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1. GiRiS VE AMAC

GUnOmuzde cesitli hastaliklarin teghisi, tiplendirilmesi ve
tedavilerinde basvurulan parametrelerin basinda enzimler gelmektedir.
Klinik agcidan 6nem arzeden enzimlerden biri olan Adenozin deaminaz
(ADA) aktivitesi Uzerine degisik tip flavonoidlerin olasi etkilerinin
fizikokimyasal ve kinetik acidan arastiriimasi galismamizin temelini

olusturmaktadir.

Adenozin deaminaz (ADA) [Adenozin aminohidrolaz; EC
3.5.4.4] pUlrin katabolizmasinda gérev alan anahtar enzimlerden biridir.
Enzim adenozin ve deoksi adenozinden tek yonli (irreversible) olarak
amonyagin ayrihp sirasiyla inozin ve deoksi inozin olugmasi

reaksiyonlarini katalizlemektedir."'3"%

Ayrica adenozinden Urik aside kadar olan reaksiyonda ara
arin olarak aciga cikan hipoksantin salvage ara yola substrat olarak
girdigi icin ADA ayni zamanda pUrin salvage ara yolu enzimi olarak da
kabul edilmektedir.”®%1%""12 Hjcrelerde genetik bilgi DNA molekdilleri
aracihigiyla taginir. DNA ise purin ve pirimidin nikleotidlerinden yapilmig
polimerik bir makro moleklldir ve DNA da bulunan genetik bilgi
aracihgiyla RNA sentezi ve dolayisiyla butin hidcre proteinlerinin
biyosentezi gerceklestirilir. Bilindigi gibi kanser hicrelerinde DNA turn-
overi ve buna bagl olarak da nikleotidlerin salvage ara yolu normal
hicreye gbre ¢ok hizlidir. Bu olay kanser hicresinin ihtiya¢ duydugu
purin nikleotidlerinin artisi ile birlikte seyretmektedir.
Kanserli hidcrelerde metabolik yolda gbérev alan enzimlerin
aktivitelerindeki degismeler kanser hlcresinin enzimatik profilini
yansitmasi acisindan 6nemlidir.?>®® Ayrica ADA aktivitesinin immiin

sistem hastaliklari, hepatit, pankreatit, hemolitik anemi gibi degisik



hastaliklarda arttigir  veya azaldigina ait bir c¢ok c¢alisma

mevcuttur.8”77141,56,53,144

Bu yoldan hareketle biz enzim aktivitelerinin tayinin
yanisira enzimlerin kinetik 6zelliklerinin tespitinin metabolizma hakkinda
daha saglikh bilgiler verecegini disiinmekteyiz. Ayrica bazi effektdrlerin
invitro olarak enzimin kinetik 6zelliklerinde ne gibi degisiklikler meydana
getirecedinin  arastinlmasinin  biyokimyasal acidan c¢ok faydali
olacagina da inanmaktayiz. Bu maksatla ticari olarak satilan farkli tipte
flavonoidlerin ADA aktivitesi Uzerine kinetik davranisini incelemeyi
hedefledik. Bu digstinceden yola ¢ikilarak kanserli hastalarin doku veya
serumlarindan ADA saflastinlarak enzimin kinetik  6zelliklerinin
arastinimasinin hastaliklarin biyokimyasal yonintn, molekller dizeyde
anlasilmasina katkida bulunacagina inaniyoruz. Bu tir bir ¢alismanin

bu amaca ydnelik diger calismalara da 1sik tutacagini distintyoruz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Adenozin deaminaz (ADA) hakkinda genel bilgiler

2.1.1 Adenozin Deaminazin enzimin adlandiriimasi

Adenozin deaminaz (ADA; EC 3.5.4.4, Adenozin
aminohidrolaz) purin katabolizmasinda adenozin ve deoksiadenozinden
amonyagin ayrimasi ile inozin ve deoksiinozin olusumunu

katalizler.1:234°56

Purin yikim yolunda, inozin ve deoksiinozinin
olusumundan sonraki basamakta hipoksantin olusur. Hipoksantin
salvage yolun en 6nemli substratlarindadir. Bu nedenle ADA ayni

zamanda salvage yolunda enzimi kabul edilmektedir. 789101112

Adenozin deaminaz hidrolazlar sinifinda bulunan bir
enzim olup, hidrolazlar C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit bagini da iceren
diger bazi baglarin hidrolotik olarak kopariimasini katalizleyen

enzimlerdir.'>

Enzim ilk olarak 1939 vyilinda Conway ve Cooke
tarafindan tam kan ve serumda bulunmustur.” Konstitutif bir enzim
olan ADA ile substrati arasinda gecici bir kovalent bag

bulunmaktadir.'®!”

2.1.2 ADA’nin Yapisi

ADA, merkezde sekiz 3 zinciri ve periferde sekiz a heliks
iceren paralel bir af kompleksi icerir. Molekdl agirligi 35.000 dalton
olan monomerik bir proteindir. Bu protein 1088 nuUkleotid tarafindan
sifrelendiriimektedir. Protein zinciri baglangictaki metiyonin hari¢ 362
aminosit igerir. N- terminal ugtaki aminoasit alanindir. C- terminal ugtaki

aminoasit ise 16sindir.'®



Daha o6nce ADA'nin bir kofaktére ihtiyaci olmadigi
vurgulanmigken yapida Zn’nin varligi sasirtici bulunmustur. ADA’nin
atomik absorbsiyon spektroskopisine gére her enzim molekuld 0.9 + 0.1

Zn atomu baglar. Aktif merkezdeki Zn iyonu, His' , His'” ve His®'*' (in

295

N atomlarina, Asp in O atomuna ve HDRP (hidroksipurin

ribontikleozid) ' in O atomuna koordine baglarla baglanmistir.'®

2.1.3 Adenozin Deaminazin gérev aldidi reaksiyonlar

Adenozin deaminaz (ADA), purin yikim yolunda adenozin
ve 2’- deoksiadenozinin sirasiyla inozin ve 2'-deoksiinozine déntigtimuinu
katalize eden bir enzim oldugundan adenozinin hicre igi
konsantrasyonun kontrol edilmesinde énemlidir. ADA’nin katalizledigi bu
reaksiyon geriye doénusimsiz oldugu igin, bu enzim reaksiyonu
adenozinin yikilmasinda kontrol basamagini olusturur. Adenozin ve
deoksiadenozin molekdllerinin yiksek konsantrasyonlari hiicre igin toksik

oldugundan bu nUkleozidlerin hlcre i¢i seviyelerinin dizenlenmesinde

énemlidir.?%?"
Tepkime agsagidaki gibi gergeklesmektedir.
ADA _
Adenozin + H.O » Inozin + NH,*
ADA
2' deoksiadenozin +H,O > 2'deoksiinozin + NH,*




N
NH
¢ J1)
N @
HOCH,
o
+
H H + NH,
H
oH OH
Adenozin inezin
o]
N
NH
¢ 11
N N
apa HOCH :
e — T 5 +  NHS
H g H
oH H
Deoksiadenozin Deoksiinozin

Sekil 1: ADA’niIn katalizledigi tepkimeler

2.1.4 Adenozin deaminaz izoenzimleri

ADA’ nin iki izoformu mevcuttur. Distk molekdl agirlikli
olan ADA1 timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yiksek molekal agirlikli
ADA2 karaciger, bdbrek ve bagirsaklarda mevcuttur.??> ADA’ nin bu ki
izoformunun molekdl agirliklar degdisik literatUrlerde farkli olarak
verilmistir. iki molekil ADA1, glikoprotein yapisindaki bir proteinle
birleserek ADA2 formunu meydana getirdigi gdsterilmistir. 224



Enzimin kiglk formunun buyok forma ddnusmesinin
konversiyon faktéri veya déntsum faktéri adi verilen ADA baglayici bir
proteinle gerceklesir. ADA baglayici protein (ABP), insan serumunda
serbest molekiler formda dimerik olarak bulunmaktadir. En fazla
miktarda bdbrekte en az miktarda ise eritrosit ve trombosit'te bulunan
ABP, bir integral membran protein olup membranin i¢ ve dis ylzlyle

baglantilidir.?®

Tablo 1: insan dokularinda ve viicut sivilarinda ADA baglayan protein aktivitesi 2

Ornek Spesifik aktivite
mIU ADA baglayan protein / mg

Bobrek korteksi 810
Bobrek medullasi 280
Karaciger 4.4
Akciger 7.2
Dalak 3.2
Fibroblastlar 87
Eritrositler <0.01
Trombositler <0.01
Plazma 1.1
Serum 1.3
TOkarok 15



2.1.5 Adenozin Deaminazin lokalizasyonu

Adenozin deaminaz, insan vicudunda yaygin olarak
bulunan bir enzim olup hdcrenin sitoplazmasinda ve bazi hlcrelerin de

cekirdeginde yer almaktadir.?%#’

