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OZET

Tez c¢alismasinda fenolik mokekiill yapisina sahip puerarin bilesiginin
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimleri tizerine inhibisyon
etkileri incelendi. AChE enzimi igin elde edilen ICso degeri 177.73 nM iken BChE igin
315.07 nM olarak hesaplandi. Standart molekiil olarak takrin kullanildi. Takrin
molekiiliinden daha etkili inhibisyon gosterdigi belirlendi. Tezin diger kisminda ise ayni
molekiil icin antioksidan aktivitesini degerlendirildi. Bu amagla, Fe**-Fe?* indirgeme
kapasitesi tayini, Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikali
giderme aktivitesi, Cu?*-Cu* indirgeme kapasitesi (CUPRAC metodu), 2,2- 1,1-Difenil
2-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalleri giderme aktivitesi, DMPD radikali giderme
aktivitesi yontemleri kullanildi. Referans antioksidanlar olarak BHT, BHA, askorbik asit
(C vitamini), troloks ve a-tokoferol (E vitamini) kullanilarak karsilastirmalari yapildi.
ABTS radikal giderme aktivitesi i¢in Puerarin molekiiliinin 20 mg/mL
konsantrasyonunda % inhibisyon miktar1 %99.33 olarak hesaplandi. indirgeme
kapasitelerininde standartlarla paralel oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglarin kozmetik,

ilag ve biyokimyasal yeni caligmalara 151k tutacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Enzim, Fenolik bilesik, Puerarin,

Radikal giderme
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SUMMARY

In the thesis study, the inhibition effects of puerarin compound with a phenolic
molecule structure on acetylcholinesterase (AChE) ve butyrylcholinesterase (BChE)
enzymes were investigated. While the ICsg value obtained for AChE enzyme was 177.73
nM, it was calculated as 315.07 nM or BChE. Tacrine was used as the stveard molecule.
It was determined that it showed more effective inhibition than the tacrine molecule. In
the other part of the thesis, antioxidant activity was evaluated for the same molecule. For
this purpose, determination of Fe®*-Fe?* reducing capacity, 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzo-
thiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity, Cu?*-Cu* reducing
capacity (CUPRAC method), 1,1-Diphenyl 2-picryl hydrazil (DPPH) free radical
scavenging activity and DMPD radical removal method were used. BHT, BHA, ascorbic
acid (vitamin C), trolox ve a-tocopherol (vitamin E) were taken as reference antioxidants
ve compared. For ABTS radical scavenging activity, the % inhibition amount of puerarin
molecule at 20 mg/mL concentration was calculated as 99.33%. It was determined that
the reduction capacities were in parallel with the stveards. It is thought that the results
obtained will shed light on cosmetics, drugs, medical treatments ve applications, ve new
biochemical studies.

Keywords: Antioxidant activity, Enzyme, Phenolic compound, Puerarin, Radical

scavenging
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler biiyiik bir kismi protein yapisinda olan ve canli metabolizmasinda
gerceklesen reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin tamamai protein
yapisindadir ancak bazi katalitik RNA molekiilleri bunun disinda tutulur. Enzimler
reaksiyonu hizlandir ve yan {iriin olusturmadan da %100 verim saglarlar (Keha ve
Kiifrevioglu, 2004).

Enzimlerin sorumlu oldugu kisim spesifik katalizleme fonksiyonlaridir. Bunu
yaparken bir kismi aktivite i¢in bir metal iyonuna ihtiya¢ duyarken, bir kismi da
katalizleme fonksiyonlarin1 sadece protein yapisiyla gerceklestirirler (Sigman ve Boyer,
1990).

Enzimlerin yapisini1 proteinler olusturmustur ve bu yiizden sicaklik degisiminden
etkilenirler. Bir enzimin ¢aligabilecegi en iyi sicaklik optimum sicaklik olarak ifade edilir.
Enzimler aktivitelerini ¢ok diisiik ya da ¢ok yiiksek sicakliklar da kaybederler. Yapilarini
ise yiiksek sicaklik tamamen bozarken, diisiik sicaklik bozmaz. Bundan sebep besin
maddeleri dondurulup saklanabilir. Protein yapisinda olan enzimler bu yapiy1 aminoasiter
sayesinde olusturmaktadir, 6zetle enzimler aminoasitlerin polimeridir (Topal, 2014).

Hiicrelerde enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin olan reaksiyonlar vardir ve bu
reaksiyonlarin basinda sindirim, hiicre solunumu, kas kasilmasi, hiicre bilesenlerinin
yapilmasi ve yikilmasi gelmektedir. Polipeptit zincirleri enzimlerin katalitik etki gosteren
kisimlaridir (F.Topal, 2014).

Canlilarda ayn1 reaksiyonu katalizleyen fakat kimyasal ve fiziksel 6zellikleri farkli
olan enzimler izoenzim olarak tanimlanmistir. izoenzimler kofaktdrlerine, inhibitdrlerine
ve substratlarma karsi farkli 6zeliklere sahiptirler. Izoenzimlerin &zelliklerini; izoelektrik
noktalarinin ayri olmasi, aminoasit sira ve sayilarinin farkli olmasi, ayri bir gene sahip
olmalar, elektroforoteik hareketliliklerinin ayri olmasi olarak siralayabiliriz. Izoenzimler
hiicrenin degisik siibselliiler fraksiyonlarinda yerlesebilirler. Ayrica farkli dokularda da
lokalize olabilirler (Goger, 2014).

Enzimler rekasiyon mekanizmalar1 ve tiplerine gore alt1 biiyiik sinifa ayrilmistir.

1. Oksidorediiktazlar: Yikseltgenme-indirgenme ya da oksidasyon-rediiksiyon
tepkimelerini  katalize eden enzimlerdir. Oksidazlar, dehidrogenazlar, Kkatalaz,

monoksijenazlar, rediiktazlar ve peroksidazlar bu gruba aittir.



OH

Laktat

+

NAD*

LDH
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Piruvat

NADH + H*
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Sekil 1. Oksidorediiktaz enzim 6rnegi

2. Transferazlar: Hidrojen hari¢ azot, fosfor ve karbon gruplarini transferini iki
substrat arasinda yapabilen enzimlerdir. Alanin transferaz, transketolazlar, transaldolazlar,

kinazlar, glukokinaz ve hekzokinaz bu gruba aittirler.

Serin Hidroksimetil o

Transferaz

+ THF <~———= NH,-CH—C—OH + Metilen H, Folat
CH,
| H
OH
Serin Glisin

-

Sekil 2. Transferaz enzim 6rnegi

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalize eden bu enzimler su eklenmesiyle
baglar1 koparir ve pargalar. Tez kapsaminda c¢alistigimiz asetilkolinesteraz ve

butilkolinesteraz bu gruba tiyedir. Niikleazlar, esterazlar, lipazla, fosfatazlar bu gruba

aittirler.
4 7\
0o ..
Ureaz
+ Hzo —_— COZ + 2NH3
H,N NH,
Ure
\\ J

Sekil 3. Hidrolaz enzim 6rnegi

4. Liyazlar:. Bu grup enzimler C-O, C-C, C-N arasindaki baglar1 oksidasyon ve

hidrolizden ayr1 bir mekanizma ile pargalarlar. Parcalama sirasinda ATP kullanilmaz.



Hidratasyon ve dehidratasyon bu grubun iiyeleridir (Pakiari vd., 2010; Van Outersterp,

2016).

-

(@)
Piruvat
o) Dekarboksilaz
(0]
Piruvat

/\o +

co,

Asetaldehit

Sekil 4. Liyaz enzim 6rnegi

5. Izomerazlar: Molekiilde optik, geometrik ve yapisal izomerizasyon farkliliklarini

katalizleyen ayni zamanda diizenlemeyide molekiil i¢inde yapan enzimlerdir. Baslica

izomerazlar gesitleri olarak epimerazlari, rasemazlari ve mutazlari siralayabiliriz.

CH; Metilmalonil CoA

Mutaz

‘0O0C—C—C—CoA ~——7—

O

Metilmalonil CoA

(.

H,
-00C—C —H,C—C—CoA

(¢}

Siiksinil CoA

Sekil 5. Izomeraz enzim 6rnegi

6. Ligazlar: Enerjice zengin bir bag olan ATP ve GTP’nin par¢alanmasi ile meydana

gelen enerji sayesinde iki molekiiliin birlesme tepkimelerini katalizlemektedir. Piriivat

karboksilaz, karboksilazlar ve sentetazlar bu gruptadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004; Kor,

2014).

Piruvat
Karboksilaz
(0]
) ATP ADP+P, .
4+ cop — 5O
o
O (0]
Piruvat Okzalasetat
\\

Sekil 6. Ligaz enzim 6rnegi



Enzim iinitesi (EU) bir doku ekstrakt: ya da ¢ozelti iginde ki enzimlerin miktarini
gosteren bir birimdir. 25°C ve optimal sartlarda 1 dakikada 1 mikromol substrati iiriine
doniistiiren enzim miktarma EU denir (F.Topal, 2014).

Aktivatorler enzim aktivitelerini olumlu yonde etkileyen bilesiklerdir. Enzim
aktivatorleri ¢ok biiyiik olmayan molekiiller ya da kiigiik iyonlardir. Bunlar kataliz olayina
kofaktorlerin aksine her zaman katilmazlar. Aktivatorleri iki grupta inceleyebiliriz. Birincil
gruptakiler aktivator rolii oynar ve bunu sadece substratla birleserek yapabilen, ikincil
gruptakiler ise aktivator roliinii serbest enzimle birleserek yapabilen bilesiklerdir. (F.
Topal, 2014).

