde kan sekeri seviyesini diisiirdiigli gozlemlenmistir. HOR ve insiilin, diyabetik
farelerde bobrek hasarini iyilestirmek icin sinerjistik olarak islev gérmiistiir. Bobrekte
antioksidan savunmay: artirmak, inflamasyonu ve fibrozu inhibe etmek i¢in sinerjik
roller oynamustir. Diyabetik nefropatiyi 6nledigi goriilmistiir (Su vd., 2018). HOR ve
insiilinin kombine tedavisi, diyabetik farelerde aclik ve tokluk kan sekeri seviyesini
onemli Olciide azaltmistir. HOR ve insiilin, pankreasin yapisal ve fonksiyonel
yaralanmalarina karsi belirgin bir koruyucu etki gostermemistir. Renal histolojik ve
fonksiyonel yaralanmalar, HOR veya insiilin tedavisi ile 6nemli dl¢iide iyilestirilmistir.
Ayrica, HOR ve insiilinin kombine tedavisi, diyabetik farelerde renal histolojik ve
fonksiyonel yaralanmalarda daha 6nemli bir iyilesme ile sonuglanmistir (Su vd., 2018).

HOR ihtiva eden ¢imlenmis arpanin melanogenez iizerindeki etkilerini arastirmak
icin yapilan bir ¢alismada, ¢cimlenmis arpa 0ziitii, konsantrasyona bagli bir sekilde insan
melanositlerindeki melanin igerigini 6nemli 6l¢lide inhibe ettigi gézlemlenmistir (Kim
vd., 2013).

1.10. Calismanin Amaci

Bu tez kapsaminda kullanilan hordenin bilesiginin antioksidan, anti-inflamatuar
ve anti-kanser bir madde oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada da hordenin bilesiginin in
vitro sartlarda antioksidan etkisini arastirmayi hedefledik. Canlilarda antioksidan
savunma sistemi bozulmaya baslar ve oksidatif stres artarsa hiicreler zarar goriir. Bu
durumun olusmamasi i¢in canlida antioksidan iiretiminin artmasi veya dogal yollarla
disaridan antioksidan alinmasi biiylik 6nem tasir. Bu sebeple dogal antioksidanlarin
Oonemi artmig ve bu yondeki ¢alismalar hiz kazanmistir (Giilgin vd., 2010).

ROS’larmm yol actig1 hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaliginin glinlimiizde

kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Ilag tedavisi hastaligin ilerleyisini geciktirmek i¢in
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uygulanmaktadir. Uygulanan tedavide kullanilan takrin maddesinin canli viicudunda
karaciger hasarina sebep oldugu ortaya cikarilmistir. Bu sebeple de kullanimina
sinirlamalar getirilmistir.

Arastirmamizda fenolik madde olan hordeninin antioksidan kapasitesini arastirip
sonrasinda AChE ve BChE enzimleri etkisinde inhibisyon bulgularina goére takrin ile
sonuglari kiyaslamayr hedefledik. Calismamizda kullanilan hordenin bilesiginin bes
farkli yontem kullanilarak antioksidan aktivitelerini belirlemeyi hedefledik. Bu amag
icin demir indirgeme kapasitesi yontemi, CUPRAC yontemi, ABTS", DPPH  ve
DMPD™" radikali giderme aktivitesi yontemleri kullanildi. Hordenin bilesiginin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesini amacgladik. Enzim olarak AChE ve BChE
kullanarak elde ettigimiz verilere gore ICso ve K; grafiklerinin olusturulmasini ve
grafiklerden elde edilen sonuglara gore inhibisyon tiirlerinin belirlenmesini hedefledik.
Yapilan calismalar sonucunda ise elde ettigimiz verilerden yola ¢ikarak hordeninin
antioksidan bir madde oldugunu, ozellikle hiicre hasar1 ile baslayan Alzheimer
hastaliginin tedavisi i¢in kullanilabilecek ilag i¢in 6n in vitro calisma literatiire

sunulmasi1 hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Kullanilan Kimyasallar ve Ekipmanlar

ABTS™ , DPPH, DMPD™, linoleik asit, ABTS™, a-tokoferol, ferrozin, BHA,
BHT, troloks, bakir (II) Kloriir (CuCl,), K;0sS, hidroklorikasit (HCI), kursun (I1)
tiyosiyanat (SCN), demir (111) kloriir (FeCls), tris, asetilkolin iyodat, butirilkolin iyodat,

trikloroasetik asit (TCA), tris, takrin, hordenine kimyasallar1 Sigma-Aldrich’ten temin

edilmistir.
Etiv (Niikleon)
Hassas terazi (OHAUS)
Manyetik Karistiric (Velp)
Otomatik pipetler (Eppendorf)
pH metre (Edge pH)
Spektrofotometre (Thermo)
Vortex (WiseStir)