Gesitli insan ve hayvan dokularinin hemen hepsinde
bulunan ADA’nin aktivitesinin 6lgimlerinde lenfoid dokularda diger
dokulara gore daha fazla aktivite oldugu tespit edilmigtir. Ayrica monosit
ve makrofajlarin olgunlagsmasinda rol aldigi icin ADA hicre aracili
bagisikhgin bir komponenti olarak dustnalir. ADA’nin esas fizyolojik
aktivitesi lenfoid cogalma ve farklilasma ile ilgilidir.?® ADA diizeyi
lenfositlerde eritrositlere gére 10 kat daha yUksektir. T lenfositlerinde B
lenfositlerine gbre daha ylUksek oranlarda bulunurken, daha az
farkhlasmis T hicrelerinde daha fazla bulunmaktadir. Bu nedenle, ADA
hiucresel immunitenin bir  g0stergesi olarak  da kabul

edilmektedir 29,30,31,32,33,34,35,36

insanda lenfoid olmayan dokular arasinda 6zellikle
duodenal epitelyal hicre villuslarinda, daha az olarakta gastrointestinal
sistemin diger bélimlerinde, santral sinir sisteminin tim hUcre tiplerinde,
kas, akciger, pankreas, ve bdbrek gibi organlarda cesitli miktarlarda ADA
aktivitesi bulunur.’”  Adenozin deaminazin insan dokularindaki

aktivitelerine iliskin bilgiler Tablo 2 ' de gdsterilmistir.3*3°



Tablo 2: insan dokularinda adenozin deaminaz aktivite diizeyleri

Doku Spesifik aktivite % Toplam aktivite

U/mg protein

Blyik Orta Kigik

Dalak

128 10 2.0 86
Duodenum 127 9 0.7 89
Mide 89 2 0.3 96
Jejenum 63
Pankreas 27
Beyin 27
Adrenal Bez 21
Lenf Nodu 23
Appendiks 20 8 2 87
Testis 13
Kalp kasi 11
Karaciger 9 59 12 24
Beyincik 9
Omuirilik 9
iskelet kasi 8
Akciger 7 74
Bobrek 6 86

Trioid 4



2.2 Adenozin Deaminazin substratlari hakkinda bilgi (Adenozin ve
2'-deoksiadenozin)

Adenozin ve 2'-deoksiadenozin pdlrin yikim yolunun ara
metabolitidir. Pdrin yikim yolunda AMP ve dAMP ’nin 5'-nlkleotidaz
enzimi ile defosforile olmasi ile adenozin ve 2'-deoksiadenozin meydana

gelmektedir.*?

Adenozin deaminaz igin dogal bir substrat olan adenozin,
ayni zamanda hucrenin normal fonksiyonunu gérmesi i¢in gerekli olan
metilasyon reaksiyonu sonucunda elde edilmektedir. Bu reaksiyonda, S-
adenozil metiyonin (SAM), S-adenozil metiyonin metil tarnsferaz enzimi
ile S-adenozil homosisteine (SAH) ve SAH hidrolaz ile homosistein ve

adenozine donlsmektedir.*0*!#?

ADA eksikligi ile ortamda artan adenozin SAH'In
yidilmasina neden olmaktadir. SAHIn yigilmasi SAM ile SAH’In
yarismaya girmesine ve buna bagll olarak metilasyon reaksiyonunun
durmasina neden olmaktadir. ADA eksikligi ile ortamda artan diger bir
substrat olan 2’-deoksiadenozin ise SAH hidrolazin inaktivatéri olup SAH
hidrolazi dogrudan inhibe etmektedir. Homosistein, homosistein metil
tarnsferaz ile metil grubunu transfer ederek metiyonini olusturmaktadir.
Kobalamin (B12), homosisteinin metiyonine dénisimua igin bir faktor
olmaktadir. Kobalamin eksikligi ile  ortamda SAH konsantrasyonu

artmakta ve bdylece metilasyon reaksiyonu durmaktadir.

Adenozin hlcre igine girdigi zaman (¢ alternatif
metabolizma ile kargi kargiya gelmektedir. Bunlardan birincisi SAH
hidrolaz ile S-adenozil homosistein olusumu, ikincisi adenozin kinaz ile
adenilik asite (AMP->ATP) fosforilasyonu ve dginctist de ADA ile
inozine deaminasyonudur. Bu U¢ alternatif yollardan enzim substrat ilgisi

en fazla olan birinci reaksiyon olup bunu ikinci ve G¢Uncl reaksiyonlar



izlemektedir. Bunun icin adenozin konsantrasyonu dusik oldugunda
adenozinin buytk kismi ATP’ ye fosforillenirken, adenozinin yiksek
konsantrasyonunda inozine deaminasyonu gOrilmektedir. Substrat
olarak 2’-deoksiadenozin kullanildiginda iki alternatif metabolizma
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi ADA ile deoksiinozin olusturmak Gzere
deaminasyonu, ikincisi deoksiadenozin kinaz ile deoksiadenilik asite
fosforilasyonudur. 2’-deoksiinozin olugurken ylksek konsantrasyonunda

dAMP meydana gelmektedir. 404344

2.2.1 dATP Birikmesinin Metabolik Sonucu

Adenozin metabolizmasinin bir arina olan
deoksiadenozin trifosfat (dATP), DNA sentezi igin gerekli olan normal bir
6n maddedir. Bununla beraber ylksek konsantrasyonlarda zararli etkiler
g6stermektedir. ADA eksikliginin bir sonucu olarak ortamda dATP
konsantrasyonu artmaktadir. dATP hucrenin blyimesi igin gerekli olan
bir enzim olan ribontkleotid redlktazi inhibe etmektedir. Bunun sonucu
olarak DNA yapimi inhibe olmakta ve DNA iplik kiriimalari artmaktadir.
Bu iplik kirilmalari hGicrenin normal gérevini yapmasina engel olmakta ve

sonugcta 6l0im olay1 gerceklemektedir.*>*¢

Sekil 2' de goruldiga gibi tretim nikleozid difosfat (NDP)
basamaginda olmaktadir. Sonu¢ olarak dNDP ya hizla DNA’ ya
donusmekte ya da deoksinUkleozidlere yikilmaktadir. Lenfositlerde ve
diger memeli hicrelerinde deoksinlUkleotid havuz buyUkl0gli az olup,
DNA sentezi icin ¢ok kisa bir sure yeterli olmaktadir. dATP, ribonUkleotid

rediktazi inhibe ettigi icin ANDP yeterli sentezlenememektedir. 4

10



DNA

T

dANTP

I /_— dATP ile inhibisyon

(1
anop  e—— NP

)

dNMP

Kinaz Niikleotidaz

v

Deoksiniikleozidler

(1) Riboniikleotid rediiktaz

Sekil 2: DNA sentezinin dATP ile inhibisyonu

2.3 Piirin Niikleotidlerin Metabolizmasi

Parinler, heterosiklik bilesikler olup hem karbon hem de
karbon digi (hetero) atomlar igceren halkali yapilardir. Kikirt ve oksijen
iceren heterosiklik maddeler, hem biyolojik hem tedavi yéninden énem
tasimalarina karsin, buglne kadar biyolojide en sik rastlanan hetero
atom azottur. PUrinlerin baslica tirevleri nikleozidler ve nikleotidler olup
bunlarin her ikisi de, azot hetero atomuna bir B-N- gilikozid bagi ile

baglanmis siklik seker (cogunlukla bir pentoz) igerir. NUkleozidler buna ek
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olarak, sekerin hidroksil gruplari ile esterlenmis bir veya daha fazla
sayida fosfat grubu icerirler.

Yandan bakildigi zaman, pirinler esas olarak dizlemsel
molekullerdir. Bunlarin halkalar sikistirildiginda purin bazlan ¢ift iplikli
DNA veya DNA-RNA melez sarmalinin i¢ kisminda, gbrece gevsek
sekilde, Ust Uste yerlesir ve sonugta, sarmalin  karal hali ortadan

kalkar.*®

2.3.1 Sentezi

Pirin nlkleotid biyosentezine katilan ve énem sirasina
g6re dizilen U¢ olay (1) amfibolik ara maddelerden sentez (de novo
sentez), (2) purinlerin fosforibozilasyonu ve (3) purin ndkleozidlerinin

fosforilasyonudur.

Purinlerin de-novo sentezi (Sekil 3), Riboz-5 Fosfat’la

baslar. Sentez yolunun 1. basamaginda, ATP girisi ile 5- Fosforibozil-1 —
pirofosfat (PRPP) meydana gelir. Bu madde de novo purin biyosentez
yolunda ilk olusan ara madde olmasinin yani sira, purin kurtarma
yolunda, NAD* ve NADP" biyosentezinde yer alan bir ara maddedir. Bu
reaksiyon PRPP sentetaz enzimi tarafindan katalize edilir.
Sentezin 2. basamaginda 1. karbona bagh pirofosfat grubu glutaminin
amid grubuyla yer degistirir. Boylece 5’-Fosfo-B-D-ribozilamin (
Fosforibozilamin )olusur. Bu reaksiyonu PRPP glutamil amidotransferaz
katalizler. Bu ilk iki reaksiyon de novo sentez yolunda hiz kisitlayici
basamaklardir.

3. reaksiyonda 5-Fosfo-B-D-ribozilamin glisin ile
kondansasyonu, glisanamid ribozil-5-fosfat olusturur. Bu tepkimede
glisin, daha sonra IMP’nin 4 ve 5 nolu karbonlari ile 7 nolu azotu olacak

atomlari saglar.
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4. Reaksiyonda IMP’nin 8 nolu karbonu, glisinamid ribozil-
5-fosfat formiltransferaz tarafindan katalizlenen bir tepkime ile
formilglisinamid ribozil-5-fosfat olugturan N5N10-meteniltetrahidrofolatin
formil grubundan gelir.

5. reaksiyonda ise tekrar glutamin kullanilir. Glutaminin
amid azotunun aktarilmasi ile formilglisinamidin ribozil-5-fosfat olusur.
Formilglisinamidin ribozil-5-fosfat sentaz tarafindan katalizlenen bu
tepkime IMP’ye 3 nolu azot olacak atomu ekler. Daha sonra halka
kapanir ve imidazol halkasi olusur(6.reaksiyon).

7. reaksiyonda CO. ‘in eklenmesi, IMP’nin 6 nolu
karbonunu saglar. Aminoimidazol ribozil-5-fosfat karboksilaz tarafindan
katalizlenen bu tepkime, ne ATP ne de biotin gerektirir ve aminoimidazol
karboksilat ribozil-5-fosfat olusturur.

8. reaksiyonda Suksinil karboksamid . ribozil-5-fosfat
sentaz tarafindan katalizlenen aspartatin kondansasyonu, aminoimidazol
suksinil karboksamid ribozil-5- fosfat olusturur.