Enzimlerin in vitro ve in vivo aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmas1 ya
da tamamen yok edilmesi olaymna inhibisyon denir. Inhibitér ise inhibisyona sebep olan
bilesiklere denir. Inhibitorler kiiciik molekiillii bilesik ya da iyon halinde olabilir. Ilaglar,
zehirli bilesikler ve kimyasal maddelerin bir¢ogu fonksiyonlarini enzim inhibisyonu ile
gerceklestirir ve bu yiizden biyolojik sistemlerde enzim inhibisyonu bir kontrol
mekanizmasi olusturur (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Enzim inhibisyonu ikiye ayrilmaktadir. Bunlar geri doniisiimlii ve doniisiimsiiz
inhibisyondur. Geri doniistimsiiz inhibitoriin enzimden ayrilmasi ¢ok zordur ¢iinkii enzime
cok siki baglanmistir. Bu inhibitorler enzimlere kovalent ya da kovalent olmayan baglarla
baglidirlar. Geri doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor etkilesmeleri bir denge
reaksiyonudur. Bu inhibisyon tiiriinde enzim inhibitér kompleksinden hizlica kopar (Koér,
2014).

Geri dontisiimlii inhibisyon ti¢ ¢esittir. Bunlar; yarismali tip inhibisyon, yarismasiz
inhibisyon ve yar1 yarigmali inhibisyondur.

Yarigmali inhibisyonda inhibitér enzimin aktif bolgesini tutar ve yapi olarak
substrata benzer. Enzim ve substrat arasinda engel olusur ve baglanamazlar. inhibisyon
etkisi substrat konsantrasyonunu artirarak kaldirilabilir. Boylece Vmax degeri degismez ama
Km degeri artar. Vmax tepkimedeki maximum hizdir. Ky ise maximum hizin yarisina
erigildigi substrat konsantrasyonudur (Topal, 2009).

Yar1 yarigmali inhibisyon da serbest enzim ile inhibitor arasinda baglanma olmaz.
Yalnizca enzim substrat (ES) kompleksine baglanir. Sistem tek substratli ise yar1 yarismali
inhibisyon nadiren goriiliir. Ciinkii bu inhibisyon tiirii substrat enziminin fazla oldugu
durumlarda gecerlidir Ortamda enzim-substrat-inhibitor (ESI) kompleksi olacagindan Vmax

ve Km azalir.



Yarigsmasiz inhibisyon da ise enzim, substrat ve inhibitor ayn1 anda baglanabilir.
Inhibisyonun etkisi substrat konsantrasyonunu artirmakla azalmaz. Vmax azalirken ve K

sabit kalir (Topal, 2009).

1.2. Asetilkolinesteraz Enzimi

Alzheimer hastaligi, beyin merkezi sinir sisteminde yer alan néronlar ve sinapslar
arasindaki sinir impuls kayiplarinin neden oldugu ndrodejeneratif yani ndronlarin 6lmesi
ya da yap1 ve fonksiyonlarimin kaybolmasi sonucu gercgeklesen ilerleyici ve geri
dondiiriilemez bir hastaliktir (F. Topal, 2019). Alzheimer hastaliginin karakteristik
ozellikleri bellek kaybi, biligsel bozukluk ve unutkanlik olarak siralanabilir ayn1 zamanda
demansinda en yaygin ¢esididir (Bekris vd., 2010).

Alzheimer hastaliginin biyokimyasal olarak en biiyiik degisikligi beyindeki
asetilkolin diizeyinin azalmasidir. Demans hastaligi bellekte 6grenme islevlerinin
azalmasi, algilama ve yargilama kapasitesinde azalma, konusma yetisinde kayip, sorunlari
¢oziimleme gibi durumlarda aksaklik meydana gelmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Sahin ve
Yazici, 2017). Asetilkolin bellek ve dikkat ile yakindan baglantilidir. Ayn1 zamanda
Alzheimer hastalarinda en ¢ok azalan norétransmitterdir. Norotransmitterler, merkezi sinir
sisteminde sinir hiicrelerinde ya da sinir hiicreleri ile kaslar arasinda mesaj iletiminde
gorevlidirler. Noronlar arasindaki iletim sinir impluslar1 arasindaki boslukta gergeklesir.
Buradaki isleyis sinir lifleri boyunca hareket halinde olan elektrik sinyalleri,
norotransmitterleri serbest hale getirir ve kisa bir zaman dilimi igerisinde Kimyasal
sinyallere doniisiimiinii gerceklestirir. Boylece alici taraftaki néronda bir tepki meydana
gelir (Topal, 2014).

Asetilkolinin biyolojik olarak 6nemli bir nérotransmitter oldugu 1906 yilinda yapilan
farmakolojik caligmalarda ortaya ¢ikarilmistir (Nacmansohn, 1952). Yapilan ¢alismalarda
asetilkolin’nin sinir hiicreleri arasinda sinir impulsu tagidig1 ya da organlari sinir u¢larindan
etkiledigi bilinse de son zamanlarda yapilan calismalar bu gorevlerin daha fazla oldugunu
gostermistir. Asetilkolinin kas lifleri ve sinir uglart boyunca biyoelektriksel bir akim
olusturdugu da bulunmustur (Topal, 2014).

Asetilkolinesteraz (AChE) enziminin saflastirilmasi ilk olarak 1930°lu yillarda
latince ad1 Torpedo marmoreta olan elektrik baliginin, elektrik ¢arpma etkisi gosteren
organindan gerceklestirilmistir. Asetilkolini hidroliz etmesinden dolay1 da diger esteraz
molekiillerinden kolaylikla ayirt edilip saf hale getirilmektedir (F.Topal, 2014).
Katalizlenen tepkime asetilkolinesteraz tarafindan gerceklestirilir ve enzimatik olarak iki

basamakta gerceklesir. Basamagin ilk adiminda enzimin gorevi gii¢lii bir niikleofil



olmaktir. ikinci basamakta ise, niikleofilik hidroksil grubu aracilig ile enzim &zgiil bir
serin kalintisini milkemmel bir pargalayici grup islevine donistiirmektedir (Demir ve
Turkoglu, 2005). Asetilkolinesteraz enziminin asil gorevi ise kolinerjik noron iletiminin
sonlandirilmasidir (Davit vd., 2004; Temel, 2008).

AChE beynin gri cevherinde, kasta, akciger, dalak, plazma, eritrositler ve sinir
hiicrelerinde bulunan ve membrana bagli bir enzimdir (Milatovic ve Schetimer, 2000).
AChE bazi fiziksel olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve bunu da kolinerjik
sinapsisde norotransmitter asetilkolini hidrolize ederek yapar. Hidrolize ugrayan
asetilkolin biyolojik olarak biiylik 6neme sahip olan bir esterdir. Asetilkolinesteraz
enziminin etkinligini ise, beyindeki ndrotransmitter asetilkolinin, sinapstaki varligi
olusturur. Norona sinir uyaris1 geldiginde olusturulan asetilkolin presinaptik néronlardaki
vezikiillerde depolanir ve igerigini sinaptik araliga doker (Guyton ve Hall, 2000). Sinaptik
araliga birakilan asetilkolin molekiillerinin ¢ogunlugu postsinaptik reseptorlere baglanir.
AChE tarafindan hidroliz edilenler ise reseptore baglanmayan asetilkolin molekiilleridir.
Asetilkolin molekiilleri postsinaptik norona baglandiktan sonra, sinir uyarisini bagka bir
norona iletir ve asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilmek igin reseptorden ayrilir,

boylece ¢ikan kolin tekrar kullanilmak tizere presinaptik ndrona gonderilir (Temel, 2008).

)J\ ir/ ﬁ» )J\ + ,L/
N o Ho NN\

Asetilkolin Asetat Kolin

. J

Sekil 7. AChE enziminin rol aldig: reaksiyon

Plazma ve viicut sivilarinda bulunan kolinesterazlar, kolinenerjik olan ya da
olamayan dokularda yaygin bir dagilima sahip enzimlerdir. Kolinesterazlar cesitli etkenler
sonucu olusan strese yanit vermede rol oynarlar ayni zamanda hiicre yenilenmesi ve
farklilagsmasinda etkilidirler (Wilson ve Nachmansohn, 1954; Carlson, 1992).

Kolinesterazlar1 iki grupta inceleriz. Bu gruplar inhibitorlere karsi gosterdikleri
direngler, substrat 6zglinliigli ve doygun substrat varligindaki davranislara gére yapilmaistir.
Bu gruplama AChE ve BChE (Butirilkolinesteraz) olarak yapilmistir (Nese, 2003). AChE
enziminin kas, sinir hiicrelerinde, eritrositler ve beyinde yiiksek oranlarda bulundugu,

BChE enziminin ise; pankreas, serum, karaciger ve santral sinir sisteminde bulundugu



ayrica bu enzimin hayvanlarda da olduk¢a yaygin oldugu bildirilmistir. Merkezi sinir
sisteminin, sempatik ve parasempatik motor sinirlerinin ¢alismasinda aksaklik olmasindan
da asetilkolinesteraz enziminin aktivitesinin engellenmesi sorumludur (Lotti, 1995).
Kolinesteraz inhibitdrleri alzheimer hastaligi, glukom ve myasteni gibi hastalik
tedavilerinde kullanilmaktadir. Rivastigmin, galantamin, takrin ve donapezil alzheimer
tedavisi i¢in ilk kullanilan ilaglardir. Rivastigmin ve takrin, AChE ve BChE’nin her ikisini
de inhibe etmektedir. Fakat bu kullanima karaciger fonksiyonlarinda hasar olusturdugu i¢in

siirlama getirilmistir (Alasehirli, 2005).
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Sekil 8. Takrinin yapis1

1.3. Butirilkolinesteraz enzimi

BChE, karacigerde sentezlenen tetramerik bir glikoproteindir ). Sentezlendikten
sonra kana verilir. BChE, beyin, akciger, yag doku ve ince bagirsak gibi farkli dokularda
tespit edilmistir. Butirilkolini, kolin ve biitirata hidroliz eder (Chatonnet ve Lockridge,
1989; Dave, Syal ve Katyare, 2000). Karaciger tarafindan sentezlenen butirilkolinesteraz
enzimi seruma aktarilir ve sonrasinda BChE butirilkolini biitirat ve koline hidrolize eder
(Gu vd., 2018).

BChE’nin memelilerde bilindigi kadariyla bir substrati yoktur. BChE, gliserol ve
LDL kolestrol miktarlarinda azalmaya sebep olur (Giilgin, 2009). Aslinda BChE’nin
aktivitesindeki degisiklikler, LDL ve total kolesterol arasindaki iliskiyle birlestirilmistir.
Insanlardaki yiiksek butirilkolinesteraz etkisinin iliskilendirilmesi anormal olan lipit
mekanizmasiyla yapilmistir (Cucuianu ve Popescu, 1968).