2.2 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.2.1. ABTS-+ Radikal Giderme Aktivite Yontemi

2.50 mL’lik ABTS™ igerisine 0.02 g K,OgS ¢ok yavas bir sekilde eklenerek
homojen bir karisim elde edene kadar 30 dakika manyetik karistiriciyla karistirilarak
¢oziildii. Sonrasinda ABTS ™ ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin 50 mL saf su igerisine 0.075
g ABTS™" eklenip ¢oziildii. Standartlar ve hordenin ¢ozeltisinden deney tiiplerine
degisen konsantrasyonlarda ilave edilip igerisine ABTS™ serbest radikal ¢ozeltisinden
500 uL eklenerek toplam hacim 2 L’ye etil alkol ile tamamlandi. Her bir deney tiipii
vorteks ile karistirilarak 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyon gergeklesti. Etanoldan

olusan kore kars1 absorbans 734 nm’de 6l¢iildi.

2.2.2. DPPH  Serbest Radikal Giderme Aktivite Yontemi

50 mL etil alkol igerisine 0.050 g DPPH' eklenip ¢oziilerek 0.001 M’lik DPPH'
¢Ozeltisi hazirland1 ve radikal olugmasi beklendi (Blois, 1958; Giilgin, 2012). Bu sekilde
serbest radikalin olusturulmasi hedeflendi. Stok ¢6zeltinin dogrulugunu teyit etmek icin

kontrol ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 2000 L etil alkol ve 500 pL stok DPPH' ¢6zeltisi



bir deney tiipiine eklenerek absorbans degeri kaydedildi. Deney tiipleri igerisine
sirastyla hazirlanan hordenin ve standartlar degisen konsantrasyonlarda aktarilarak
tiiplerin hacmi etil alkol ile 2 mL’ye tamamlandi. En son deney tiipleri igerisine
hazirlanan DPPH' ¢ozeltisinden 500 pL eklenerek 30 dakika karanlik ortamda bekletildi

ve sonrasinda kor olarak kullanilan etanole karsi 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.

2.2.3. Fe*-Fe” indirgeme Kapasitesi Yontemi

Bu metot i¢in hazirlanan ¢ozeltiler; %10°luk TCA, %1°lik KsFe(CN)g ve %0.1°1ik
FeCl; ¢ozeltileri sirasiyla saf su ile ¢oziilerek hazirlandi. 300 mL, 0.2 M’lik pH: 6.6
olan fosfat tamponu hazirlandi. Hordenin ¢dzeltisi ve standart antioksidan ¢ozeltileri 1
mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Olusan tepkime karisimina 1 mL %10’luk TCA
ilave edildi. En son 0.25 mL %0,1°lik FeCls ilavesi yapilarak 700 nm’lik dalga boyunda

saf suya kars1 absorbans degerlerine bakildi.

2.2.4. Cu*-Cu’ indirgeme Kapasitesi Yontemi (CUPRAC Metodu)

0.01 M CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin 0.033 g CuCl,, 50 mL saf suda
¢Ozdiriildii. 5x10° M’lik etil alkollii neokuprin ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.035 g
neokuprin, 50 mL etil alkolde manyetik karistirici {lizerinde ¢ozildi. 1 M’lik
CH3;COONa pH: 6.5 tamponunun hazirlanmasi i¢in 4 g CH3COON, 40 mL destile suda
coziilerek, pH’s1 6.5 olacak sekilde ayarlanip, sonra ¢ozeltinin hacmi 50 mL’ye saf su
ile tamamlandi. Tez kapsaminda hazirlanan bu ¢ozeltilerden sirastyla CH3COONH,
tampon ¢ozeltisinden 0.125 mL, CuCl, ¢ozeltisinden 0.01 M, 0.125 mL, neokuprin
¢ozeltisinden de 7.5x10° M, 0.125 mL alinip numunelere eklenip son hacim saf su ile 1
mL’ye tamamlandi. 30 dakika bekledikten sonra absorbans degerleri 450 nm’de saf

suya kars1 ol¢tldii.

2.2.5. DMPD" Radikal Giderme Aktivite Yontemi

0.1 M’lik DMPD ™ stok ¢dzeltisi hazirlanip 1 mL alind1. pH: 5.3, 0.1 M asetat
tamponu igerisine eklendi. Kontrollii olarak 0.05 M’lik FeCls ¢ozeltisi tampon ve
DMPD ™ ¢bzeltisi igerisine eklendi. Hazirlanan bu ¢ozelti ile optik dansite kontrolii
yapildi. Bu degerin 0.900+0.100 nm olana kadar ¢dzelti miktar1 ayarlandi. Hordenin ve
kullanilan antioksidanlarin 10 ve 20 pg/mL'lik ¢ozeltileri deney tiiplerine konulup
toplam hacim 0.5 mL olana kadar saf su ile tamamlandi. Deney tiiplerinin i¢ine 1 mL
DMPD™ ¢ozeltisi ilave edildi. Ortalama 45-50 dakikalik inkiibasyon sonras1 505 nm’de

absorbanslar ol¢iildii.
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2.2.6. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivite Yontemi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivite testi Ellman’in spektrofotometrik metoduna
gore belirlenmistir (Ellman vd, 1961).