9. reaksiyonda fumarik asit ayrilir. IMP’nin 1 nolu azot
olacak atomu ekler.

10. reaksiyonda Ny formiltetrahidrofolat girigi olur.

11. reaksiyonda IMP siklohidrolaz tarafindan katalizlenen
formimidoimidazol karboksamid ribozil-5-fosfatin halkasinin kapanmasi

ile, ilk plirin nilkleotidi olan inozin monofosfat (IMP)olusur.*®
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Sekil 3: Riboz-fosfat ve ATP’den de novo piirin biyosentezi yolu®



2.3.2 IMP’nin AMP ve GMP’ ye ¢evrimi

IMP sentezinden sonra yol dallanir ve iki kisa tepkime
dizisi, AMP ve GMP olugsumuna yol acar. IMP’ye aspartat eklenmesi
adenilostksinat olusturur. Bu tepkimede GTP’ye ihtiyag vardir. Adenozin
5-monofosfat (AMP) olusturmak Uzere fumaratin serbest birakilmasi

adenilosiksinaz tarafindan katalizlenir.

IMP’nin, IMP dehidrojenaz tarafindan katalizlenen bir
tepkimede NAD" tarafindan oksidasyonu ksantozin monofosfat (XMP)
olusturur. XMP’nin 6-okso grubunun glutaminin amid azotu tarafindan

transamidasyonu, 5.tepkimeye benzer.*®

~00C — G — C coo™ TORC— ?—i C Coo™
H —
TOGE c c {eiole} N,
)ﬁ/ A\ _A._Z_.* N\ _Lﬁ_
GTP, Mg
ADENILOSUKSINAZ
ADEN[LDSHKSINATj
R LR DEHIDROGENAZ n 5-(F) ﬂ 5.E)
Inozin monofosfat Adenilosiiksinat Adenozin monofosfat
(IMP) (IMPS) (AMP)
MADT Ho0

MADH IMP DEHIDROGENAZ

+HY

Glutamin Glutamat

jie?
g N
HM i \> \\@/ >
0‘4\1'1 ~N A HzN J\
H | TRANSAMINIDAZ]
R-5 Be5- ®

Ksantozin monofosfat ‘Guanozin monofosfat
(XMP) (GMF)

Sekil 4 : IMP’nin AMP ve GMP’ye cevrilmesi*

AMP ve GMP mononukleotidleri, niikleozid monofosfat
kinaz tarafindan katalizlenen ATP’den fosforil aktarilmasi yoluyla
nukleozid difosfatlarina (ADP ve GDP) gevrilir. GDP, daha sonra, bir
diger ATP tiketilerek nikleozid difosfat kinaz tarafindan GTP’ye cevrilir.
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(Sekil 5) ADP’nin ATP’ye ¢evrimi,birincil olarak oksidatif fosforilasyon
ikincil olarak glikoliz ve sitrik asit ddngusu tepkimeleri ile bagarilir.

ATF  ADP ATE  ADP
Miikienzid o 4_|f Mikleozid M g‘ﬂ Milklaozid

monaofosfat difosfat trifosfat

Sekil 5 : Niikleozid monofosfatlarin niikleozid difosfatlar ve niikleozid trifosfatlara
cevrilmesi*

2.3.3 Kurtarma yollari (Salvage Pathways)

Prin, parin ribonukleozidleri ve parin
deoksiribonukleozidlerinin mononikleotidlere ¢evrimi de novo senteze
oranla daha az enerji gereksinen ve kurtarma tepkimeleri olarak bilinen
olaylari kapsar. Miktar olarak daha dénemli olan bir mekanizma, serbest
bir parinin (Pu), PRPP tarafindan, pirin 5-mononuUkleotid (Pu-RP)

olusturmak Uzere fosforibozilasyonunu kapsar:
Pu + PP-RP—— Pu-RP + PPi
Pdrinlerin, PRPP’ye bagimh fosforibozilasyonu, adenin
fosforiboziltransferaz ( adenini AMP’ye cevirir Sekil 6) ve hipoksantin-
guanin fosforiboziltransferaz (hipokasntin veya guanini IMP veya GMP’ye

gevirir Sekil 7) tarafindan katalizlenir.

ikinci bir kurtarma mekanizmasi, bir piirin riboniikleozidin

(PuR) ATP tarafindan direkt fosforilasyonunu kapsar:

PuR + ATP ———»  PuR-P + ADP
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Adenozin kinaz, adenozinin AMP’ye veya
deoksiadenozinin dAMP’ye fosforilasyonunu katalizler. Deoksisitidin
kinaz, deoksitidin, deoksiadenozin ve 2’-deoksiguanozinin sirasiyla,
dCMP, dAMP ve dGMP’ye fosforilasyonunu katalizler.

Plrin nlkleotid biyosentezinin ana yeri olan memeli karacigeri, kendi
biyosentezlerini yapamayan dokular tarafindan kurtariimak ve kullaniimak

Gizere piirin ve bunlarin nikleozidlerini saglar.*®

HH,, NH
i BFRPP PP, %
RE N )f\r» N
TS / TN
! 1 ]
o Kol IQ*N/J\N/
H T
Adenin ®_ =Hak
| ADENIN o
| ERAZ
£ b H
oM OH
AMP

Sekil 6: Adeninin adenin fosforiboziltransferaz katalizlenen fosforibozilasyonu*
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M 5 M M
Hipoksantin - —=H.C
e
T
| HIPOKSANTIN-GLANIN H—8
| FOSFORIBOZIL TRANSFERAZ |  OH OH
IMP
8]
it
HN)‘TN\> HH/&
H,N *k“NJ’)‘“—N \‘ H, N/I\
H
Guanin F'FtF'F‘
O Q=H, c |
o
P
HoH
H H
OH OH
GMP

Sekil 7: Hipokasantin ve guaninin sirasiyla IMP ve GMP vermek (izere
fosforibozilasyonu™

2.3.4 PUrin nukleotidlerin yikimi (katabolizma)

Adenozin deaminaz enzimi, pUrin yikim yolunun anahtar
enzimi olup adenozin ve 2'-adenozini sirasiyla inozin ve 2'-deoksiinozine
donastirmektedir.(Sekil 8) Purin yikim yolunda puUrin ndkleotidleri, 5'-
nukleotidaz enziminin etkisiyle fosfat gruplarini kaybederek adenozin
monofosfata (AMP) donasmektedirler. Elde edilen AMP ya 5'-nlkleotidaz
ile adenozine ya da AMP deaminaz ile deamine edilerek inozin
monofosfata (IMP) ddénlsmektedirler. Daha sonra adenozin, adenozin
deaminaz ile inozine, IMP ise 5'-nUkleotidaz tarafindan inozine
cevrilmektedir.

18



Bundan sonraki basamak diger purin bazi olan guanozinle
ortak yUrur ve bu raksiyonlari purin nukleozit fosforilaz (PNP) enzimi

katalizler.
N
N | N\>
S
HO — H,GC
.
H H
H H
QH OH
Adenozin
H,0
”\\ ADEMOZIN |
/ DEAMINAZ |
NHF
o o
N ’ N
”:ir » }I >
= i Lo
N N Hat ™y N
HO — H,C HO =+, C
O Q.
H H H H
H H H H
OH OH OH OH
inozin Guanozin
P = P
N e PURIN NORLEGZID | |
| rosromiaz | FOSEORILAZ
Riboz 1-fosfat —l'/ I\*Riboz -fosfat
o [s]
|
OKSIDAZ GUANAZ M
>—,—<;—~> I I
H
H,0 + Oy Hy0,
Hipoksamln Ksantin Guanin
20+ Op
KSANTIN
OKSIDAZ
H,0,
s
-
o NH
Urik asit

Sekil 8 : Urik asitin piirin bazlan olan hipoksantin, Ksantin ve guanin yoluyla piirin
niikleozidlerinden olugmasi*®

insanda pulrin yikim yolunun son asamasi, ksantin
oksidaz ile gerceklesmektedir. Ksantin oksidaz hipoksantini 6nce ksantini

ve daha sonra ksantini Urik asite oksitlenmektedir. Ksantin oksidazin
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yapisinda (Mo), non-hem Fe ve flavin — adenin dinldkleotid (FAD)
bulunmaktadir. Reaksiyon igin molekuler oksijen gerekli olup reaksiyon
sonunda stper oksit dismutaz ve katalaz enzimleri tarafindan ortadan

kaldiriimaktadir.*%-°0-51:52

Ksantin oksidaz Ksantin oksidaz

Hipoksantin —  » Ksantin - 5 Urik asit

Sulperoksit dismutaz

20, + 2H" > HO0, + O

Slperoksit radikali Hidrojen peroksit
Katalaz

2H,0, > 2H,0 + O,

2.4 Flavonoidler hakkinda genel bilgi

Flavonoidler bitki kaynakl bilesikler olup dodada yaygin
olarak bulunurlar. Limon kabugundan 1936 yilinda elde edilen flavon
bilesiklerinin, P-vitamini adi altinda, kilcal damar gecirgenligini ve
kirllganhigini disarmede kullaniimasi, flavonoidlere verilen énemi artirmis
oldu. Bu nedenle flavonoidlere karsi ilgi 1940l yillardan itibaren
hizlanmaya basladi. 1970’li yillarda flavonoidlerle yapilan g¢alhgmalarin
boyutu daha da genigledi. Bu arastirmalarin sonucu olarak bugin
bitkilerden 4000’'den fazla flavonoid izole edilmis ve vyapilan
aydinlatilmigtir.®°

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitéri ve
ayni zamanda 1gindan koruma gibi bir dizi 6zelliklere sahiptir. Bitkilerde

enerjinin dénlisiimiine ve bilylime hormonlarina etki ederler.>**°
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Geleneksel tipta, son yirmi yilda flavonoidlere karsi ilgi
artmis ve gergeklestirilen genis ¢apli arastirmalar sonucu, flavonoidlerin
cok yonli biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklari
belirlenmistir. Ornegin, bu tiir bilesiklerin antioksidatif, antiinflamatuar,
antimikrobiyal, antimutajenik, antitlserojen, antiviral, hepatoprotektif ve
hipolidemik etkiye sahip olduklari aciklanmigtir. Quercetin  ve
kaempferolun in vitro ve in vivo sartlarda antimutajenik ve

antikarsinojenik etkilere sahip olduklari da belirtilmistir.%°

2.5 Flavonoidlerin yapi 6zellikleri ve siniflandiriimasi

Flavonoidler bitkilerin sekonder metabolitlerinin dnemli bir
sinifidir.  GUnimuze kadar Dbitkilerden izole edilen 4000°'den fazla
flavonoid 6zellikli bilesik bilinmektedir. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki
fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon
atomu iceren, difenilpropan ( Ce¢ - C3 - Cs ) yapisi teskil eder. Fenil
halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasi nedeniyle,

flavonoidler alt siniflara ayrilirlar.