Alzheimer hastaliginin son donemlerde onemli oranda artmasiyla ilgili yapilan
caligmalarda bu hastalarin beyinlerinde BChE enziminin miktarinin saglikli bireylerin
beyinlerinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple AChE enziminin etkisini
inhibe eden ilaglar, BChE enziminin inhibesinde dogrudan iliskili olabilecegi tahmin
edilmistir. Bu inhibisyona 6rnek olan ilaglar ise galantamin, diklorvinildimetilfosfat,

tetrahidroaminoakridin ve rivastigmin gibi inhibitérler verilebilir (Massoulié vd., 1993).



1.4. Antioksidan Kapasitesi ve Aktivitesi

Insan viicudunu serbest radikallerin ve onlarin tiirevlerinin etkilerine karsi koruyan
molekiiller antioksidanlar olarak tanimlanir (Topal, 2014). Ayrica besinlerin oksidatif
bozulmalarina kars1 da antioksidanlar koruma saglarlar (Giilgin vd., 2005).

Antioksidanin ilk kesfi 19. ylizyll zamanlarima dayanmaktadir. Bu ylizyillarda
aragtirmacilar metal aginmalarim1 ve paslanmalarini (oksidasyon) engellemek i¢in
caligmalar yapmuslardir ve istedikleri Ozelliklere uyan maddeyi kesfetmislerdir. Bu
maddeleri de antioksidan olarak isimlendirmislerdir.

Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan noétralize edilme hizi ile radikallerin
olusum hiz1 arasinda bir dengeden s6z edilebilir. Bu denge sayesinde serbest radikallerin
olumsuz etkilerinden canli hiicre korunmus olur. Eger denge bozulur ise serbest radikal
miktar1 hiicrede artisa geger. Bu kontrolsiiz artis hiicre fonksiyonlari {izerinde olumsuz etki
olusturur bu da oksidatif stresi meydana getirir (Halliwell, 1996; Cavdar vd., 1997). DNA
ve hiicre duvarlar1 gibi biyolojik yapilarda oksidatif stresten kaynakli aktif zincir
reaksiyonlar1 meydana gelerek oksidatif hasar olusumu gergeklesir. Olusan bu hasarlarda;
immun sistem hastaliklari, LDL oksidasyonu, hiicre yaslanmasi, koroner kalp rahatsizligi,
mutasyonel hastaliklar ve kanser gibi hastaliklara sebebiyet vermektedir. Kisacast bu
hastaliklarin nedeni olarak gosterilen serbest radikallerin etkisi, antioksidanlar sayesinde
biiyiik 6lgiide engellenebilmektedir (Halliwell vd., 1991; Ozpinar, 2012).

Demir elementinin serbest formlari, canli organizmalarda ATP sentezi, oksijen
taginmasi, klorofil ve DNA iiretiminde dnemli goreve sahiptir ancak serbest formu canli
organizmasinda zehirli etki yapabilmektedir. Bu etki sonucunda ise olusan reaktif oksijen
tirleri (ROS) DNA molekiillerine saldirir ya da lipit peroksitlerine neden olur (Miller,
1993). ROS dokularda olusur ve lipidlere, proteinlere, karbonhidratlara ve DNA’lara zarar
verebilirler. Organik maddeler asir1 sicakta ROS olusumuna sebep olabilir. Bu nedenle
sigara dumaninda serbest radikal ¢ok fazladir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

Solunum i¢in oksijene ihtiyag duyan biitlin canlilar antioksidan savunma
mekanizmasina sahiptir. Zarar goren molekiillerini hem onarmasi hem de uzaklastirmasi
gerekir. Dolayisiyla bu antioksidan savunma sistemi hiicrelerde olusan oksidatif stresi,
antioksidan enzim agini Kkoruyarak yapar (Davies, 1995; Giilgin, 2011). Baz1 gida
uygulamalarinda enzimler, hem ROS’lar1 hem de lipit peroksitlerini en aza indirgemek igin
dogal antioksidan tiirleri olarak kullanilmaktadir (Frankel, 1998; Giil¢in, 2012).

Onemli antioksidan enzimler ise;



Glutatyon rediiktaz: Flavoprotein igeren bir enzimdir ayn1 zamanda flavin adenin
dintikleotit (FAD) igerir. Serbest haldeki radikal etkisini engellemek igin gereklidir.
Serbest haldeki glutatyon molekiiliinii indirgenmis glutatyon molekiiliine doniistiiriir
(Goulart vd., 2005).

Glutatyon peroksidaz: Hiicre i¢inde sitoplazmada bulunur. Hidrojen peroksitin sebep
oldugu oksidatif strese kars1 hiicreleri korumay1 amaglar. Bu sekilde hidrojen peroksitten
hidroksit iyon olusumunu engeller. Organik olan peroksitleri de temizleme gorevindedir
(Arosio vd., 2000).

Stiperoksit dismutaz: Anyon olan siiperoksiti hidrojen peroksite ¢evirir. Ortamda
bulunan hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz enzimlerinin reaksiyonuyla etkisiz hale
getirilmektedir (Mates vd, 1999). Metal grubu tagiyan ve organizmanin olusumundaki her
hiicre i¢in 6zel olan siiperoksit dismutaz, endojen olarak iiretilebilmektedir (Caylak, 2011).

Peroksidaz: Organik ve inorganik maddeleri hidrojen peroksit bilesigi ile
katalizlemektedir (Arosio vd., 2000).

Katalaz: Hiicre i¢i organellerde daha az olarak ise endoplazmik retikulum ve
mitokondri icerisinde bulunur. Asil gérevi hidrojen peroksit molekiiliinii su molekiiliine
indirgemektir. Ayn1 zamanda demir ve bakir iyonlarmin etkinliginde fenton
reaksiyonlarinda reaktif bir bilesik olan hidroksil radikal olusumunda etkilidir (Caylak,
2011).

Antioksidanlarin sondiirme, siiplirme, zincir ve tamir etme aktiviteleri ile oksidanlari
etkisiz hale getirmektedir. Siiplirme etkisinde, oksidanlarin etkisi azalmis ve daha az aktif
olan baska bir molekiil haline geldiginde antioksidan enzim ve mikro molekiiller islev
gosterir. Sondiirme etkisinde, Flavonoidler; mannitol reaktif oksijen tiirleri ve vitaminler
ile etkilesime girip onlara bir hidrojen vererek sistemi inaktif hale getirirler. Tamir etme
etkisinde deforme olmus hiicreleri onarirlar. Zincir kirma etkisinde ise, hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller gibi maddeler baska maddeleri kendisine baglamak i¢in
zincirleme ve radikal reaksiyonlarin1 baslatir. Boylece kopararak inaktif hale getirir
(Gokpinar, 2006).

Antioksidan aktivitelerini belirleyebilen degiskenler sunlardir; radikalin antioksidan
etkisiyle olusan son hali, B grubu metallerini selatlama yetenekleri, ¢ogunlukla indirgeme
potansiyeline bagli olan elektron ve hidrojen verici aktiviteleri, farkli antioksidan
maddelerle olan etkilesimleridir (Rice Evans vd., 1997).

Antioksidanlarin insan saglig1 iizerine en 6nemli etkileri dogal kaynaklardan elde
edilmeleri, ¢oziintirlikkleri, kimyasal yapilari, yapi-aktivite baglantilar1 gibi durumlari

gosterebiliriz.



Sentetik antioksidanlar: Gidalarin uzun 6miirlii olmalarini ve dayanikliligini artirmak
icin gida teknolojisinde kullanilmaktadir. Bu antioksidanlarin gidalar {izerinde
koruyuculugunun ¢ok yiiksek oldugu belirlenmis ancak insan saglig1 acisindan ise ortaya
cikaracagl olumsuz durumlarin arastirilmasi ve tartisilmasi halen devam etmektedir
(Pokorny, 2007). Kullanim1 en ¢ok tercih edilen yapay antioksidanlar ise biitillenmis
hidroksianisol (BHA), tert-biitil hidrokinon (TBHQ), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), ve
propylgallate (PG) siralanabilir (Giilgin vd., 2007a). TBHQ, BHT, BHA, PG gibi sentetik
olan antioksidanlar oksidatif bozulmay1r onlemek icin gida endiistrisinde ¢ok fazla
kullanilmaktadir. Ancak bu antioksidanlarin stabil, ucuz ve etkin olmalarindan dolay1 ciddi
yan etkileri olabileceginden kullanimina dikkat etmek gerekmektedir (Topal, 2014).
Kullanim alanlar1 gittikce genisleyen bu antioksidanlarin kullanimina kisitlamalar
getirilmistir (Haigh, 1986; Giilgin vd., 2005a).

Dogal antioksidanlar: Bitkiler tarafindan ¢okga iiretilen bu antioksidanlar bitkinin
organik bilesikleridir. Fenolik bilesik grubunda yer alan bu organik molekiiller insanlar
tarafindan diyetle alindiginda viicutta etkilerini gosterebilir (Chaudiere ve Iliou, 1999).
Onemli dzellikleri olmasi sebebiyle insanlara dogal antioksidan alinimi 6zendirilmektedir.
Bitki ekstraktlarinin  kullanimi ise gida endiistrisinde son yillarda gittikge artis
gostermektedir (Karagozler vd., 2008; Yavaser, 2011).

Dogal antioksidanlar olarak fenolik bilesikler, C vitamini, E vitamini, karotenoidler
ve klorofiller 6rnek verilebilir. Bitkisel olarak bulunan askorbik asit diger adiyla C vitamini
suda ¢oziinebilme 6zelligi olan bir vitamindir. Bir¢ok hayvan ve bitki tiirii askorbik asit
sentezi yapabilirken insanlar bu sentezi gerceklestiremezler. Dogada bircok sebze ve
meyve igerisinde bulunmaktadir. C vitamini antioksidan Ozelliginden dolay1 serbest
radikallerin sebep oldugu oksidasyonun giderilmesinde gorev alir (Giiglii vd., 2005).