30,27 g Tris, 5 mM’lik 0,370 g EDTA 200 mL destile suda ¢oziilerek pH metre ile
pH’s1 8 olacak sekilde toplam hacim 250 mL’ye destile su ile tamamlanarak 1 M’lik
Tris/HCI ¢ozeltisi hazirlandi. Sonrasinda 0,145 g asetilkolin iyodat alindi ve 50 ml
destile suda coziilerek 10 mm’lik asetilkolin iyodat ¢ozeltisi hazirlandi. En son 0,01 g
DTNB ve 0,5 g sodyum sitrat alindi 50 mL destile suda ¢oziildii ve 10 mM’lik DTNB
(5,5°-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) ¢ozeltisi hazirlandi.

AChE i¢in substrat olarak asetilkolin iyodiir, aktivitenin 6l¢iimii i¢in sar1 renkli
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanilmistir. Asetilkolin iyodiir enzimatik
hidrolizi ile a¢iga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelecek olan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak izlenmistir. Elde edilen absorbans verileri kullanilarak,
inhibitor olarak degerlendirilen hordeninin AChE enzimi iizerindeki etkisi belirlenmis
ve bu baglamda IC50 (yar1t maksimal inhibitér konsantrasyonu) ile Ki (inhibitor sabiti)

degerleri hesaplanmustir.

2.2.7. Butirilkolinesteraz Enzim Aktivite Yontemi

Calismada, biitilrilkolinesteraz (BChE) enzimi iizerine inhibitdr etkilerin
belirlenmesinde Ellman yontemi (Ellman vd., 1961) esas alinmis; protokolde bazi
modifikasyonlar yapilarak deneysel uygulama gergeklestirilmistir. Bu analizler, in vitro
kosullarda gergeklestirilmistir.

Deneysel uygulamada ilk olarak, reaksiyon karisiminin hazirlanmasi amaciyla
100 uL fosfat tamponu (NaH,PO4/NaOH, pH 7.7) ile 0.5 mM DTNB (5,5’-ditiobis-(2-
nitrobenzoik asit)) ¢ozeltisi reaksiyon kiivetine ilave edilmistir. Ardindan, sirasiyla saf
su, analiz edilecek kan 6rnegi ve 10 pL BChE enzimi (2.255 x 10 EU) ¢ozeltisi
eklenerek toplam hacim 300 pL’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan karisim, 37°C sicaklikta 10 dakika silireyle ©On inkiibasyona
birakilmistir. On inkiibasyon siiresinin sonunda, enzimatik reaksiyonun baslatilmas:
amaciyla 50 pL. 5 mM biitiltiyokolin iyodiir ¢ozeltisi substrat olarak ilave edilmistir.
BChE enzimi tarafindan gerceklestirilen substrat hidrolizi sonucunda olusan tiyoalkanol
trtinleri, DTNB ile reaksiyona girerek sart renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat (TNB)
anyonunu olusturmustur. Bu {irlin, spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda

Olciilen absorbans degerleriyle degerlendirilmistir.
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Reaksiyon siiresinin 5. dakikasinda hem kontrol grubuna hem de inhibitor igeren
ornek gruplarina ait absorbans degerleri spektrofotometre ile kaydedilmistir. Elde edilen
absorbans verileri kullanilarak, inhibitor olarak degerlendirilen hordeninin BChE enzimi
tizerindeki etkisi belirlenmis ve bu baglamda ICsy (yart maksimal inhibitor

konsantrasyonu) ile K; (inhibitor sabiti) degerleri hesaplanmustir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1.ABTS™ Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Hordenin ve c¢alismada kullandigimiz troloks, a-tokoferol, BHT ve BHA gibi
antioksidanlarin ABTS “giderme aktiviteleri tayini icin konsantrasyon degerlerine denk
olan absorbans grafigi olusturuldu. Hordenin ¢ozeltisi icin ABTS™ radikali giderme
aktivitesi grafigi ¢izimi yapildiktan sonra her bir standart ve Hordenin ¢ozeltisi i¢in tek
tek ICsp deger hesaplamalar1 yapildi. Hordenin 1Csy degeri 11.91 pg/mL olarak
belirlendi.