Flavan ve flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B,
hetero halka ise C ile gosterilir. A ve C halkalarindaki ( benzopiran
cekirdeginde) karbon atomlari oksijen atomundan baslayarak
numaralandirihr. B halkasindaki atomlar ise, UssU ( ' ) rakamlarla

numaralandirilir.

Fenil gruplarinin propan zincirine 1,2- pozisyonlarinda
baglanmasiyla 1,2-difenilpropan iskeleti olusur. 1,2-difenilpropan
iskeletinde, propan zincirinin ugtaki karbon atomunun (C-3) oksijen
atomu Uzerinden aromatik halka ile sikliklesmesi sonucu olusan hetero

halkali trisiklik yapiya izoflavan denir.
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Cs — C3 — Cg (difenilpropan ) iskeleti iceren dogal
bilesikler, fenil gruplarinin propan zincirine baglanma pozisyonlarina gére
flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoidler olmak Uzere, U¢ ana grupta
toplanirlar. Bu gruplarin her biri de cesitli alt siniflara ayrilirlar. Flavonoid
yapilarinda Cs- sisteminin  olusturdugu heterosiklik halka, degisik
yUkseltgenme derecelerinde bulunabilirler. Hetero halkanin yUkseltgenme
derecesi flavonoidlerin alt siniflarini belirleyen bir goéstergedir. Cs-
sisteminin yilkseltgenme derecesine bagll olarak, bilinen flavonoid

siniflari ve bitkilerde yaygin olan 6érnekleri tablo 3’ te verilmistir.®
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Tablo 3 : Flavonoidlerin hetero halkadaki /- C; -/ yapisina gére siniflandirnimasi®

Flavonoid siniflari /-Cs-/ Yapisi Ornekler | A ve B halka
hidroksillerinin
pozisyonlari

FLAVONLAR Apigenin 5,7,4'

= o L Luteolin 5,7,3'4'
JQ’ )
o]
FLAVONOLLER | ,& Quercetin 57,3
:;[ij:m Myricetin 5,7,3',4'
L
-
FLAVONONLAR /_L Naringenin 5,7,4'
MI;:“:' e
0
=
FLAVANONOLLER Fussin 7,34
),
(o
]
FLAVAN-3-OLLER 2 Katekin 5,7,3' 4"
(Katekinler) I =
: “oH
FLAVAN-3,4- = Leucocyanidin 5,7,3'.4'
DIOLLER
L,
" H
ANTOSIYANIDINLER Cyanidin 5,7,3',4'5'
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2.5.1 Flavonoid Siniflari

Tdm monomerik flavonoidler iki aromatik halkanin g
karbon atomlu zincir /-C3-/ lizerinden birlesmesiyle olugan Cys iskeleti
icerirler. Difenilpropan yapisindaki propan zincirinin ¢esitli yollarla

degisiklige ugramasindan farkli flavonoid siniflari ve alt siniflari olusur.

Ug karbonlu zincirin oksijen lizerinden aril halkasi ile
sikliklesmesinden trisiklik sistem olusur. Alti Gyeli heterosiklik halkanin
olusmasiyla flavonoid ve izoflavonoidler, bes Uyeli halkanin olugsmasiyla
ise auronoidler meydana gelir. izoflavonoid iskeletinin oksijen tizerinden
yeniden sikliklesmesi, tetrasiklik bir sistem olan pterokarpanoidleri
olusturur. Boyle trisiklik veya tetrasiklik sisteme sahip olmayan, aromatik

halkalar arasinda asiklik sistem igeren ise kalkonoidler denir.®

2.5.1.1 Flavonlar

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak
rastlanan bir sinifidir. Flavonlarin ¢ekirdek iskeleti sekil 9 da verilmigtir.
Bu bilegiklerin hetero halkasinda C-2 ve C-3 atomlari arasinda ¢ift bagin
bulunmasi  karakteristiktir.  Flavonlar, flavononlarin  2,3-dehidro
tdrevleridir. Bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde
bulunurlar. Ginimuzde bitkilerden 300’Un Ustinde flavon aglikon izole
edilmistir.

Flavonlarin basit Gyeleri, aromatik halkalarda hidroksil
ve/veya metoksil gruplari iceren tarevleridir. Yapilarinda yalniz oksijen
fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil gruplari) icermelerinden dolayi, bu
grup bilesiklere oksijenli veya O-substitue flavonlar da denir. Flavonlarin
O-substitue tlrevleri dogada yaygindir. Flavonlar yapilarinda bulunan, O-
substituentlerin (hidroksi ve/veya metoksil gruplarinin) sayisina bagh
olarak gruplandirilabilirler. ¢

24



Flavan Flavon

Sekil 9 : Flavonlarin gekirdek iskeleti®

2.5.1.2 Flavonoller

Flavonoller, C halkasinin en fazla ylikseltgendigi flavonoid
sinifidir. Bunlar C-3 pozisyonunda hidroksil grubu iceren 2-fenilbenzo-y-
piran ¢ekirdedi icerirler. Bu nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da
denilebilir. Flavonoller, flavonoidlerin bitkilerde en ¢ok rastlanan ve yapi
cesidi en fazla olan sinifidir.

Flavonoller, kristalsi veya amorf 6zellikli olup, flavonlar
gibi acik sari veya sari renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli

ortamda, flavonlara gére daha dayaniksizdirlar.

Flavonolun farkli pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil
gruplari iceren tirevleri bitki aleminde daha yaygindir. Ginimuze kadar
bitkilerden 400°Un Ustunde flavonol aglikon izole edilmistir.

Flavonoller de, flavonlar gibi, yapilarinda bulunan hidroksil
ve/veya metoksil gruplarinin sayisina bagll olarak gruplandirilabilirler.
Flavonol cekirdeginde hidroksil grubu bulundugundan, bdyle bir
siniflandirmada, C-3 pozisyonundaki hidroksil grubu dikkate alinmaz.
Bitkilerden elde edilen ve farkh pozisyonlarda hidroksil tasiyan

flavonollerden bazilari tablo 4’ te verilmistir. &'-62
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Flavonoller kendi aralarinda Mono- O-substitue flavonoller
, Di- O-substitue flavonoller,Tri- O-substitue flavonoller, Tetra- O-
substitue flavonoller, Penta- O-substitue flavonoller olmak Uzere alt

gruplarina ayrilirlar.

Tetrahidroksiflavanollerin dogada en fazla yaygin olan
dyelerinden biri de quercetindir.  (5,7,3’,4’-tetrahidroksiflavonol).
Quercetinin farkh pozisyonlarda mono- ve dimetoksi tlrleri genellikle

Asteraceae familyasinin tirlerinde yaygindir.®°

Sekil 10 : Quercetin’in yapisi
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Tablo 4 : Dogal Hidroksiflavonoller

Adlar Hidroksil gruplarinin pozisyonlari Elde
edilme
kaynakla

c5|C6|C7|C8|C- |C- |C- |C- |C- |n
2 3 4 5 6

5,7-diOH OH | - OH | - - - - - - Achyrocli

flavonol ne

(Galangin) flaccida

5,6,7,3',4'- OH |OH |OH | - - OH | OH | - - Eriocaul

pentaOH onL.
flavonol

(Quercegeta

getin)

5,7,3',4',5"- OH | - OH | - - OH |OH | OH | - Hamame

pentaOH lidaceae

flavonol

(Myricetin)

2.5.1.3 Flavanonlar

Flavanonlarin gekirdek yapisini dayaniksiz dihidro-y-piron
halkas! olusturur. Bu nedenle flavanonlar baz veya asit etkisiyle kolayca
parcalanarak uygun halkonlara déndsurler. Flavanon vyapisinda bir
asimetrik karbon atomu (C-2) bulunur. Flavanonlar genellikle halkonlarla
birlikte bulunurlar ve c¢ogunlukla glikozillenmis tlrevleri hainde
rastlanirlar. Bu giine kadar 50’den fazla flavanon bitkilerden izole edilerek

teshis edilmistir.?°

Flavanonlarin farkli pozisyonlarda oksijenlenmis trevleri
bitkilerden izole edilmistir. Flavanonlarin basit Gyeleri, aromatik halkalari
farkh pozisyonlarda oksijenlenmis (hidroksillenmig ve/veya
metoksillenmig) bilesiklerdir. Oksijenlenmig flavanonlarin en basit yapili
tdrevi, A halkasi monohidroksi grubu igeren, 7-hidroksiflavanon Ceratiola
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ericoides tirinden izole edilmistir.?® Dihidroksiflavanonlardan 5,7-
dihidroksiflavanon  (pinocembirin)  Populus  nigra®® ve = 7,4-
dihidroksiflavanonona  (liquiritigenin, G. Uralensis’™,  Pterocarpus
macrocarpus’' ve baska bitki tlrlerinde rastlanir. Bauhinia manca
bitkisinden liquiritigenin ile birlikte, 7-ve 4’-metil eterleri de izole

edilmistir. 2

5,7,4’-Trihidroksiflavanon (naringenin) flavanonlarin ¢ok
yaygin olan tyelerindendir. Bu bilesik Asteraceae familyasinin Artemisia
campestris’®, Grossheimia macrophylla, , Madia sativa’, Viguirea
tiirlerinden’®; Fabaceae familyasinin Glycyrrhiza glabra’® , Pterocarpus
marsupium’®Vigna  angularis®®; Rosaceae familyasinin  Cerasus
tianschanika®' ,Rrunus cerasoides® P. persica® ; Rutaceae familyasinin
Citrus callus cultures®®ve baska familyalara ait tirlerden de izole
edilmigtir. Naringenin mono- ve dimetoksilenmis tirevleri bitki aleminde
yaygindir. 7,4’-dihidroksi-5-metoksiflavanon Asteraceae familyasinin
Achyroline alata, A.flaccida®®, 5,4dihidroksi-7-metoksiflavanon Cistus
incanus, C. laurifolius (Cistaceae)®®, Encelia canescens, E. lasiniata,

tdrlerinden elde edilmistir.