E vitamini ise o, B, y, ve d-tokoferol ile a, B, y, ve & tokotrienol olarak 8 gesit E
vitamini vardir. Bitkisel organizmalar tokoferol sentezi yapabilmektedir (Rizvi vd., 2014).

Fenolik bilesikler bir¢ok sebze ve meyve de yaygin olarak bulunmaktadir. Sahip
olduklar1 antioksidan etkisinden dolay1 kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nrodejeneratif
hastaliklar ve seker hastaligina karst koruyucu rol oynarlar (D’ Archivio vd., 2007).

Karotenoidler, fotosentetik bakteriler, algler ve bitkiler tarafindan sentezlenen
pigmentlerdir. Ayrica sebze ve meyvelerde kirmizi, turuncu ve sari renkleri olusturur
Karotenoidler ¢cok sayida konjuge ¢ift bagdan olusmuslardir. Mavi-yesil alg ve bitkilerin
klorofillerinde bir pigmenttir. Klorofilin bazi tiirevleri fotosentez i¢in kullanilmaktadir
(Namitha ve Nagi, 2010).
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Tablo 1. Sentetik ve dogal antioksidanlarin bazi 6zellikleri

Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar

Tedarik edilmesi maliyetlidir. Uygulama alanlar1 genistir.

Bazi iiriinlerin kullanimina siirlama Maliyet olarak ucuzdur.

getirilmistir.

Giivenilir ve zararsizdir. Giivenirliligi giin gectikce azalmaktadir.

Uygulama alani artmistir. Coziiniirlikleri diistiktiir.

Coziiniirlikleri fazladir. Bazilarinin kullanimina yasaklama
getirilmistir.

Duyulan ilgi giin gegtik¢ce artmaktadir. Gosterilen ilgi azalmaktadir.

Tamami metabolizmada sindirilmektedir. ~ Adipoz dokuda depolanmalari
miimkiindiir.

1.5. Fenolik Bilesikler

Primer ve sekonder olmak tizere iki gesit mikrobiyal metabolit vardir. Primer
metabolitler, aktif hiicre ¢ogalmasi esnasinda tiretilirler. Aminoasitler, vitaminler tipik bir
primer metabolit 6rnekleridir. Bazi tirlinler aktif tireme fazinda degil de duraklama fazinda
olusur. Bu metabolitlere sekonder metabolit denir. Sekonder metabolit olarak adlandirilan
fenolik bilesikler bitkilerde fazla bulunur. Bu bilesikler kanser, akciger hastaliklar1 ve kalp
hastalig1 gibi birgok hastaligin olusumunu engeller. Bunu da serbest radikallerin sebep
oldugu aktiviteleri engelleyerek gergeklestirir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Fenolik bilesiklerin yapisi benzen halkalarindan olusmustur. Fenolik bilesikler
sekonder metabolit olarak bitki yapisinda bulunur ayn1 zamanda bitkinin kendini birtakim
tehlikelere kars1 korumasinda gorev alir (Goger, 2014).

Biyolojik olarak faydali olan ve olumlu etkileri olan fenolik bilesiklerin gida isleme
stirecinde stabiliteleri yoktur. Isik, oksijen ve sicaklik gibi etmenler tizerinde bozucu etki
olustururlar. Bu etkilerle beraber diger besin bilesikleri gibi gastrointestinal bdlge
kosullarinda ortam pH’sindan fenolik bilesikler de etkilenir (Leonard, 2000; Rodriquez-
Amaya, 2016).

Fenolik bilesiklerin etkisi beslenme iizerinde ¢ok Onemlidir ve bu sebeple
biyoflavonoid olarak da adlandiriimaktadir. Ayni1 zamanda P vitamini olarak da
isimlendirilmektedir (Goger, 2014).

Bitkiler aleminde rozmarinik, klorjenik, sinapik, ferulik, kafeik, p-kumarik, sirinjik,
vanilik, 3,4-dihidroksibenzoik ve p-hidroksibenzoik asit gibi fenolik asitlere ¢ok sik
rastlanir. Ancak yapilan ¢alismalarda fenolik bilesikler viicuda fazla miktarda alindiginda
toksik etki olusturabilecegi ve girtlak kanseri basta olmak iizere bir¢ok kanser tiirtine neden

olabilecegi ortaya konmustur (Goger, 2014).
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1.6. Serbest Radikaller ve Etkileri

Serbest radikal, molekiiler ya da atomik yapilarda ortaklasmamis elektron
bulunduran yapilara denir. Basit bir sekilde farkli molekiil gruplariyla elektron alis verisi
yapabilen bu molekiillere oksidanlar ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS) diye ifade
edilmektedir. Serbest radikalin olusum islemi ise karbohidratlar, yaglar ve proteinlerin
oksijen ile reaksiyona girip pargalanarak ve sonunda ATP molekiiliiniin iiretilmesi esasina
dayanir (Goger, 2014).

Serbest radikallerin son yoriingelerindeki ortaklasmamis elektronlart nedeniyle ¢ok
fazla reaktiftirler (Giil¢in, 2012). Bunun yam sira diisiik molekiil agirligina sahip, kisa
Oomiirli, kararsiz ve ¢ok etkin molekiillerdir. Serbest radikaller ndtral, anyon veya katyon
formunda bulunabilirler (Topal, 2014 ).

Antioksidan savunma sistemleri zayif oldugu durumlarda hiicre 6liimleri meydana
gelir. Bu sekilde ROS hiicreye zarar verir (Davies, 2000). Ortaklanmamis elektron giftleri
serbest radikale reaktiflik kazandirarak koenzim, niikleotid, protein, lipit ve DNA gibi
yapilarin {lizerinde biyolojik hasar olusturmaktadir. Bu hasarlar ise birgok hastaliga sebep
olmaktadir. Ornek olarak; diyabet, kalp-damar hastaliklari, fel¢ ve immiin yetmezligi
verilebilir (Diplock, 1998; Giilgin, 2012; Adam ve Yigitoglu, 2012).

Serbest radikaller diger maddelerden elektron alirlar ¢ilinkii kendilerini notralize
etmeleri gerekir. Eger nétralize edilmezse hiicre ici lipit ve proteinleri yok edip hiicrenin
caligmasini engelleyebilir. Notralize olayr azot veya oksijen kaynakli olabilir. Kaynagi
oksijen olanlarin oksijenli solunum yapan canlilar i¢in 6nemi ¢ok biiyiiktiir. ROS olarak
tanimlanan oksijen kaynakli serbest radikallere; hidroksil radikali (OH"), siiper oksit anyon
radikali (O2") dahil edilebilirken, radikal olmayan reaksiyon tiirlerine ise; ozon (Os),
hipoklorikasit (HOCI), singlet oksijen (*O) ve hidrojen peroksit (H202) sayilabilir (Topal
vd., 2021).

Hiicre igerisinde 6nemli radikaller de olusmaktadir. Bunlara tiyal radikaller (RS),
alkolsil (RO), peroksil (ROO) ve karbon merkezli radikalleri 6rnek olarak verebiliriz
(Giilgin, 2012). Bunlarin olusumu ise ii¢ temel sisteme dayanir. Tek bir molekiiliin normal
bir molekiile eklenmesi durumu, bir molekiiliin heterotik boliinmesi ya da normal
molekiilden tek bir elektron kaybinin olmasi ve kovalent bagli olan bir molekiiliin ortak

elektronlari alip kullanarak homolotik boliinmesi olarak ifade edebiliriz (Meral vd., 2012).

1.7. Calismada Kullanilan Puerarin Bilesigi
Latince ad1 Pueraria Lobota olan kudzu bitkisinde bulunan puerarin kokii puerarin

olarak adlandirilmistir. 1950 yillarinda kudzu bitkisinin kékiinden puerarin elde edilmesine
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yonelik ¢alismalar yapilmistir. Cin’in geleneksel bitkisel tibbinda dogal bir izoflavon
olarak kullanilan puerarin yararli etkilere sahiptir. Puerarin diyabet ve diyabetik
komplikasyonlarda, kardiyovaskiiler hastaliklarda, Parkinson hastaligi, Alzheimer

hastalig1, endometriozis ve kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 9. Kudzu bitkisinden elde edilen puerarin tozu

Puerarinin c¢esitli tibbi yontemler lizerinde olumlu etkileri s6z konusudur. Bunlar
vazodilatasyon, kardiyoproteksiyon, noroproteksiyon, antioksidan, agriyr hafifletme,
kemik olusumunu tesvik etme ve insiilin direncini azaltma gibi ¢ok genis bir kullanim1 s6z
konusudur. Caligmalar sonucunda puerarin maddesinin bir takim Ozellikleri ortaya
cikarilmigtir. Kirmizi hiicre zar1 diizensizliginin hemoliz mekanizmasmin puerarin
kaynakli oldugu belirlenmis ve bunun amfipat bilesikleri ve biyolojik membran agisindan

yiiksek konsantrasyona sahip oldugu ifade edilmistir (Yilmaz, 1991).

HO

OH

(& J

Sekil 10. Puerarinin kimyasal yapist
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Bacanli ve arkadaslari serbest oksijen radikallerinin kronik hastaliklarin tedavisinde
onemli etkiye sahip oldugunu diisiinmiislerdir. Bitki fenoliklerine ilginin artmasiyla kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bazi hastaliklarin tedavisinde kullanildigint ve

olumlu etki ettigini gozlemlemislerdir (Bacanli vd., 2014).

1.8. Calismanin Amaci

Canlilarda oksidatif stresin kaynagi canlida bulunan ve beslenmeyle alinan
antioksidanlarla dengelenemeyen ROS oldugunu biliyoruz. Yapilan c¢alismalarda
ROS’larin miyokart enfarktiisi, kanser, enflamatuar hastaliklar gibi bircok 6nemli
hastaligin kaynagi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Prieto vd., 1999; Giilgin vd., 2009).