Hordenin ve calismada kullanilan standart antioksidanlarmm ABTS™ giderme
aktivitelerinin sirasiyla a-Tokoferol < Hordenin < Troloks < BHT < BHA olarak

belirlendi.

0,9 —0— BHA
—&— BHT
—tx— q-Tokoferol
=—O— Troloks
=3 Hordenin
\ .

o
o

Absorbans (734 nm)

o

10 20 30
Konsantrasyon (ng/mL)

o

Sekil 14. ABTS " radikal giderme aktivite grafigi

3.2. DPPH' Serbest Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Hordenin ve ¢alismamizda kullandigimiz BHT, BHA, troloks ve a-tokoferol gibi
antioksidanlarin DPPH' serbest radikali giderme aktivitesi tespiti i¢in konsantrasyon
degerlerine denk olan absorbans grafigi olusturuldu. Hordenin ¢o6zeltisinin DPPH
serbest radikali giderme aktivitesinin konsantrasyon ile paralel olarak arttig1 goriildii.

Hordeninin ve kullanilan standart antioksidanlarin DPPH radikali giderme
aktivitesi bulgularinin siralamasi: Troloks > BHA > a-Tokoferol > BHT > Hordenin

olarak goriildii. Daha sonra ise DPPH' serbest radikali giderme aktivitesinin kullanilan



her bir standart ve hordenin i¢in ICsg hesaplamalar1 yapildi. Hordenin bilesigi i¢cin ICsg

degeri 231 ug/mL olarak bulundu.

- M e
1,2 —X

0s N\ N
| ANN

—o— BHA \I\
0,4 | —m—BHT \\(\
—— q-Tokoferol
0’2 _|.  ==—O= Troloks

=¥ Hordenin

Absorbans (517 nm)
o
(o))

0 10 20 30
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 15. DPPH' serbest radikali giderme aktivite grafigi

Tablo 6. DPPH, DMPD " ve ABTS " radikali giderme aktivitelerinin 1Cs degerleri

Antioksidanlar DPPH’ (ug/mL) ABTS™" (ug/mL) DMPD™ (ng/mL)
BHA 8.25 11.68 14.40

BHT 53.31 11.71 *

a-Tokoferol 11.55 14.22 *

Troloks 5.92 11.84 0.80

Hordenin 231 11.91 19.80

* DMPD™ giderme metodunda aktivite géstermemektedir (Giilgin, 2020).

3.3. Fe*"-Fe*" indirgeme Kapasitesi Sonuclar

Demir indirgeme metoduyla buldugumuz sonuglar, standart antioksidanlarin giiglii
indirgeme kapasitelerine sahip oldugunu gostermistir. Ayni sekilde, tez kapsaminda
kullanilan hordenin bilesiginin de standartlara paralel sonuglar verdigi gézlenmis olup,
yitksek Fe**-Fe”" indirgeme kapasitesine sahip oldugu gériilmiistiir. Bu sonuglara gore,
konsantrasyon absorbans grafigi ¢izildikten sonra hordenin maddesinin bu indirgeme

yonteminde absorbans degerini 0.062+0.011 olarak hesaplandi.
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Sekil 16. Fe**-Fe?* indirgeme kapasitesi

3.4. Cu*’-Cu" indirgeme Kapasitesi Sonuglar
Hordeninin konsantrasyonu arttik¢a, kuprik iyonlarimi indirgeme kapasitesinin de
arttigim gozlemledik. Konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildikten sonra hordenin i¢in

20 pg/mL’ye denk gelen absorbans degeri 0.691+0.149 olarak bulundu.

3 —0— BHA
—@— BHT
——— g-Tokoferol
2 - —O— Troloks 4

== Hordenin /

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Absorbans (450 nm)

Sekil 17. Cu*-Cu* indirgeme kapasitesi

3.5. DMPD™ Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Hordenin, troloks ve BHA bilesiklerinin DMPD “giderme aktivite bulgular1 igin
absorbans grafigi cizildi. Kullanilan standart antioksidan molekiilleri ile puerarin
¢ozeltisinin DMPD™ giderme aktivitesi sirastyla Troloks > BHA > Hordenin seklinde

bulundu.
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Sekil 18. DMPD™" giderme aktivite grafigi

3.6. Asetilkolinesteraz Enzim Bulgular:

Hordenin ve takrin bilesiklerinin asetilkolinesteraz enzimi etkisindeki inhibisyon
etkisi arastirildi. Bulgularimizi asetilkolinesteraz yontemini kullanarak belirledik.
Inhibisyon etkisi gdsteren hordenin ve takrin igin ayr1 ayr1 aktivite-1Cso ve K; grafikleri

cizildi.
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Sekil 19. AChE enzimi i¢in gizilen aktivite (%)-[Hordenin] grafigi
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Sekil 20. AChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 21. AChE enzimi i¢in ¢izilen aktivite (%)-[Takrin] grafigi
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Sekil 22. AChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 7. AChE Enzimi igin takrin ve hordeninin inhibisyon sonuglari