OH

HO O

OH O

Sekil 11: Naringenin’in yapisi

Caffeic acid dogada cesitli bitkilerde bulunan yapisal
olarak sinnamik asite benzeyen fakat sinnamik asitten farkli olarak iki
hidroksil grubu bulunduran, karsinojenik bir inhibitér olan fenolik bir
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bilegiktir. Kuvvetli bir antioksidandir ve kardiyovaskiler hastaliklarin

O6nlenmesi agisindan énemlidir.

oH

OH

Sekil 12: Caffeic acid’in yapisi

2.6 Flavonoidlerin Tibbi ve Biyolojik Ozellikleri

Bazi flavonoidlerin biyolojik aktivite gdstermesinden
dolayi, flavonoidlere kargi ilgi 1940’h yillardan itibaren artmaya
baglamigtir. Bu ilginin baglica nedenlerinden biri, 1936 yilinda limon
kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir preparatin P-vitamin aktivitesi

gOstermesi olmustur.

Flavonoidlerin ilk olarak belirlenen biyolojik 6zelligi kilcal
damar duvarlarina olumlu etkileridir.”’ Bu bilesiklerin kilcal damar
sistemine olumlu etkisi, genellikle kan sizdirmanin &énlenmesinde,

kirliganlik ve gegirgenligin ortadan kalkmasinda kendini gdstermistir. %

Flavonoidlerin  kanin  bilesenleri (zerine etkisi de
aciklanmistir. Ornegin; Hedusarum L. tirinin toplam flavonodilerinin
eritropoezi tegvik ettigi ve kanda I6kositlerin  miktarinin arttirdigi

aciklanmistir.®®  3-Metilflavonoidlerin kanin forumlu elementlerine (bu
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elementler kan hulcrelerinin agregasyon ve sedimantasyonunu o6nlerler)
etki gdsterdikleri de belirtilmistir.%*

Flavonoidler kan damarlarina etkileri ile birlikte, zayif
kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici) maddeler olarak da bilinirler. Baska bir
arastirma sonuglarina gbére quercetin, rutin ve flavonoller zayif
(hipodinamik) kalbi kuvvetlendirme, nabzi normallestirme 6zelligine

sahiptirler.%

Flavonoidlerin en énemli 6zelliklerinden biri de, karaciger
fonksiyonuna olumlu etkileridir. Flavonoidlerin safra salgilanmasini
hizlandirdiklari, karacigerin barbiturat ve arsenik gibi bilegiklere kargi

9%  Flavonoidlerin

detoksikasyonuna etki ettikleri  aciklanmigtir
detoksikasyon etkisinin nedenlerinden birinin, idrar kovucu 6zellikleri

oldugu gdsterilmistir. %

Flavonoidlerin pratik kullanim amaci ile incelenmeleri
1970’li yillarda daha da hizlanmaya baglamistir. Gergeklestirilen genis
¢apli arastirmalar sonucu flavonoidlerin ¢ok yo6nli biyokimyasal ve
farmakolojik aktivitelere sahip olduklari belirlenmigtir. Bu tir bilesiklerin

antioksidan  6zellige®®®, antimikrobiyal'®

k101 ,102

, antillserojenik, antiviral,

hepatoprotectiv, hipolidemi
103,104

ve iltihaba kars! etkiye sahip olduklari
aciklanmistir. Bunlardan bagka flavonoidlerden quercetin ve
kaempferolun antimutajenik ve antikarsinojenik etkilere sahip olduklari in

vitro ve in vivo sartlarda belirlenmistir.'9°106.107.108
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2.7 Flavonoidlerin Antioksidan Etkileri

Antioksidanlar, diglk konsantrasyonlarda organik
bilesiklerin nonenzimatik, serbest radikal mekanizmali oksidasyonunu
Onleyen bilegiklerdir.

Son zamanlarda besin kimyasi ve koruyucu tibbin bitki
kaynakli dogal antioksidanlara karsi ilgisi artmaktadir. Bunun nedeni,
sentetik antioksidanlarin ( butilhidroksianizol ve butilhidroksitoluen gibi)
kanserojen olarak diguUnulmesidir. Dogal antioksidanlar ise, insan
organizmasi ic¢in genellikle zararsiz olup yan etki géstermezler. Dogal
antioksidanlar gida sanayinde besinlerin bozunmasini énlemek, lipidlerin
ve vitaminlerin pargalanmasini, besin rengini korumak igin kullanilan
6nemli katki maddeleridir. Flavonoidlerin antioksidatif &zelliklerinden

dolayi onlara karst ilgi gittikce artmaktadir. 116117

Son zamanlarda yUratilen bu amaca yonelik arastirmalar,
bazi flavonoidlerin sUper oksit ve hidroksil radikallerini ortadan
kaldirdigini;  lipid peroksit radikallerini  indirgedigini  ve lipid

peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur%9109:110.111.112.113

Model sistem olarak unilamellar lipozomlar igren fosfolipid
bilayerlerde serbest radikal olusturucu olarak, suda ¢6zlinen azo bilesik
kullanarak, katekinlerin antioksidatif aktiviteleri arastirlmigtir. Bu amacla
cay katekinleri (-)-epikatekin, (-)-epikatekingallat ve bitki kaynakli
besinlerde yaygin olan flavonoid olarak quercetin kullaniimistir. Elde
edilen sonuglar, bu bilegiklerin sulu ortamda oksijen radikallerinin etkisiyle
baslatilan membran lipidlerinin peroksidasyonunu a-tokoferole goére daha

aktif olarak 6nleyen lipofilik antioksidanlar oldugunu gdstermistir.''®
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Polugonum hidropiper bitkisinden elde edilen sulfatlanmig
flavonoidlerin, (quercetin 3-sulfat, rhamnetin 3,7-disulfat ve tamarixetin 3-
O-B-glukozit-7-sulfatin), lipidlerin peroksitlenmesine ve slper oksit
anyonlarinin olusumuna etkilerini arastiran arastirmacilar bu bilesiklerin
her birinin, dogal antioksidan a-tokoferole gére, daha yiiksek antioksidan

aktivite gdsterdigini agiklamislardir.?

Flavonoid radikallerinin indirgenme potansiyelleri alkil
peroksil ve sUperoksit radikallerinin indirgeme potansiyellerine gére daha
disuktar. Bu ylUzden flavonoidler bu oksit tdrlerini deaktive eder ve

reaksiyonlarinin verebilecegi zararli sonuglari énlerler. '2"22

Flavonollerin  yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin
pozisyonlari ile antioksidatif aktivite arasindaki iligki arastiriimistir.
Quercetinin de morin, kaempferol ve luteolin gibi etkili antioksidan oldugu

gosterilmistir.'?
2.8 Flavonoidlerin Antikarsinojenik Etkileri

Kanser olusumunda beslenmenin ¢ok 6nemli bir faktor
oldugu anlasiimasi Uzerine; besinlerle alinan sebze ve meyvelerin bazi
kanser tlrlerine kargl koruyucu etki gdsterdigi ile ilgili calismalar artis
gOstermistir. Bu koruyucu etkinin, besinlerde bulunan antioksidan 6zellikli
bilesiklerden kaynaklandidi dusinitlmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda bitkilerden elde edilen polifenolik bilesiklerin antioksidan etki
veya farkh bir mekanizma ile antikanserojen etki gosterdikleri ileri
strtiimektedir. Ozellikle, icilen sarap ve ¢ayin in vitro ve in vivo kosullarda

antioksidatif etki gésterdigi agiklanmigtir,'26 127. 128.129.130.132
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Flavonoidlerden quercetinin, karakteristik bir karsinojen
bilesik olan, polinikleer aromatik hidrokarbon benz[a]pirenin (BP)

mutajenik aktivitesini inhibe ettigi belirlenmigtir.'®>™*
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal

Galismamizda asagidaki kimyasal maddeler kullaniimistir.