Bu tez kapsaminda kullanilan puerarinin ates, migren, ishal, anjin, kalp krizi gibi
birgok hastaligin tedavisinde tibbi yontem olarak kullaniminda olumlu etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde de bitki fenoliklerinin bir¢ok hastaligin tedavisinde
antioksidan etki olarak iyilestirici 6zelliginin bulunmasiyla beraber bu ¢alismada puerarin
bilesiginin in vitro sartlarda antioksidan etkisini arastirmay1 hedefledik.

Canlinin antioksidan savunma sistemi zayif ise canlida var olan hiicreler yikilmaya
baslar. Bunun sonucunda da serbest radikaller hiicreyi ele gecirmeye calisir ve hizli bir
sekilde ¢cogalmaya baslarlar. ROS’larin bu etkisi antioksidanlar sayesinde dnlenmeye ya
da azaltilmaya calisilir. Antioksidanlarin ¢alisma prensibi serbest radikalleri notralize
ederek hiicrelere gerceklestirilen saldirilar1 azaltmaya veya Onlemeye yoneliktir. Bu
sebeple de yukarida belirtildigi gibi dogal antioksidanlarin 6nemi ¢ok artmis ve bununla
ilgili yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. (Giilgin vd., 2010).

ROS’larin sebep oldugu hastaliklardan olan Alzheimer hastaliginin giiniimiizde kesin
bir tedavisi bulunmamaktadir sadece hastaligin seyrini azaltmaya yonelik ila¢ tedavisi
uygulanmaktadir. Ancak uygulanan tedavide kullanilan etken maddelerden olan takrinin
canli viicudunda karaciger hasarma sebep oldugu ortaya g¢ikarilmistir. Bu sebeplede
kullanimina sinirlamalar getirilmistir. Arastirmamizda fenolik madde olan puerarinin
antioksidan kapasitesini arastirip sonrasinda AChE ve BChE enzimleri etksinde inhibisyon
bulgularina gore takrin ile sonuglarini kiyaslamay1 hedefledik.

Calismamizda kullanilan puerarin bilesiginin bes farkli yontem kullanilarak
antioksidan aktiviteleri belirlemeyi hedefledik. Bu amag igin demir indirgeme kapasitesi
yontemi, CUPRAC yontemi, ABTS, DPPH ve DMPD radikali giderme aktivitesi
yontemleri kullanildi. Puerarin bilesiginin antioksidan kapasitesi belirlenmesini amagladik.
Enzim olarak AChE ve BChE kullanarak elde ettigimiz verilere gore ICso ve Ki

grafiklerinin olusturulmasini ve grafiklerden elde edilen sonuglara gore inhibisyon tiirleri
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belirlenmesini hedefledik. Yapilan ¢alismalar sonucunda ise elde ettigimiz verilerden yola
c¢ikilarak puerarinin antioksidan bir madde oldugunu, 6zellikle hiicre hasari ile baglayan
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanilabilecek ilag i¢in 6n in vitro ¢aligma literatiire

sunulmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Kimyasallar ve EKipmanlar

DPPH, DMPD, linoleik asit, ABTS, a-tokoferol, ferrozin, askorbik asit, BHA, BHT,
troloks, bakir (1) Kloriir (CuClz), K20sS, hidroklorikasit (HCI), kursun (II) tiyosiyanat
(SCN), demir (1) Kloriir (FeClzs), tris, asetilkolin iyodat, butirilkolin iyodat, trikloroasetik
asit (TCA), tris, takrin, puerarin, neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) kimyasallar1

Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

Hassas terazi (OHAUS)
Vortex (WiseStir)
Manyetik Karistirict (Velp)

Etiiv (Niikleon)

pH metre (Edge pH)
Otomatik pipetler (Eppendorf)
Spektrofotometre (Genesys 180)

2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.2.1. Fe3*-Fe?* indirgeme Kapasitesi Yontemi

Bu metot i¢in bazi ¢ozeltiler hazirlandi. Bunlar; %10’luk TCA, %1°lik KzFe(CN)e
ve %0.1°lik FeCls gozeltileri sirasiyla saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlandilar. 300 mL, 0.2
M’lik pH: 6.6 olan fosfat tamponu hazirlandi. Puerarin ¢ozeltisi ve standart antioksidan
¢ozeltileri 1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Daha sonra gergeklesen tepkime
karisimina 1 mL %10°luk TCA ilave edildi. Son olarak da 0.25 mL %0.1’lik FeCls ilavesi

yapilarak 700 nm’lik dalga boyunda saf suya karsi absorbans degerleri okundu.

2.2.3. Cu?*-Cu* Indirgeme Kapasitesi Yontemi (CUPRAC Metodu)

Oncelikle 0.01 M CuCl; ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.033 g CuCls alinip 50 mL
saf suda ¢ozdiiriildii. Daha sonra 5x10° M’lik etil alkol iceren neokuprin ¢dzeltisinin
hazirlanmasi i¢in Neokuprinden 0.035 g alinarak 50 mL etil alkolde manyetik karistirict
tizerinde ¢oziildii. Son olarak 1 M’ ik CH3COONa pH: 6.5 tamponunun hazirlanmasi i¢in
4 g CH3COONa alinip 40 mL destile suda ¢oziilerek, pH’s1 6.5 olacak sekilde diizenlemesi
yapildiktan sonra ¢ozeltinin hacmi 50 mL olacak 6l¢iide saf su eklenerek tamamlandi. Tez

kapsaminda hazirlanan ¢ozeltiler sirasiyla CH3COONH4 tampon ¢ozeltisinden 0.125 mL,



CuCl; ¢ozeltisinden 0.01 M, 0.125 mL, neokuprin ¢dzeltisindende 7.5x10° M, 0.125 mL
alinarak numunelere ilave edilerek son hacim saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Yarim saatlik

beklemenin ardindan absorbans degerleri 450 nm’de saf suya karsi 6l¢iildii.

2.2.4. ABTS Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Ik olarak 0.02 g K20sS; 2.50 mL’lik ABTS icerisine dikkatlice yavas yavas
eklenerek yarim saat manyetik karistiriciyla karistirilarak ¢oziilerek homojen karisim elde
edildi. Daha sonra ise ABTS™ ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.075 g ABTS* alinarak 50
mL saf su igerisinde ¢oziildi. Standartlar ve puerarin ¢6zeltisinden deney tiiplerine farkli
konsantrasyonlarda ilave edilirken igerisine 0.5 mL ABTS radikal ¢ozeltisinde eklenilerek
son hacim 2 L olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Her bir deney tiipii vorteks ile
karistirilarak 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyon gerceklesti. Etanoldan olusan kore
kars1 absorbans 734 nm’de 6lgtim yapildi.

2.2.5. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivite Yontemi

0.001 M’lik DPPH- ¢ozeltisi igin 0.050 g DPPH- 50 mL etil alkol igerisinde
coziilerek radikal olugsmaya birakildi (Blois, 1958; Giilgin, 2012). Bu sayede serbest
radikalin olusturulmasi hedeflendi. Stok ¢6zeltinin dogrulugunu tespit etmek igin kontrol
¢oOzeltisi hazirlandi. Bu amagla deney tiipiine 2 mL etanol, 0.5 mL DPPH- ¢ozeltisi
eklenerek absorbans degeri kaydedildi. Deney tiipleri igerisine sirasiyla hazirlanan puerarin
ve standartlar farkli konsantrasyonlarda aktarilarak son hacimleri etil alkol ile 2 mL’ye
tamamlandi. Sonrasinda deney tiipleri igerisine hazirlanan DPPH: ¢6zeltisinden 500 pL
eklenerek 30 dakika karanlik ortamda beklemeye birakildi. Daha sonra kor olarak

kullanilan etanole kars1 517 nm’de absorbanslar 6lgiildii.

2.2.6. DMPD Radikal Giderme Aktivite Yontemi

0.1 M’lik DMPD ¢ozeltisi hazirlanarak bu stok ¢ozeltiden 1 mL alindi. pH: 5.3, 0.1
M alinarak asetat tamponu igerisine ilave edildi. Kontrollii olarak 0.05 M’lik FeCls
cozeltisinden, tampon ve DMPD c¢ozeltisi icerisine eklendi. Hazirlanan bu ¢ozelti ile optik
dansite kontrolii yapildi. Bu degerin 0.900+0.100 nm olana kadar ¢6zelti miktar1 ayarlandi.

Puerarin ve kullanilan antioksidanlarin farkli oranlarda ki ¢ozeltileri (10 ve 20
pg/mL) deney tiiplerine aktarimi yapilarak toplam hacim 0.5 mL olana kadar saf su ile
tamamlandi. Deney tiipleri igerisinde karisima, 1 mL DMPD™ ¢ozeltisi ilave edildi.

Ortalama 45-50 dakikalik inkiibasyon sonrasi 505 nm’de absorbanslar 6lgiildii.
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2.2.7. Asetilkolinesteraz Enzim Aktivite Yoéntemi
1 M’lik ve pH’1 8 olan Tris/HCI ¢ozeltisi hazirlandi. Sonraki basamakta 10 mM’lik
DTNB ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 10 mM’lik asetilkolin iyodat ¢6zeltisi hazirlanarak

suda ¢0ziildii. Daha sonra puerarinin bilesiginin AChE enzimi iizerine etkisini arastirildi.

2.2.8. Butirilkolinesteraz Enzim Aktivite Yontemi

1 M’lik Tris-HCI tamponu i¢in pH degeri 8’¢ ayarlandi. Daha sonra 10 mM’lik
DTNB ¢ozeltisi hazirland1 ve 10mM’lik butirilkolin iyodat ¢6zeltisi olusturuldu. BChE i¢in
kullanilan ¢aligma basamaklar1 6ncesinde calistigimiz AChE i¢in aynidir. Farkli olarak
AChE yonteminde kullandigimiz substrat asetilkolin iyodat iken, BChE yonteminde

substrat olarak butirilkolin iyodat kullanildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Fe’*-Fe?* Indirgeme Kapasitesi Sonuclarit

Demir indirgeme metodundan elde edilen sonuglara gore standart antioksidanlar
giiclii indirgeme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ote yandan tez kapsaminda
kullanilan puerarin bilesigi de standartlara paralel sonuglar gostermis olup yiiksek Fe3*-
Fe?* indirgeme kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir. Puerarin ve kullandigimiz
standart antioksidanlarla konstrasyona denk gelen absorbans grafigi cizildikten sonra
puerarin maddesinin bu indirgeme yonteminde absorbans degerinin 0.122+0.010 olarak

hesaplamis olduk.