) AChE (nM)
Molekil = R? K; inhibisyon tipi
Hordenin 364.81 0.9772 254.92495.48 Yarismal
Takrin 216.56 0.9679 115.88 +45.10 Yarigmal

3.7. Biitirilkolinesteraz Enzim Bulgular
Hordenin ve Takrin i¢in bilesiklerinin butirilkolinesteraz enzimi lizerine

inhibisyon etkilerine bakildi. Sonrasinda her madde i¢in ICsg Ve K; grafikleri ¢izildi.
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Sekil 23. BChE enzimi i¢in ¢izilen aktivite (%)-[Hordenin] grafigi
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Sekil 24. BChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 25. BChE enzim igin ¢izilen aktivite (%)-[Takrin] grafigi
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Sekil 26. BChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Asagidaki verilen Tablo 8’de BChE enzimi i¢in takrin ve hordenin bilesiklerinin

karsilastirilmasi yapilarak inhibisyon tiirleri belirlendi.

Tablo 8. BChE enzimi igin takrin ve hordenin bilesiklerinin inhibisyon sonuglari

4 BChE (nM
Molclaf ICso R? K, Inhibisyon tipi
Hordenin 100.46 0.9836 43.96+10.16 Yarismali
Takrin 48.47 0.9904 28.42 +4.32 Yarigmal
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4. TARTISMA

Dogada her seyin bir dengesi vardir. Saglikli insan metabolizmasinda
antioksidanlar: ile serbest radikalleri arasinda denge vardir. Fakat bu denge serbest
radikallerin artis1 yOniinde bozulmaya basladiginda DNA, lipit ve proteinlerde
olusabilecek zararlari ortaya ¢ikaran oksidatif stres olusur. Oksidatif stres, beyin
fonksiyonlarinda bozulmalar, kalp hastaliklari, immiin sistem zayiflamas1 ve kanser gibi
hastaliklarin olusmasina yol agmaktadir. Oksidatif stres kaynakli bu zararlardan
korunabilmenin en 6nemli yolu antioksidanlardir. Bunun i¢in metabolizma endojen
antioksidanlar iiretir. Ancak oksidatif stresin yogun ve endojen antioksidanlarin yetersiz
kaldig1 durumda eksojen antioksidanlarin alinmasi daha fazla 6nem tasir (Shinde vd.,
2012).

Artan niifusun beslenmesine yetebilmek amaciyla teknolojik olarak gelistirilen
Genetigi degistirilmis organizma (GDO) {irlinlerinin kullaniminin getirisi olarak olusan
hastaliklar sonucu insanlar dogal iiriinleri tercih etmeye yonelmistir. Haliyle hem gida
hem de tip alaninda sentetikten ¢cok dogal katkilara egilim artmistir. Bu sebeple dogal
antioksidan arastirmalar1 daha ¢gok 6nem kazanmustir (Topal vd., 2021).

Demir birgok canli i¢in dnemli bir elementtir ve yagamsal 6nem arz eder. Elektron alip
verebilmesinden dolayt DNA, RNA ve protein sentezinde, oksijen tasinmasi ve enerji
yapiminda yer alir.

Demir, tasinip depolanirken viicutta hep iki oksidasyon durumu olan ferrik (Fe
IT) veya ferr6z (Fe II) seklindedir. Demirin redoks aktivitesi, faydali oldugu kadar
fazlalig1 halinde serbest demir, prooksidan gibi davranabilir. Bu sebeple organizmada
sik1 denetim halinde tasinip depolanir ve konsantrasyonu sabit tutulmaya calisilir
(Uysal, 2007).

Kolinesteraz enzimlerinin inhibisyonlarinin tayini, pek ¢ok arastirma ve klinik
uygulama i¢in 6nem arz eder. AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon ol¢timleri
Alzheimer ve Parkinson gibi norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in yol gostericidir.
Sinirsel iletimin sonlandirilmasi i¢in 6nemli gorevi olan kolinesteraz enzimleri, merkezi
sinir sistemi fonksiyonlarmin ve diizenli ¢alismasinin devamlilig1 i¢in gereklidir. Bu
enzimlerin kandaki diizeylerinin gozlenmesi ile bazi genetik hastaliklara tani
konulmasinda kullanilir. Cerrahi uygulamalarda da inhibisyonlarinin arastiriimasi
onemlidir. Dogal olarak AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon tayinleri, ¢cok genis

alanda biyokimyasal ve klinik uygulamalar i¢in gereklidir (Karaca, 2022).