NaH>PO4.H>O Merck
NapHPO4.12H,0 Merck
Adenozin Sigma
Fenol Riedel
Sodyum nitroprussid Sigma
NaOCL Birka

NaOH Sigma
Adenozin deaminaz Sigma
DMSO Sigma
Quercetin Sigma
Caffeic acid Sigma
Naringenin Sigma

3.2 Kullanilan Metot
3.2.1 ADA Aktivitesinin Tayini

ADA aktivitesi tayini ile ilgili birgok metot mevcuttur.
Bunlar spektrofotometrik, radyoizotop isaretleme teknigi ve HPLC ile
olmak Uzere U¢ baglk altinda toplanmaktadir. Biz burada kinetik
calismaya uygun olmasi sebebiyle spektrofotometrik metodu tercih ettik.
Spektrofotometrik metot iki sekilde yapilmaktadir. Birincisi 265 nm de
adenozin absorbsiyonuyla ilgili olan digeri ise 628 nm de amonyak-inozin
kompleksinin belirlendigi metottur. Calismamizda kullandigimiz metot
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628 nm de amonyak-inozin kompleksinin belirlendigi metot olup ilk defa
Giusseppe Giusti tarafindan tarif edilmistir®®. Giusti yénteminde ADA
aktivitesinin 6lgim0 igin substrat olarak adenozin (deoksiadenozin)
kullanilir. ADA adenozinden inozin (deoksiinozin) olusumunu katalizler.
Bu sirada acgiga c¢ikan amonyak, sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid
ile birlikte alkali ¢bzeltide koyu mavi indofenol seklini alir. Sodyum
nitroprussid katalizér olarak gérev yapar. Bu reaksiyon geregi amonyak
konsantrasyonu indofenoliin konsantrasyonu ile (absorbansiyla) dogru

orantihidir.

3.2.2 Reaktifler

Fosfat Tamponu (50 mM; pH: 6,5) : 4,73 gr NaH>PO4.H>O ve 5,62 gr
Na,HPO,4.12H,0 bir miktar Distile suda ¢dzindikten sonra 1 L’ ye
tamamlanir.

Tamponlanmis Adenozin Cozeltisi (Substrat 21 mM) : Yaklasik 15 ml
fosfat tamponu bulunduran 25 ml’lik bir erlen ya da behere 140 mg
Adenozin konur, isitilarak karistirmak suretiyle iyice ¢dézindikten sonra,
yine tampon ¢o6zelti ile 25 ml'ye tamamlanir.

(NH4).SO, stok ¢ozeltisi (15 mM) : 1.982 gr Amonyum sdlfat, distile su
ile gbzulerek hacim 1 L’ ye tamamlanir.

(NH4),S0, standart cozeltisi (75 mM ; 0.15 pval, NH3/ ml) : 0.5 ml stok
Amonyum sulfat ¢dzeltisi fosfat tamponuyla 100 ml’ ye ayarlanir.

Fenol- Nitroprussid cozeltisi ( 106 mM Fenol, 0.177 mM Na
nitroprussid ) :10 gr. Fenol ve 50 mg Na-nitroprussiyat 500 ml distile
suda ¢6zulir ve hacim 1 L’ ye tamamlanir.

Alkali hipoklorit ¢cozeltisi ( 11 mM NaOCI, 125 mM NaOH ): Bir miktar
distile su bulunan 1 L’lik bir balon jojeye 125 ml, 1 N NaOH c¢dzeltisi
ile16.4 ml NaOCL (% 5 w/v) konur ve karistinldiktan sonra 1 L'ye

tamamlanir.
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Adenozin Deaminaz enzimi (1000 U, Sigma A1155) : Fosfat

tamponunda 50 kat seyreltilerek ¢alismamizda kullaniimigtir.

3.2.3 Deneyin Yapiligi

Calismamizdaki bitin deneyler Giusti metotu kullanilarak

asagidaki semaya gore yapimistir.

Tablo 5 : Giusti metotu kullanilarak ADA aktivitesinin tayini

Reaktifler
(mL)

Numune Kori

Numune

Standart Kor(

Standart

Fosfat
Tamponu

*kk

1.00

Adenozin

1.00

Numune

*kk

Standart

*kk

1.00

Distile Su

*kk

0.05

0.05

Taplerin agzi
banyosunda

parafilmle kapatilip, karistirilir ve 37 °C de 60 dakika su

inklbe edilir.

Fenol
nitroprussid
cOzeltisi

3.0

3.0

3.0

3.0

Numune

0.05

Alkali
hipoklorit

3.0

cOzeltisi

3.0

3.0

3.0

Tipler kanigtirihp 37 °C su banyosunda 30 dakika inklbe

edilir ve 628 nm de distile suya karsi Numune ve korler'in absorbanslari

okundu. Absorbans’in 1.00 ' in Gstlne ¢iktigr durumlarda 6rnekler distile

su ile 2-5 kez seyreltilerek deney tekrarlandi.
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3.2.4 Hesaplama

Deneylerin sonucunda Adenozin Deaminaz Aktivitesi

asagidaki formule gére hesaplandi.

ADA Aktivitesi (IU/L) = {(A)n- (A)k / (A)s- (A)sk } x50

3.3 Degisen Adenozin konsantrasyonunun aktivite Gzerine etkisi

Adenozin  substratiyla  Michaelis-Menten  kinetigini
incelemek icin énceden tamponda ¢ézllerek bir stok substrat (21 mM
adenozin) ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢bézeltiden uygun seyreltmeler yapilarak
son konsantrasyonu 0,5,10,15,20,25,50,100,200,400,600,800 ve 1000
UM olacak sekilde ¢ozeltilerle Tablo 5'e gbre deney yapilarak uygun
calisma konsantrasyon araligi tayin edildi. Bu g¢alismanin sonucunda
0,20,30,40,50,100,200,400,600,800 ve 1000uM'ik araligin en uygun
aralik oldugu belirlendi.

Daha sonra substrat konsantrasyonlarina karsi enzim
aktiviteleri hesaplanarak Michaelis-Menten grafigi ¢izildi ve Adenozin igin
Vm ve Km degerleri belirlendi.

3.4 Degisik flavonoidlerin ADA aktivitesi Uzerine etkilerinin
arastiriimasi

Bu arastirma icin Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin
asagida belirtildigi sekilde inhibisyon deneyleri yapildi. Tium bilesikler
dimetilsulfooksit (DMSO) ¢bézeltisinin uygun dilisyonlari ayarlanarak
yaklasik 100 kat seyreltikten sonra, flavonoidler bu ¢ézeltilerle hazirlandi.
Bu konsantrasyonda DMSO’ nun ADA aktivitesi lzerine etkisi olmadigi
denenerek tespit edildi.

Calismamizin bu kisminda ise 10 mM'lik stok Quercetin,
Caffeic acid ve Naringenin ¢ozeltileri hazirlanarak en uygun inhibisyon
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konsantrasyon arahdini bulmak icin 5, 10, 25, 50 ve 100 pM'hk
Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin c¢ozeltileri sabit adenozin
konsantrasyonunda (400 uM) ¢ahsildi. En uygun arahgin 1,2,3,4,5,6,8 ve
10 pM'lik aralik oldugu belirlendi.

Bu calisma ile ADA igin ICso konsantrasyonlari Quercetin
ve Caffeic acid icin 6 pM ve Naringenin igin ise 7 uM'hk konsantrasyon

grafikten belirlenerek diger ¢alismalar igin (%inhibisyon) denendi.

3.5 Sicaklik degisikliginin ADA aktivitesine tesiri

Bu deneyi yapmak i¢in 37,50 ve 65°C sicakliklar igin su
banyolari hazirlandi.4°C igin buzdolabi,10°C laboratuar penceresinin dis
kismi ve 25°C igin de laboratuvar ortami kullanildi. Her bir sicaklik igin
Numune, N.kOrd, standart ve standart koéri hazirlanarak ADA aktivitesi
tayini icin verilen metoda uygun olarak hem 30 dakikalik 6n inkibasyon
suresi ve hem de 60 ve 3’ ar dakikalik inkiibasyon streleri bu ortamlarda

gerceklestirildi. Bu deneye ait sonuglar "bulgular" kisminda verilecektir.

3.6 pH degisikliginin ADA aktivitesine tesiri

Bu boélim icin pH degerleri 4, 6, 6.5, 7.4, 8 ve 10 olarak
secildi.

pH 4 tamponu CH3COOH/Na-Asetat ¢dzeltilerinden,
pH 6,6.5,7.4 tamponlari KH,PO4/Na;HPQO4'dan,

pH 8 TRIS/HCI ¢bzeltilerinden,

pH 10 ise Glisin/NaOH c¢dzeltilerinden hazirlandi.

Yine burada da her bir pH igin adenozin substrati bu
tampon sistemlerinde ¢6zulerek hazirlandi, ayrica standart kérine de
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ilgili tamponlar konmak suretiyle daha 6nce verilen (Tablo 5) ADA tayin
metotuna gbére deney yapildi. Bu deneye ait degerlerde" bulgular"
kisminda tablo halinde verilecektir.

3.7 Kullanilan Cihazlar

pH metre (Jenway)

Hassas Terazi (Schimadzu, Libror,AEG 220)
Vorteks (Heidolf Reox 2000)
Spektrofotometre (Schimadzu,UV 1601)

Su banyosu

Otomatik pipetler

Plastik ve cam malzemeler
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4. BULGULAR

2.1 mM'lik stok adenozin ¢ézeltisinden 0, 20, 30, 40, 50,
100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda adenozin
¢cOzeltisi hazirlanarak Michaelis-Menten (MM) grafigi c¢izilmistir. Bu
grafikten yararlanarak ADA icin Km ve Vm degerleri belirlenmigtir. Bu
calismaya ait grafik agsagida goértlmektedir. (Gr. 1)

Tablo 6: Degisen Adenozin konsantrasyonuna bagl olarak ADA aktivitesi

[Ade] uM Aktivite (IU/L)
0 0

20 7,4
40 20,2
50 30,8
100 43,4
200 61,5
400 77,6
600 83,6
800 88,1
1000 89,4

100
90
80
70 4

60

50 - /
40

30 1 /
20

10 1L

0 200 400 600 800 1000 1200
[Ade] pM

Aktivite (IU/L)

Grafik 1: Adenozin substratina karsilik ADA aktivitesi MM grafigi
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Daha sonra ADA aktivitesi Uzerine olasi inhibitor/aktivator

6zelligini belirlemek icin 10 mM'lik stok Quercetin ¢bzeltisinden
1,2,3,4,5,6,8 ve 10 uM'lik ¢bzeltiler hazirlanarak sabit adenozin

konsantrasyonunda calisildi. (Gr. 3).