——BHA
—@— BHT

—— a-Tokoferol -

3 4 —o— Troloks 4
—x— Askorbik Asit -/
—{— Puerarin /

, _—=

Absorbans (700 nm)

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

Sekil 11. Fe®*-Fe?" indirgeme Kapasitesi

3.2. Cu*2-Cu* Indirgeme Kapasitesi Sonuclar

Puerarinin kuprik iyonlarini indirgeme kapasitesi, konsantrasyonu ile dogru orantili
bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi. Puerarin ve kullandigimiz standart antioksidanlarin
konsantrasyona denk gelen ansorbans grafigi ¢izildikten sonra puerarin i¢in 20 pg/mL’ye
denk gelen absorbans degeri 0.633+0.026 olarak bulundu.
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Sekil 12. Cu*2-Cu" indirgeme Kapasitesi

3.3. ABTS Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Puerarin ve ¢alismada kullandigimiz troloks, o-tokoferol, BHT ve BHA gibi
antioksidanlarin ABTS™ giderme aktiviteleri tayini i¢in Oncelikle konsantrasyon
degerlerine denk olan absorbans grafigi olusturuldu. Puerarin ¢ozeltisi igcin ABTS™ radikali
giderme aktivitesi grafigi ¢izimi yapildiktan sonra her bir standart ve Puerarin ¢ozeltisi i¢in
tek tek 1Cso deger hesaplamalari yapildi. Puerarinin ICso degeri 3.381 ug/mL olarak
belirlendi.

Puerarin ve c¢alismada kullanilan standart antioksidanlarin ABTS™ giderme
aktivitelerinin sirasiyla a-Tokoferol < Puerarin < BHT < Askorbik asit < BHA < Troloks
olarak belirlendi.

0,9 J‘
—0— BHA
\ —@— BHT
0 7 —{— q-Tokoferol ~ _
)

—O— Troloks

—%— Askorbik Asit

0 , 5 - —0O— Puerarin -

o\ I
o\
. S—

0,1 10 20 30

Absorbans (734 nm)

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 13. ABTS™ giderme aktivite grafigi
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3.4. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivite Yontemi

Puerarin ve caligmamizda kullandigimiz troloks, a-tokoferol, BHT ve BHA gibi
antioksidanlarn DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tespiti ic¢in Oncelikle
konsantrasyon degerlerine denk olan absorbans grafigi olusturuldu. Puerarin ¢6zeltisinin

DPPH serbest radikali giderme aktivitesinin konsantrasyon ile paralel olarak arttig:

goriildii.
1
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Sekil 14. DPPH serbest radikali giderme aktivite grafigi

Puerarin ve kullanilan standart antioksidanlarin DPPH radikali giderme aktivitesi
bulgularinin siralamasi: Askorbik asit > Troloks > BHA > a-Tokoferol > BHT > Puerarin
olarak bulundu. Daha sonra ise DPPH serbest radikali giderme aktivitesinin kullanilan her
bir standart ve puerarin igin ayr1 ayr1 ICso hesaplamalari yapildi. Puerarin bilesigi i¢in ICso
degeri 877.22 pg/mL olarak bulundu Tablo 2’de gosterildi.
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Tablo 2. DPPH ve ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin ICsq degerleri

Antioksidanlar DPPH- Giderme (pg/mL) ABTS™ Giderme (ug/mL)
BHA 8.035 2.960
BHT 22.355 3.151
o-Tokoferol 9.505 4.150
Troloks 5.824 2.924
Askorbik asit 5.562 3.126
Puerarin 877.22 3.381

3.5. DMPD Radikal Giderme Aktivite Yontemi
Puerarin, troloks ve BHA bilesiklerin DMPD™ giderme aktivite bulgular1 igin
absorbans grafigi ¢izildi. Kullanilan standart antioksidan molekiilleri ile puerarin

¢ozeltisinin DMPD™ giderme aktivitesi sirasiyla Troloks > BHA > Puerarin seklinde

oldugu bulundu.
0,8
€
c
L 06 T
v
B 0!4
8
<
0,2
0,0 i

BHA Troloks Puerarin

Sekil 15. DMPD™ giderme aktivite grafigi

3.6. Asetilkolinesteraz Enzim Bulgular:

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

cizildi.
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Sekil 17. AChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 18. AChE enzimi i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[ Takrin] grafigi
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Sekil 19. AChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3. AChE Enzimi igin takrin ve puerarin inhibisyon sonuglari

. AChE (nM)
- 1Cso R? K, inhibisyon tipi
Puerarin 177.73 0.9850 60.87+5.29 Yarigsmali

Takrin 239.02 0.9960 133.91 +£18.98 Yarigmali

3.7. Biitirilkolinesteraz Enzim Bulgulari

Puerarin ve Takrin i¢in bilesiklerinin butirilkolinesteraz enzimi {izerine inhibisyon

etkilerine bakildi. Sonrasinda her madde icin ICso ve K grafikleri ¢izildi.

100
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Sekil 20. BChE enzimi igin ¢izilen Aktivite (%)-[Puerarin] grafigi
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Sekil 21. BChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 22. BChE enzim i¢in ¢izilen Aktivite (%)-[Takrin] grafigi
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Sekil 23. BChE enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Asagidaki verilen Tablo 4’te BChE enzimi igin takrin ve puerarin bilesiklerinin

karsilagtirilmasi yapilarak inhibisyon tiirleri belirlendi.

Tablo 4. BChE enzimi i¢in takrin ve puerarin bilesiklerinin inhibisyon sonuglari

; BChE (nM)
Molekiil ICso R? K Thibisyon fipi
Puerarin 315.07 0.9938 183.82+19.75 Yarigmali
Takrin 407.73 0.9941 369.58+25.48 Yarigmali
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4. TARTISMA

Yasam iizerinde her sey denge halindedir. Bu dengelerden biri de insan
metabolizmasi olarak belirtilebilir. Eger denge bozulursa metabolizmada birgok olumsuz
etki ortaya ¢ikabilir. Bu olumsuz etki proteinlere, lipitlere ve DNA’lara zarar verebilir.
Biitin bu etkilerin sonucu olarak kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin fonksiyonunun
bozuklugu, bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve kanser gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi
icin gerekli zemin hazirlanmis olur. Metabolizmada meydana gelen bu olumsuzluklarla
antioksidanlar ile savagmak miimkiindiir. Antioksidan yapilar sebzeler ve meyveler
icerisinde fazlaca bulunan karotoneoidler, askorbat ve tokoferoller basta olmak iizere
birgok fenolik veya flavonoid halde bulunmaktadir (Ames vd., 1993).

Son yillardaki oksidatif stres etkisi antioksidanlarin 6nemini daha da artirmistir. Bu
durum farmakoloji, gida, beslenme ve fizyoloji ile ilgili yapilan ¢alismalarla desteklenmis
hem de bu ¢alismalarin artmasi saglanmistir (Topal, 2019).

Gelisen teknoloji ve genetigi degistirilmis organizma (GDO) {iriinlerinin artmasi
buna bagli olarak da hastalik yapici etmenlerin cogalmasi ile birlikte insanlar artik dogal
tirtinlere yonelmistir. Dolayisiyla hem tipta koruyucu iiriin olarak hem de gida teknolojisi
alanlarinda dogal olan gida katkilarma yonelim gergeklesmistir. Bu sebeple de sentetik
antioksidanlar yerine dogal antioksidanlarla ilgili ¢aligsmalar ¢ok ilgi gérmeye baglamistir
(Topal vd., 2021).

Viicutta antioksidan metabolitleri 6nemli oldugu kadar son yillarda yapilan
caligmalar igerisinde goriilen tablo demir metabolizmasininda 6nemli olmasidir. Demir,
pek cok canli i¢in yagsamsal 6neme sahip olan 6zel bir elementtir. Metaller i¢cinde en yaygin
kullanilan element demir elementidir. Oksijen tasinmasi, elektron alip-verme, ATP sentezi,
DNA, RNA ve protein sentezinde goérev alir. Demir, plazma igerisinde glikoprotein
yapisinda olan transferrin tarafindan sentezlenir. Hiicre i¢inde demirin molekiiler
kontroliinde demirin depolanmasi, kullanim1 ve taginmasi ile ilgili biitiin proteinlerin
sentezi hiicre i¢i demirle diizenlenir (M. Topal, 2019; Giilgin, 2020). Demir elementi cesitli
enzimlerin tretiminden sorumlu oldugu gibi oksijen tasiyan alyuvar hiicrelerinin
tiretiminden de sorumludur. Ayni zamanda kalsiyum ve bakir emilimini de etkiler.
Dolayisiyla da bagisiklik sisteminin gii¢lendiricisidir. Ferrdz iyonlar1 halinde de ferritin ve
hemosiderin proteinlerinde depolanmasi gerceklesir. Demirin bagirsaklar tarafindan

emilimi gergeklestiginde, transferrin proteinleri aracilifiyla ferrik iyonlar1 halinde demir



ithtiyaci olan hiicrelere tasiir. Kisacasi bu yolla bir ferritin proteinin 4500 adet ferroz
iyonlarini bagladigi bilinmektedir (Hallwell,1996; Topal, 2014; Topal vd., 2021).

Tez calismasi kapsaminda puerarin molekiiliiniin ¢dzeltisi hazirlanarak; Fe®*-Fe?*
indirgeme kapasitesi, CUPRAC metoduna gore Cu?*-Cu* indirgeme kapasitesi, DPPH,
ABTS ve DMPD radikali giderme aktivitesi olmak tizere farkli yontemler tercih edildi.
BHT, BHA, troloks, askorbik asit ve a-tokoferol antioksidanlari, standart olarak tiim
yontemler i¢in kullanildi. Elde edilen sonuglara gore grafikler ¢izilerek karsilastirmalar
yapildi.