AChE ve BChE’yi inhibisyonuyla alakali c¢aligmalara baktigimizda, hiinnap
yapraklar1 kullanilan bir arastirmada hiinnapin ekstraktinin I1Csp degeri, AChE ve BChE
icin sirastyla 62.30+2.54 ve 147.00+£2.31 pg/mL oldugu gozlenmistir. Bu degerlere gore
iki enzim de iyi birer inhibitor oldugu gozlenmistir (Zemouri-Alioui vd., 2019). Baska
bir ¢alismada ise kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin 1Csy degeri
belirlendi. Sonuca gore kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin 1Csy
degeri 10.19£2.28 uM olarak hesaplandi. Kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak ve lif
etanol ekstrelerinin  ve takrinin AChE enziminin %50’sini inhibe eden
konsantrasyonlari, yani ICso degerleri belirlendi. Sonuglara gore kenevir (Cannabis
sativa L.) yaprak etanol ekstresinin 1Csp degeri 10.19+2.28 uM, kenevir (Cannabis
sativa L.) lif etanol ekstresinin 1Csy degeri 23.474+3.21 uM ve standart takrin ICsp degeri
23.33+9.88 uM olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore kenevir (Cannabis sativa
L.) yaprak etanol ekstresinin standart takrinden daha diisiikk 1Cso degeri oldugu igin
takrine gore daha iyi inhibitér oldugu bulundu (Vefaoglu, 2024) Yaptigimiz deneyler
sonucunda hordenin maddesine ait ICsp ve K; degerleri AChE veBChE igin sirastyla
364.81 nM, 254.92+95.48 ve 100.46 nM, 43.96+10.16 seklinde goézlenmistir. Bu
degerler bize galismamizda kullandigimiz hordenin maddesinin tibbi ve farmakolojik
acidan degerlendirilebilecek bir madde oldugunu gostermistir.

Tez caligmasi kapsaminda hordenin molekiiliiniin ¢6zeltisi hazirlanarak; Fe* -Fe®*
indirgeme kapasitesi, CUPRAC metoduna gore Cu®*-Cu® indirgeme kapasitesi, DPPH/,
ABTS" ve DMPD'radikali giderme aktivitesi olmak iizere farkli yontemler tercih
edildi. BHT, BHA, troloks ve a-tokoferol antioksidanlari, standart olarak tiim yontemler

icin kullanildi. Elde edilen sonuglara gore grafikler ¢izilerek karsilastirmalar yapildi.

Tablo 9. indirgeme kapasitelerinin karsilastirilmasi

Antioksidanlar Fe**-Fe’ Indirgeme  Cu*’-Cu" indirgeme
BHA 2.703 £ 0.146 2.861 +£0.201
BHT 1.623 £0.043 2.055+0.102
a-Tokoferol 0.906 + 0.029 0.944 + 0.036
Troloks 1.716 £ 0.025 1.783 £ 0.106
Hordenin 0.062 +£0.011 0.794 + 0.156

Antioksidanlarin viicut tarafindan sentezlenenleri oldugu gibi disaridan beslenme
yolu ile de viicuda alimmmasi miimkiindiir. Antioksidanlar, canli yasamimin kalitesini
artirirken antioksidan molekiiller DPPH' radikalleri ile reaksiyon olusturur ve proton

verirler. Renk degisimi ise bu yontemde 517 nm’de okunup kaydedildi. Calismamizda
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Hordenin DPPH' radikali giderme aktivitesi ile ilgili antioksidan molekiiller ve
hordeninin ICs degerleri Tablo 6’de verildi. Buna gore; hordenin > BHT > a-tokoferol
> BHA > troloks olarak belirlendi. Bu 6l¢iim sonuglarina gére DPPH™ molekiiliiniin
kimyasal yapisi biiyiikk oldugu igin sterik engele takildigi, bu sebeple hordenin
bilesiginin ICso degerinin bu engelden dolay1 yiiksek oldugu diislintilmektedir. Hordenin
ve standartlarm 10 mg/mL konsantrasyondaki giderme aktivitelerine ait %

inhibisyonlar1 karsilastirilarak verildi.

Tablo 10. Hordeninin ve standartlara ait giderme aktivitelerinin % inhibisyonlari

Antioksidanlar ABTS " Giderme DMPD™ Giderme DPPH Giderme

BHA 99.76 51.33 58.69
BHT 97.45 * 16.93
a-Tokoferol 24.70 * 29.95
Troloks 91.48 82.71 70.43
Hordenin 87.71 57.77 7.15

* DMPD™ giderme metodunda aktivite gdstermemektedir (Giilcin, 2020).