100

90

80
70 i \
60

g
S
= 50 \
2
S 40 \
£ 30
20 - \
10
0 T T \ T
10 0 2 6 10
[Quer] uM

Grafik 2: Degisik konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi lizerine

inhibitor etkisi

Grafik 3'te ise degisik konsantrasyonlardaki Quercetinin
ADA aktivitesi Uzerine etkisinin (%) inhibisyon degeri gorulmektedir.

Tablo 7: Farkli konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi lizerine etkisinin

(%) inhibisyon degerleri

[Quer]uM inhibisyon (%)
0.0 0.0

0,5 11,3

1.0 18.0

2,5 23,7

5.0 40,6

6.0 64,5

7.0 98,3

8.0 100.0
10.0 100.0
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Grafik 3: Degisik konsantrasyonlardaki Quercetin’in ADA aktivitesi lizerine
etkisinin (%) inhibisyon degeri

Bu ¢alismadan ADA inhibisyonu igin 6 pM'lik Quercetin

konsantrasyonu denendi.

Tablo 8: Degisen Adenozin konsantrasyonuna bagli olarak 6 pM'lik Quercetin’in
ADA aktivitesi lizerine etkisi

[Ade]uM Aktivite (IU/L)
0 0

20 1,1
40 2,3
50 3.4
100 7.6
200 15,4
400 25,6
600 35,6
800 41,5
1000 42,6
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Grafik 4: 6 pM'lik Quercetin’in degisen adenozin substratina karsilik MM grafigi

Galismamizin bu kisminda ise ADA aktivitesi Uizerine olasi
inhibitdr/aktivatér 6zelligini belirlemek amaciyla 10 mM'lik stok Caffeic
acid c¢ozeltisinden 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 uM'lik ¢bzeltiler hazirlanarak sabit
adenozin konsantrasyonunda caligildi. Bu calismaya ait grafik asagida
gb6rulmektedir.
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Aktivite (IU/L)
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4
N

[Caffeic acid] pM

Grafik 5: Degisik konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi lizerine
inhibitor etkisi
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Tablo 9: Farkh konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi izerine

etkisinin (%) inhibisyon degerleri

[Caffeic AJuM | inhibisyon (%)
0 0

0,5 5

1 10,8

2,5 14,3

5 20,7

6 48,4

7 69,8

8 99,9

10 100

120
100

< 80

s

% 60

S

€ 40 -
20
0

[Caffeic acid] uM

10

12

Grafik 6: Degisik konsantrasyonlardaki Caffeic acid’in ADA aktivitesi lizerine
etkisinin (%) inhibisyon degeri

Galismanin diger basamaginda ADA inhibisyonu icin 6

uM'lik Caffeic acid konsantrasyonu denendi.
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Tablo 10: Degisen Adenozin konsantrasyonuna bagli olarak 6 uM'lik Caffeic
acid’in ADA aktivitesi Uizerine etkisi

[Ade]uM Aktivite(IU/L)
0 0
20 1,7
40 23
50 3
100 4,6
200 9,2
400 19
600 30,4
800 39,7
1000 41,2
45
40
35 -
4 30
=
< 25
Q
T 20
= 15
10
5 |
0 : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200
[Ade] pM

Grafik 7: 6 uM'lik Caffeic acid’in degisen adenozin substratina karsilik MM grafigi

Naringenin’in ADA aktivitesi Uzerine olasi
inhibitér/aktivatér ézelligini belirlemek igcin de 10 mM'lik stok Caffeic acid
cozeltisinden 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 uM'lik c¢Ozeltiler hazirlanarak sabit

adenozin konsantrasyonunda cgalisildi. Bu ¢alismaya ait grafik asagida
gorulmektedir.(Gr. 8)
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Grafik 8: Degisik konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi tGizerine
inhibitér etkisi

Tablo 11: Farkli konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi (izerine
etkisinin (%) inhibisyon degerleri

[Nar]uM inhibisyon (%)
0 0

0,5 0,6

1 4.9

2,5 9

5 27,6

6 44.6

7 65

8 97,9

10 100
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Grafik 9: Degisik konsantrasyonlardaki Naringenin’in ADA aktivitesi tGizerine

etkisinin (%) inhibisyon degeri

konsantrasyonu denendi.

Tablo 12: Degisen Adenozin konsantrasyonuna bagh olarak 7 pM'hk

Bu calismadan ADA inhibisyonu i¢in 7 pM'lik Naringenin

Naringenin’in ADA aktivitesi lizerine etkisi

[Ade]uM Aktivite (IU/L)
0 0

20 2,3
40 2,6
50 43
100 54
200 12
400 21
600 38,3
800 48,1
1000 47,4
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Grafik 10: 7 uM'hk Naringenin’in degisen adenozin substratina karsilik MM grafigi
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Grafik 11 : Degisen Adenozin konsantrasyonlarina karsilik Adenozin Deaminaz
enziminin, Quercetin’in, Caffeic acid’in ve Naringenin’in karsilastirmali MM grafigi
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Grafik 12 : Degisen Flavonoid konsantrasyonlarina (uM) karsilik
Quercetin’in,Caffeic acid’in ve Naringenin’in % inhibisyon degerlerinin
karsilastirmali grafigi

Calismamizin bir diger béliminde de sicaklik ve pH’in
ADA aktivitesi Uzerine etkisini arastirdik. Grafik 11° de 1 numarah situn 4
°C ‘yi, 2 numarali situn 10 °C’ yi, 3 numaral sttun 25 °C’yi, 4 numarali
sutun 37 °C’ yi , 5 numarali sutun 50°C’ yi, 6 numaral sttun 65 °C’ yi
gbstermektedir. Adenozin deaminaz igin optimal sicaklik 35-50 °C olarak
belirlendi.
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Grafik 13: Sicaklik degisikliginin ADA aktivitesine tesiri

49



70

60
50

40

30
20
- n
O,
1 2 3 4 5 6

pH

Aktivite (1U/L)

Grafik 14: pH degisikliginin ADA aktivitesine tesiri

Grafik 12’ de 1 numarali stitun pH 4 ‘G, 2 numarah situn pH
6 ‘y1, 3 numaral sttun pH 6,5 ‘i, 4 numarali sttun pH 7,4 ‘G, 5 numaral
sttun pH 8 ‘i, 6 numarali sttun pH 10 ‘u géstermektedir. Adenozin
deaminaz igin optimal pH 6.0 - 7.4 olarak saptandi.
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Grafik 15: Adenozin substratina karsilik ADA aktivitesi MM grafigi
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Grafik 16: Quercetin’in Adenozin deaminaz aktivitesi lizerine etkisinin MM
grafigi ile degerlendirilmesi
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Grafik 17: Caffeic acid’in Adenozin deaminaz aktivitesi lizerine etkisinin MM

grafigi ile degerlendirilmesi
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Grafik 18: Naringenin’in Adenozin deaminaz aktivitesi lizerine etkisinin MM grafigi

ile degerlendirilmesi

ADA aktivitesi ile ilgili olarak cizilen Michaelis-Menten
grafiginden adenozin substrati icin pH=6.5 ve 37°C'de Km = 105 pM

olarak bulundu.

Materyal ve metot kisminda anlatildigi sekilde degisik
konsantrasyonlarda Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin c¢oézeltileri
hazirlanarak 6énce en uygun etkinin yapildigi konsantrasyon araligi
belirlendi. Bu aralik 1,2,3,4,5,6,8 ve 10 uM olarak saptandi. Grafik 3’ te
Quercetin’in miktar arttikga ADA aktivitesinin distigi gézlemlendi. ADA
aktivitesini %50 inhibe eden Quercetin konsantrasyonu 6,1 uM olarak
belirlendi. Grafik 6'da da Caffeic acid miktari arttikga ADA aktivitesinin
distigdu goéruldi. ADA aktivitesini %50 inhibe eden Caffeic acid
konsantrasyonu 6,06 uM olarak belirlendi. Grafik 9'da Naringenin miktari
artttkca ADA aktivitesinin de dustaga goéraldia. ADA aktivitesini %50

inhibe eden Naringenin konsantrasyonu 6,15 uM olarak belirlendi.
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Deneyimizin ikinci kisminda inhibisyon tipini belirlemek igin
Quercetin ve Caffeic acidden 6 pM, Naringenin’inden ise 7 pM
kullanarak degisen adenozin konsantrasyonlarinda aktivite tayini
yapilarak Michaelis-Menten (MM) grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak
Vm ve Km degerleri belirlendi. Quercetin icin Km degeri 314,2 uM,
Caffeic acid i¢cin 429,6 uM ve Naringenin icin de 435,7 uM olarak
bulundu.
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5. TARTISMA

Galismamizda, insan viUcudunda yaygin olarak
bulunan ve klinik agidan énemli olan Adenozin deaminazin aktivitesi
tzerine Quercetin, Naringenin ve Caffeic acid’in olasi etkileri ile optimum
pH ve sicaklik araligini arastirildi.

Literatlr bilgilerine bakildidinda, Adenozin deaminazin
kinetik Ozellikleri Uzerine yapilan bir gok galisma mevcuttur ancak bu
calismalardan flavonoidlerle ilgili olanlari sinirli sayidadir. Enzimin
substrata olan ilgisinin bir 6élcist olan Km degeri de bu kinetik

Ozelliklerden birisidir.

Meykens ve Williams yaptigr c¢alismada, adenozin igin
eritrosit ADA enziminin K, degerini 40 mM olarak bulmustur.'?* Agarwal
ve arkadaslari, bu degeri 25 mM olarak saptamislardir.®® Erel ise yaptigi
bir calismada, serum ADA enziminin adenozin i¢cin K, degerini 1.4 mM

olarak bildirmistir.’