Fe[(CN)s]**’nin Fe[(CN)s]**’ye indirgenmesiyle Ferrik iyonlarmi (Fe®") ferroz
iyonlarma (Fe?*) indirgeme kapasitesi dlciilebilir. Indirgenmis iiriine ferrik iyonlar1 (Fe3*)
ilavesi ile 700 nm’de etkili absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir karisim olan
Fes[Fe(CN)e]s olusumuna yol agar (Giilgin 2012).

Indirgeyici Ajan
Fe(CN)s* geyici A > Fe(CN)s*

Fe(CN)g* + Fe**——>  Fe,[Fe(CN)gl,

Bu tez kapsaminda kapsaminda, puerarin ile kullandigimiz diger antioksidanlarin
indirgeme kapasitelerini kargilastirildi ve elde ettigimiz sonuglara gore puerarinin
indirgeme kapasitesinin digerlerinden daha diisiik oldugunu belirlendi. Sonuglar
karsilagtirilarak i¢in Tablo 4’te verildi. Buna gore arastirmamizda puerarin ve Sandart
antioksidanlarin indirgeme kuvvetleri birbirleriyle karsilastiriimalar: yapildi ve puerarin <
a-tokoferol < troloks < BHT < askorbik asit < BHA olarak siralandu.

Bir bilesigin antioksidan kapasitesi belirlenirken O6nemli degiskenler vardir.
Indirgeme kapasitesi de bu degiskenlerden biridir (Meir vd. 1995). Indirgeme olay:
kimyasal reaksiyonlarda elektron kazanci olarak ifade edilirken oksidasyon ise tam tersi
elektronun kaybedilmesi olarak tanimlanir. Antioksidan bir molekiiliin indirgenebilir
olabilecegi ¢alismalar sonucu ortaya koyulabilir. Ancak indirgenmis olan her molekiiliin
ise antioksidan madde olmak zorunda degildir (Giilgin, 2012).

ABTS ve DPPH radikali giderme aktiviteleri siirekli kullanilan spektrofotometrik
yontemlerdir. Koyu mor renkli DPPH radikali antioksidan maddeyle etkilesime gegmesiyle
olusur. Ortaya ¢ikan yontem ise hizli, tekrarlanabilen ve segici olabilir (Giilgin, 2020).
Etilalkol igerisinde DPPH radikali ¢oziinerek, radikallerin antioksidanlarin giiciiyle
indirgenmesi gergeklesir (Giilgin, 2012).

CUPRAC metodu 6nemli ve etkili bir yontemdir (Apak vd., 2006; Giilgin vd., 2010a;

2010b). Bu yontem aslinda antioksidanlar ve indirgeyicilerin neokuprin varliginda kuprik
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iyonlarin1 (Cu?"), kiiproz iyonlarma (Cu*) indirgeme mantigiyla calisir. Neokuprin,
indirgeyici bir ajandir ayn1 zamanda organik bir bilesiktir (Annakkaya, 2012; Giilgin,
2012). Kuprak yontemi indirgeyici maddenin hidrofikligine ya da tiiriine dikkat etmeden
diisiik maliyetli, basit, hizli, kararli ve g¢esitli antioksidanlara da uygulanabilen bir
yontemdir (Lee vd., 2005; Giil¢in, 2008; 2012). Kuprik iyonlarinin indirgeme
olgiimlerinden in vitro kosullarda elde edilen sonuglarinin in vivo kosullarda da
indirgemenin etkili olacagini desteklemektedir (Topal, 2014). Elde edilen karigimin
absorbans degeri 450 nm’de dl¢iilerek belirlendi.

Arastirmamizda puerarin ve standart antioksidanlarin indirgeme kuvvetleri
birbirleriyle karsilagtiriimalari yapildi ve puerarin < a-tokoferol < askorbik asit < troloks <
BHT < BHA olarak bulundu. Puerarin bilesigi standart antioksidanlardan diisiik bakir
indirgeme kapasitesine sahip olsa da yiiksek bakir indirgeme kapasitesine sahip oldugu
goriilmistiir. Yapilan bir caligmada tiiylii giindiizsefas1 (Convolvulus betonicifolia Mil.
Subs.) liyofilize su 06ziitliinlin bakir indirgeme absorbans degerinin 0.441 oldugunun ve
etkili bir antioksidan kapasitesine sahip oldugu belirtilmis (Bing6l vd., 2021). Puerarin

bilesiginin bakir indirgeme absorbans degeri ise 0.633 oldugu belirlenmistir.

Tablo 5. Indirgeme kapasitelerinin karsilastirilmasi

Antioksidanlar Fe3*Fe?" Indirgeme Cu*?-Cu” Indirgeme
BHA 2.515+0.138 2.165+0.238
BHT 1.675+0.123 1.529+0.398
a-Tokoferol 0.725+0.055 0.868+0.171
Troloks 1.527+0.109 1.136+0.154
Askorbik asit 2.360+0.827 0.993+0.153
Puerarin 0.122+0.010 0.633+0.026

Antioksidanlarin viicut tarafindan sentezlenenleri oldugu gibi disaridan beslenme
yolu ile de viicuda alinmasi miimkiindiir. Antioksidanlar, canli yasaminin kalitesini
artirirlar. Bu etkiyi ya hiicre yikimini ya da tiimor olusumunu azaltarak gergeklestiriler.
Meyveler, sebzeler, baharatlar, caylar, sifali bitkiler, yaglar, tahillar, tohumlar, proteinler
ve enzimler dogal antioksidanlar olarak goriilmektedir. Dogal antioksidanlar her gecen giin
daha da 6nem arz ettigi i¢in, bitkisel antioksidanlara olan ilgide giin gegtik¢e artmaktadir
(Giilgin, 2012).

ABTS™, DPPH ve DMPD™ radikal giderme yontemleri bitkilerin, yiyecek ve
iceceklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yaygin yontemlerdir
(Koksal vd., 2017). DPPH radikali giderme yontemi 1950 yillarinda ilk defa dogal
maddelerdeki H-dondrlerinin kesfini yapabilmek i¢in kullanilan bir yontemdir (Roginsky
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ve Lissi, 2005). DPPH’yi DPPH2’ye indirgenmesi bu radikal gidermede gergeklesir
(Oyaizu, 1986). Bitki ekstraktlar ile antioksidan molekiiller DPPH radikalleri ile reaksiyon
olusturur ve proton verirler. Renk degisimi ise bu yontemde 517 nm’de okunup kaydedildi.
Calismamizda puerarinin DPPH radikali giderme aktivitesi ile ilgili antioksidan molekiiller
ve puerarinin ICsp degerleri Tablo 2°de verildi. Buna gore; puerarin < BHT < a-tokoferol
< BHA < troloks < askorbik asit olarak belirlendi. Bu 6l¢iim sonuglarma gére DPPH
molekiiliiniin kimyasal yapist biiyiikk oldugu igin sterik engele takildigi bu sebeplede
puerarin bilesiginin 1Cso degerinin bu engelden dolay1 yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.
Tablo 6’da Puerarin ve standartlarin 20 mg/mL konsantrasyondaki giderme aktivitelerine

ait % inhibisyonlar: karsilastirilarak verildi.

Tablo 6. Puerarin ve standartlara ait giderme aktivitelerinin % inhibisyonlar
Antioksidanlar ABTS™" Giderme DMPD" Giderme DPPH- Giderme

BHT 94.45 P 48.10
BHA 94.45 31.36 87.71
o-Tokoferol 94.15 % 74.67
Troloks 99.55 96.73 93.58
Askorbik asit 99.33 * 94.13
Puerarin 99.33 11.86 0.54

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

ABTS’nin metmiyoglobin ve H20: ile tepkimeye girmesiyle ferril miyoglobin
olusmaktadir (Miller vd., 1993; Re vd., 1999). ABTS radikal giderme yontemi kismen
kullanigh bir yontemdir ¢iinkii suda ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziindiigli, ayrica iyonik
siddetten de etkilenmedigi goriilmiistiir (Giilgin, 2012). Antioksidan mekanizmalarla
yapilan c¢alismada pH’mn etkisi Onemlidir. Bunun i¢inde genis pH araliklarinda
caligilabiliyor olmast onemlidir. ABTS yontemide yaklasik yarim saat siirede gida
maddelerinde sonu¢ vermektedir (Giilgin, 2012). Ayrica ABTS radikal giderme
yonteminin, hem elektron transferiyle gerceklesen yontemlerde hem de hidrojen
transferine dayali yontemlerde kullanishi olacagi belirtilmistir (M.Topal, 2014). Bu
yontemde antioksidanlarin 734 nm’de karakteristik absorpsiyona sahip mavi/yesil bir
kromofor olan uzun Omirli ABTS radikal katyonunu sondiirme kabiliyetine
dayanmaktadir (Gtilgin, 2012).

Bu tez kapsaminda puerarinin ve standart antioksidanlarin ABTS"" radikali giderme
aktivitesinin ICso degerleri ise, a-tokoferol < puerarin < BHT < askorbik asit < troloks <
BHA olarak belirlendi.
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Yapilan ¢alismalarda bazi maddelerin ABTS radikal giderme yontemi kullanilarak
ICs0 degerleri belirlenmis olup bu degerler ise; Mentha pulegium bitkisinin metanol
ekstaktinin ICsp degeri 7.92 pg/mL (Giilgin vd., 2020), L-Adrenalinin ICso degeri 6.93
pg/mL (Giilgin, 2009), usnik asitin 1Cso degeri 10.41 pg/mL (Cakmak ve Giilgin, 2019)
olarak belirlenmistir. Tez kapsamindaki puerarin bilesigine ait ICso degeri ise 3.381 pg/mL
olarak tespit edildi. Literatiirde verilen yukaridaki dogal ve sentetik antioksidanlardan daha
etkin ABTS radikal giderme aktivitesinde sahip oldugu gézlemlenmistir.