Bu tez kapsaminda hordenin ve standart antioksidanlarin ABTS™ radikali
giderme aktivitesinin 1Csy degerleri ise, a-tokoferol > hordenin > troloks > BHT > BHA

olarak belirlendi.

Tablo 11. AChE ve BChE enzimleri i¢in hordenin ve takrinin karsilastirilmasi

Enzimler Hordenin (nM) Takrin (nM)

ICso Ki ICso Ki
AChE 364.81 254.92+495.48 239.02 133.91+18.98
BChE 100.46 43.96+10.16 407.73 369.58+25.48

AChE ve BChE enzim antioksidanlarinda Alzheimer hastaligi i¢in kullanilan
etken bir madde olan takrin ile de ¢alisma yapilmistir. Elde edilen sonuglarda
hordeninin AChE enzim aktivitesinde 1Csq degeri 364.81 pg/mL iken, takrinde bu deger
239.02 pg/mL olarak bulunmustur. BChE enzim aktivitesinde ise ¢ikan sonuglarin 1Csg
degerleri hordenin ic¢in 100.46 pg/mL iken, takrinin ise 407.73 pg/mL oldugu
gozlenmistir. Elde edilen 6l¢tim sonuglarimi kiyasladigimizda puerarinin takrine gore

daha etkili sonu¢ verebilecegi ortaya konmustur. Dolayisiyla bu ¢alismamizin
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norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde farkli bir yontem olarak kullanilabilecegini

gostermis olduk.
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5. SONUC VE ONERILER

Bakir, tiim canlilarda oksidatif metabolizma igin gerekli bir elementtir. Insan
karacigerinde demir ve ¢inkodan sonra en bol bulunan gecis metalidir. Beyinde ise
bakir, beyinin ¢alisma ve gelisimine destek olmak i¢in pek ¢ok redox reaksiyonunda
enzimlerin kofaktdr veya yapisal bileseni olarak gorev alir. Bakir bagimli enzimler pek
cok biyolojik siiregte yer alir. Antioksidan savunma sistemi, enerji ve demir
metabolizmasi, norotrans mitter ve ndropeptid sentezi bunlara Ornek gosterilebilir
(Scheiber vd., 2014).

Redoks aktivitesi ve Cu* ve Cu** oksidasyon durumlar1 nedeniyle bu metal, enzim
fonksiyonlar1 igin temeldir. Demirle karsilastirildiginda bakir, d-orbitallerindeki Jan-
Teller etkisi nedeniyle benzersiz elektron transfer 6zelliklerine sahiptir. (Bagheri vd.,
2018). Bagirsaklarda demirin emiliminin ger¢eklesmesi i¢in bakir gereklidir ve bakir
konsantrasyonundaki azalmalar demir emilimini de azaltmaktadir. Demir emiliminin
azlig1 dokulara yeterli oksijen taginamamasina ve demir eksikligi anemisine sebep olur
(Bagheri vd., 2018).

Alzheimer hastaliginda, meta-analizler, serbest bakir olarak bilinen (nCp-Cu)
bilesenindeki artisa bagli olarak bakirin beyinde azaldigini, ancak serumda arttigim
gostermektedir. Yani serum Cu diizeyindeki artigin bilissel bozulmayla iliskili oldugu
goriilmektedir (Squitti vd., 2018).

Bakir, proteince koordine edilmiyorsa veya enzimlere bagl degilse, Haber-Weiss

ve Fenton reaksiyonlar1 yoluyla serbest radikaller iiretir (Siotto ve Squitti, 2018).

Fe* + H,0, —Fe* + HO + OH’ (Fenton reaksiyonu)

0, +H,0, ——> 0," HO + OH’ (Haber-Weiss reaksiyonu)

Alzheimer hastaligi, nérodejenerasyon, beyindeki yiiksek agir metal
konsantrasyonlari ve amiloid-beta plak birikimi ile karakterizedir. Bakirin, amiloid-beta
plaklarinin reaktif oksijen tiirleri olusumunu tesvik etmek i¢in kullanilabilen iki bakir
baglama bolgesi nedeniyle Alzheimer hastaliginin gelisimi lizerinde daha 6nemli bir
etkiye sahip olduguna inanilmaktadir (Bagheri vd., 2018). Plaklara baglandiginda, bakir
+I ve +II oksidasyon durumlar1 arasinda dongiiler olusturarak ROS olusumunu artirir;

ROS lipitlere, RNA’ya, DNA’ya veya proteinlere zarar verebilir, yaglanmay1 ve



muhtemelen Alzheimer hastaligimi etkili bir sekilde ilerletir (Cheignon vd.,
2017).Bununla beraber bakir konsantrasyonundaki artis radikal seviyesini de
artiracagindan, c¢alistigimiz molekiiliin hem antioksidan hem de bakir diizeyini
indirgeyici etkiye sahip olmasi1 metabolik acidan oldukca 6nemlidir.