Seegmiller'in 1985’de yaptigi calismada ADA enziminin
2'-deoksiadenozine afinitesinin adenozine gbre daha fazla oldugunu
saptamistir.’’ Sato ve Alkawa, sigir intestinal ADA enziminin 2'-

deoksiadenozin icin K, degerini 50 mM olarak bildirmistir.>’

Durak ve arkadaslari, prostat kanserli hastalardan alinan
prostat dokusunda domates suyunun ADA aktivitesi Uzerine etkisini
arastirmiglardir. Farkli konsantrasyonlardaki domates suyunun (25 pl, 50

ul, 100 ul ) ADA’y1 énemli derecede inhibe ettigini belirlemislerdir.'?

Melzig 1995'te yaptigi bir calismada, endotelyal hicre

ADA enziminin quercetin, myricetin ve kaempferol gibi flavonollerle
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6nemli derecede inhibe oldugunu saptamistir. ICso degerini 32 pmol/L

olarak bulmustur.'"®

Durak ve arkadaslari, prostat kanserli hastalardan alinan
prostat dokusunda Urtica dioica bitkisinin sulu ekstraktinin farkl
konsantrasyonlarinin  Adenozin deaminaz enzimini inhibe ettigini

saptamislardir.’?

Literat0r bilgileri incelendiginde, ADA klinik agidan énemli
oldugundan calismalar doku, serum ve plazma Uzerine yogunlagmistir.
Adenozin deaminaz (ADA), purin yilkim yolunda adenozin ve 2'-
deoksiadenozinin sirasiyla inozin ve 2'-deoksiinozine ddnisimani
katalize eden bir enzim oldugundan adenozinin hicre igi

konsantrasyonun kontrol edilmesinde 6nemlidir. 2%2!

ADA’nin aktivitesi baskilandigi taktirde hlcrede bu
durumun ciddi metabolik sonucu gdzlenmektedir. ADA'nin inhibisyonu
sonucundan dATP birikir ve yUksek konsantrasyonlarda zararh etkiler
gosterir. dATP hicrenin bilyldmesi igin gerekli olan bir enzim olan
ribonUkleotid rediktazi inhibe etmektedir. Bu inhibisyonun klinik agidan

dnemi ise kombine immiin sistem yetmezliginin ortaya ¢cikmasidir.*>*¢

T hicre aktivasyonunun rol oynadigi dastnulen birgok
dermatolojik ve sistemik hastalikta ADA’nin dnemini géstermeye yonelik
birgok ¢alisma vardir. Stancikova ve arkadaslarn yaptidi calismada SLE’li
hastalarda serum ADA aktivitesinin, SLE hastalik aktivitesine eslik ettigini
ve SLE icin yeni bir hastalik aktivite parametresi olarak olabilecegdini

gostermislerdir.'*

Malign ve benign pek cok hastalikta ADA aktivitesini
inceleyen calismalar yapilmistir. T htcrelerinin aktif olarak yer aldidi bir
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cok hastalikta ADA duzeyleri artmaktadir. Tuberkiloz, tifoid ates,
enfeksiydz mononuUkleoz, karaciger hastaliklar, sarkoidoz, malignensi,
akut lésemi, brusella, ailevi akdeniz atesi, pndmoni, romatoid artrit,
konjestif kalp yetmezIigi, sistemik lupus eritematozus, psoriazis, Behcet
hastaligi, laysmanya ve sitma gibi serum ADA dizeyini yUksek olarak

rapor eden gesitli calismalar bulunmaktadr,'39140:64.56.143.144

Kayir ve Uzbay, adenozin uykunun bagslatilmasi ve
surddrtlmesi, genel uyariimishk halinin kontroll ve enerji ihtiyacina gore
serebral kan akiminin dizenlenmesi gibi fizyolojik gérevlerin yani sira
iskemi ve hipoksi gibi patolojik kosullarda hicrenin korunmasina katki
sagladigini, ayrica anksiyete, epilepsi, depresyon, sizofreni, Parkinson ve
madde bagimhliginin da aralarinda bulundugu cesitli hastaliklarin

patofizyolojisinde yer aldigini belirtmislerdir.®’

Elgin ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada major
depresyonlu hastalarda serum ADA aktivitesinin azaldigi tespit

etmislerdir.”*

Flavonoidler difenil propan tirevleri olup yiksek oranda
biyokimyasal ve farmakolojik etki gosterirler. Bunlarin basinda
antioksidan 6zellikleri, sitotoksik etkileri, protein kinazlar, topoizomerazlar
gibi enzimlerin inhibisyonu Uzerine etkileri gelmektedir. Flavonoidlerin
farkli enzimler Uzerine olan inhibitdér etkileri bunlarin diyet veya katki
maddesi olarak kullaniminda artiglarina sebep olmustur. Flavonoidler, 3'-
4'dihidroksi konfiglrasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Bazi
flavonoidlerin sUper oksit ve hidroksil radikallerini ortadan kaldirdigini,
lipid peroksit radikallerini indirgedigini ve lipid peroksidasyonunu inhibe

ettigi yapilan calismalarla ortaya konulmustur.
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Flavonoidlerin kullaniminin bir diger 6zelligi de nontoksik
terapotik etki gbstermeleridir. Faydali etkilerinin yanisira, hem
bakterilerde hem de memelilerde yapilan deneysel c¢alismalarda
genotoksik ve mutajenik etki gdsterdikleri gbézlemlenmigtir. Bu 6zellik
muhtemelen bir kisim flavonoidlerin bakterilerde prooksidan olarak
davranmasiyla ve serbest radikal Oreterek, DNA hasarina sebep
olmasiyla veya topoizomeraz gibi DNA ile iligkili enzimlerin inhibisyonuna
sebep olmasiyla iligkilendirilebilir. Yukarida bahsettigimiz ADA ile ilgili
yapilan  calismalarda  inhibitér  Ozellik  gdsteren  maddelerin
konsantrasyonlarinin mM dizeyde oldugu gértlmektedir. mM gibi yUksek

konsantrasyon hucre ici toksik etki gbsterebilir.

Biz calismamizda, Quercetin icin 1C5o degerini 6,1 uM,
Caffeic acid i¢in 6,06 uM, Naringenin icin 6,15 uM olarak bulurken, bir
enzimin substratina olan ilgisini gésteren Km degerini Quercetin igin
314,2 uM, Caffeic acid i¢in 429,6 uM ve Naringenin i¢in 435,7 uM olarak
bulduk. Bu verilerden yararlanarak calismamizda kullandigimiz
bilesiklerin inhibisyon tiplerini belirledik. Grafiklerden de goérilecegi lizere
Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin'in ADA’y1 karigik tipte inhibe ettigi
gOralmektedir. Hem ICso degerlerinden hem de Ki degerlerine
bakildiginda en etkili inhibisyonu Quercetin’in yaptigr gérilmektedir.

Karigik tip inhibisyonda, inhibitér enzime aktif merkez
diginda bir yerden baglanir. Bir kisim enzim molekdli normal substratla
birlesir ve enzim-substrat kompleksi olusur. Bir kisim enzim ise inhibitor
ile birlesir ve enzim-inhibitér kompleksi olusturur. Enzim molekilinin
geriye kalan kismi ise hem substrat hem de inhibitor ile etkileserek
enzim-substrat-inhibitér kompleksini olusturur. Olusan bu kompleks,
enzimin buyudk bir kismini bloke eder ve ilgili tepkimeyi yavaslatir.

Flavonoidlerin  ADA inhibisyonunu, sahip olduklari
farmakolojik 6zellikleri sebebiyle Adenozin reseptorlerini  artirarak
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gerceklestirdigi  dUsUndlmektedir.  Bizim  yaptigimiz  ¢alismada,
flavonoidlerin ¢ift role sahip olmalari g6z &énunde bulundurulursa
(antimutajen/promutajen ve antioksidan/prooksidan) disitk
konsantrasyonlarda inhibisyon etki géstermeleri, doza bagl =zararl
etkilerinin ortadan kaldirimasi agisindan olumlu bir etki oldugu

kanisindayiz.
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6. OZET

Bu calismada, Adenozin deaminaz Sigma firmasindan
temin edildi ve fizikokimyasal ve kinetik Ozellikleri arastirildi. Michaelis-
Menten grafik ve esitligi kullanilarak adenozin substratina karsilik enzimin
Km degeri 105 uM olarak bulundu. Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin
gibi birkag flavonoidin, sicaklik ve pH'In enzim Uzerine etkisi arastirildi.
Quercetin, Caffeic acid ve Naringenin’in igin inhibisyon tipinin karisik
tipte oldugu saptandi. Optimal pH ve sicaklik aralidi ise sirasiyla 6.0-7.4
ve 35 - 50 °C olarak belirlendi.

Sonuglar, flavonoidlerin  ADA aktivitesinin gUg¢li  bir
inhibitéri olabilecegini ve sahip olduklari farmakolojik 6zellikleri ile bu

inhibisyonu gerceklestirebilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin Deaminaz, Flavonoidler, Quercetin, Caffeic
acid, Naringenin, inhibisyon
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7. SUMMARY

In this study, Adenosine Deaminase purchased from
sigma and its physicochemical and kinetic properties were established.
Km value of the enzyme against adenosine substrate was found to be
105 puM by using Michaelis-Menten equation and graphic. Then, the
effects of several flavonoids such as Quercetin, Caffeic acid, Naringenin
and some factors like temperature and pH on the enzyme kinetics were
observed. It has been found that, Quercetin, Caffeic acid and Naringenin
influence of mixed type inhibitors of the enzyme. The ranges for optimal
pH and temperature were 6.0 - 7.4 and 35 - 50°C, respectively.

The differential inhibitory effects of flavonoids can seem
structurally related. The results demonstrated that structurally selected
flavonoids are strong inhibitors of ADA activity that can be correlated to

their pharmacological acts.

Key Words: Adenosine deaminase, Flavonoids, Quercetin, Naringenin,
Caffeic acid, Inhibition
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