DMPD" radikali giderme yonteminin dziinde uygun oksidan varliginda ve asidik pH
etkisi altinda DMPD’nin renkli ve kararli bir katyonu olan DMPD™" olusturulmasina
temeline dayanir. DMPD*’nin maximum absorbans degeri 505nm’de Ol¢iiliir (Giilgin,
2012). Ayrica bu yontemin hidrofibik antioksidanlarla kullanilamamasi olumsuz tarafidir
(Fogliano vd., 1999).

Puerarin ve kullanilan standart antioksidanlarin DMPD radikal giderme aktiviteleri
degerlendirilerek siralandirildi. Buna gore, troloks < BHA < puerarin olarak belirlendi.
DMPD™" molekiiliiniin kimyasal yapis1 biiyiik oldugu igin sterik engele takildigindan a-
tokoferol, askorbik asit ve BHT’nin hesaplamalari yapilamamistir. DMPD™" radikali
giderme yontemi ile ilgili daha 6nceden yapilan ¢alismalarda ise 1Cso degerleri; usnik asit
igin 1Cso degeri 33.0 pg/mL (Cakmak ve Giilgin, 2019), Satureja cuneifolia ekstrakti i¢in
ise I1Cso degeri 38.16 ug/mL (Taslimi vd., 2020), Actinidia deliciosa igin ise ICso degeri
40.0 pg/mL (Bursal ve Gulcin, 2011), kurkumin igin ICso degeri 34.5 pg/mL olarak (Ak ve
Giilgin, 2008), L-adrenalin igin ICsp degeri 15.6 pg/mL (Giilgin, 2009), resveratrol igin ise
ICs0 degeri 9.5 pg/mL (Giilgin, 2010b), eugenol igin ICso degeri 10.04 pg/mL (Giilgin,
2010a) olarak bulunmustur. Tez c¢alismamiz kapsamindaki puerarine ait ICsg
hesaplanamadi. Konsantrasyonlar arasindaki azalis ve standart sapmalarda kararsizlik
tespit edildi. Bu nedenle siitun grafigi Sekil 14’te verildi. Tablo 6’da 20 mg/mL
konsantrasyondaki DMPD radikal giderme aktivitelerine ait % inhibisyonlar1 verildi.
Standartlardan daha diisiik giderme sergiledi.

Ellman metoduna gére AChE ve BChE 1 inhibisyon ¢alismalar1 yapilmistir (Ellman
vd., 1961). Calisma kapsaminda puerarinin inhibisyon c¢alismasi esteraz aktivite
yontemlerine gore farkli inhibitér konsantrasyonunda ve 412 nm’de yapildi. Bu yontem
AChE ve BChE yontemlerinde pozitif kontrol olarak kullanilan takrin molekiilii iginde
yapildi. Sonra grafikleri ¢izilip ICso degerleri hesaplandi ve K hesaplamalari yapildi Tablo
7°de verildi.
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Tablo 7. AChE ve BChE enzimleri igin puerarin ve takrinin karsilagtiritlmasi

Enzimler Puerarin (nM) Takrin (nM)

I1Cs0 Ki I1Cs0 Ki
AChE 177.73 60.87+5.29 239.02 133.91+18.98
BChE 315.07 183.82+19.75 407.73 369.58+25.48

AChE ve BChE enzim antioksidanlarinda Alzheimer hastaligi i¢in kullanilan etken
bir madde olan takrin ile de ¢alisma yapilmistir. Elde edilen sonuglarda puerarinin AChE
enzim aktivitesinde 1Cso degeri 177.73 pg/mL iken, takrinde bu deger 239.02 pug/mL olarak
bulunmustur. BChE enzim aktivitesinde ise ¢ikan sonuglarin 1Cso degerleri puerarin igin
315.07 pg/mL iken, takrinin ise 407.73 pg/mL oldugu gozlenmistir. Elde edilen 6l¢iim
sonuglarini kiyasladigimizda puerarinin takrine gére daha etkili sonug verebilecegi ortaya
konmustur. Dolayisiyla bu calismamizin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde farkl bir

yontem olarak kullanilabilecegini gostermis olduk.
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5. SONUC VE ONERILER

Esansiyel metallerden olan bakir insan fizyolojisi i¢in biliyiik 6nem tasir ve yasam
icin gereklidir. Yorgunluk ve halsizlik durumlarinda ilk akla gelen bakir eksikligidir.
Bagirsaklarda demirin  emilimi  i¢in  bakira ihtiyag  duyulmaktadir.  Bakir
konsantrasyonundaki diistisler demir emilimi de azaltmaktadir. Boyle bir durumda da
dokulara yeterli oksijen tasinamamakta ve demir eksikligi anemisi goriilmektedir (Siotto
ve Squitti, 2018).

Alzheimer hastaliginin bakir (Cu) dengesizligi ile ilgili yapilan bir c¢alismada
Alzheimer hastaliginin gelisiminde serbest bakir olarak bilinen (nCp-Cu) seruloplazmine
bagli olmayan serum Cu daki artisin biligsel bozulmayla iligkili oldugu bulunmustur. Bakir
homeostazi viicudumuzda hassas bir sekilde diizenlenir ve degisebilir. nCp-Cu’nun
genislemesi, sayisiz biyolojik yolu etkileyen bu homeostazin bozulmasinin belirtisidir.
Bakir yapisal olarak enzimlere bagli degilse veya proteinler tarafindan koordine edilmezse
Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 yoluyla serbest radikal olusumu ger¢eklesmis olur.
Insan serum albumini en bol bulunan serum proteini aym: zamanda seruloplazmin
icerisinde en ¢ok bulunan ana proteindir. Insan serum albumini kanda dolasan diger bakir
molekiilleri ile denge halindedir. Dolasimdaki serbest molekiiller bu dengeyi bozdugunda
Alzheimer hastaliginin seyri hizlanmaktadir. Caligmanin sonucunda Alzheimer
hastalariin beyinlerindeki Cu metal seviyesinin azalmasinin bu hastalarin kaninda nCp-
Cu seviyesinin artigin1 ortaya c¢ikarmistir. insan serum albumini proteini antioksidan
savunma sisteminde dnemli rol oynamaktadir.

Fe’* + H,0;, ——> Fe®* + HO + OH" (Fenton reaksiyonu)

02" +H0, —> 02+ HO + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu)

Bakir, ROS olusumunda etkili bir element olarak tespit edilmistir. Alzheimer
hastaliginda bakir seviyesi arttig1 yapilan deneysel ¢alismalarla belirlenmistir (Sevim vd.,
2007). Bununla beraber bakir konsantrasyonundaki artis radikal seviyesinide
artiracagindan calistigimiz molekiiliin hem antioksidan hem de bakir diizeyini indirgeyici
etkiye sahip olmasi metabolik agidan olduk¢a 6nemlidir.

Ote yandan mitokondriyal islev bozuklugu terimleri biyoenerjetik ve hiicre
biyolojisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mitokondrinin baskin fizyolojik islevi,
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP’nin iiretilmesidir. Fakat ek islevler arasinda reaktif
oksijen tiirlerinin tiretimi ve detoksifikasyonu, bazi1 apoptoz bigimlerine katilim, sitoplazma

ve mitokondri matris kalsiyumunun diizenlenmesi, metabolitlerin sentezi ve katabolizmasi



yer alir. Hiicre icindeki bu siireglerin herhangi birindeki anormallik mitokondriyal
disfonksiyon (MD) olarak adlandirilabilir (Brand ve Nicholls, 2011). Mitokondri oksidatif
hasara ugrayan organellerin basindadir. Ciinkii asil oksidasyon reakSiyonlart burada
gerceklesir. MD, viicutta 6zellikle yag doku, karaciger ve iskelet kasinda gelismektedir.
MD’ye neden olan birgok faktdr gosterilmektedir. Bunlarin basinda yagli beslenme
gelmektedir. ROS seviyesindeki arti, metabolik gen ekspresyonunun baskilanmasi ve yag
asidi oksidasyonunun tamamlanamamasi1 MD’ye neden olan etmenler arasindadir. MD’nin
neden oldugu ROS seviyesindeki artis metabolizmada mevcut antioksidan sistemi etkisiz
hale getirerek radikal seviyesinde artisa yol acar (Giirdol, 2018). Oksijeni kullanan ve
metabolik hiz1 yiiksek olan organlardan biri de beyindir. Bu nedenle ROS {iretiminin en
fazla oldugu organdir. Alzheimer hastaliginda da oksidatif hiicre hasarinin fazla oldugu
hatta MD’nin 6zellikle hastaligin ilk evrelerinde goriildiigii bildirilmistir (Akkaya, 2015).

Bu nedenle yapilan tez ¢alismamizda AChE ve BChE enzimleri iizerine puerarinin
etkisi de incelendi. Alzheimer hastalarinin tedavisinde kullanilan ve etkili molekiillerden
biri olarak takrin toksik etkileri nedeniyle kullaniminda sinirlandirmalar mevcuttur. Bizde
dogal bir kimyasal {iiriin olarak puerarinin hem antioksidan hem de etkili bir enzim
inhibitorii olacagini elde ettigimiz sonuclarla bilim diinyasina sunmaktayiz. Tablo 7°de
verilen sonuglara gére Puerarin molekiilii i¢cin AChE enzimine ait ICsp degeri 177.73 nM
iken, Takrin molekiilii i¢in bu deger 239.02 nM olarak hesaplanmistir. Her iki molekiilde
hem AChE enzimi i¢in hem de BChE enzimi i¢in yarismali inhibisyon sergilemistir. Yine
puerarin bilesigi BChE enzimine ait ICso degeri 315.07 nM olarak hesaplanmistir. Ayrica
puerarin i¢in yapmis oldugumuz Tablo 5’te elde edilen sonuglara gore bakir indirgemede
etkili indirgeyici ajan olarak rol oynamustir.

Boylece puerarin molekiilii ile hem iyi bir antioksidan hem de heniiz tam bir tedavisi
elde edilememis Alzheimer hastaligini 6nlemede alternatif bir iriin belirlenmistir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin ile kanser, Parkinson, Alzheimer, hiicre hasari
basta olmak lizere toplumda yaygin ve tedavisi zor olan bir¢cok hastaligi onlemek i¢in

yapilan tibbi ve farmakolojik uygulamalara rehberlik edecegi diistiniilmektedir.
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