Mitokondri, oksidatif hasara ugrayan organellerin basindadir. Ciinkii asil
oksidasyon reaksiyonlar1 burada gergeklesir. Mitokondrinin hiicredeki 6ncelikli gorevi
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimidir. Bu gorevinin yaninda ROS iiretimi ve
detoksifikasyonu, bazi apoptozis formlarinda rol oynama, sitoplazmik ve mitokondriyal
matriks kalsiyumunun diizenlenmesi, metabolitlerin sentezi ve katabolizmasi gibi
gorevleri de vardir. Bu gorevlerde olabilecek herhangi bir normal disi1 hareket
mitokondriyal disfonksiyon olarak adlandirilir (Brand ve Nicholls, 2011).

ROS olusumuna yol acan en temel reaksiyon dizisi elektron transport zinciridir.
Karaciger mitokondrisinde ROS olusumu, serbest yag asitleri tarafindan artirilir ve ATP
sentezini olumsuz sekilde etkiler (Gyamfi vd., 2012). Mitokondriyal disfonksiyondan
dolay1 yag asidi oksidasyonu tamamlanamaz ve bu sebeple olusan ara {iriinlerin artmasi
ROS olusumunu da tetikler. Mitokondriyal disfonksiyonun sebep oldugu ROS
seviyesindeki artis metabolizmada mevcut antioksidan sistemi etkisiz hale getirerek
radikal seviyesinde artisa yol agar (Giirdol, 2018).

Organizmada BChE glial hiicrelerde salinirken, AChE serebral korteks ve sinaptik
yariklarin i¢inde yer alir. Alzheimer hastaliginin ilerleyen evrelerinde azalan AChE
aktivitesi yerini artan BChE aktivitesine birakir. Alzheimer hastalifinin belirtilerini
azaltmak i¢cin AChE ve BuChE inhibitorleri sik¢a kullanilan tedavi yontemlerindendir
(Zhou ve Huang, 2022).

Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in Gida ve Ilag Dairesi (FDA) nin onayladig1
ilaglarin igerisinde takrin, rivastigmin, donepezil ve galantamin gibi antikolinesterazlar
vardir. Ancak bu ilaglarin mide bulantisi, ishal, bas dénmesi, diskinezi, konviilsiyon,
kas kramplari, uykusuzluk, gastrointestinal bozukluklar ve hepatotoksisite gibi pek ¢cok
yan etkileri olmaktadir (Ruangritchankul vd., 2021). Tek bir mekanizmay1 hedefleyen
ilaglar i¢in bu hastaligin karmasik patogenezi zorlayicidir. Hastaligin hafifletilmesi ve
durdurulmasinda etkileri yetersiz kalmaktadir. Sonu¢ olarak, Alzheimer hastaliginin
tedavisinde hem giivenli hem de etkili ila¢ arayisi 6nem arz etmeye devam etmektedir
(Xia vd., 2024). Bu nedenle yapilan tez calismamizda AChE ve BChE enzimleri {izerine
hordenin etkisi de incelendi. Alzheimer hastalarinin tedavisindeki en etkin molekiil olan

takrin toksik etkilerinden dolay1 kullaniminda sinirli kullanima sahiptir. Biz de dogal bir
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kimyasal {iriin olarak hordeninin hem antioksidan hem de etkili bir enzim inhibitorii
olacagini elde ettigimiz sonuglarla bilim diinyasina sunmaktayiz.

Tablo 11°de verilen sonuglara gére Hordenin molekiilii igin AChE enzimine ait 1Csg
degeri 364.81 nM olarak hesaplanmistir. Her iki molekiilde hem AChE enzimi i¢in hem
de BChE enzimi igin yarigmali inhibisyon sergilemistir. Yine hordenin bilesigi BChE
enzimine ait 1Csp degeri 100.46 nM olarak hesaplanmistir. Ayrica hordenin igin yapmus
oldugumuz Tablo 9°da elde edilen sonuglara gore bakir indirgemede etkili indirgeyici
ajan olarak rol oynamustir.

Bu degerler bize hordenin molekiiliiniin iyi bir antioksidan ve bunun yaninda
hentiz tedavisi tam olarak bulunamamis Alzheimer hastaligin1 engellemede alternatif bir
iriin oldugunu gdstermistir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin Alzheimer,
Parkinson basta olmak iizere pek ¢ok hiicre hasar1 ve kansere hatta toplumda tedavisi
zor olarak bilinen hastaliklara ¢6ziim olabilecek tibbi ve farmakolojik rehber rolii

iistlenecegi diistintilmektedir.
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