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OZET

Bu calismada, kanser metabolizmasmm kilit enzimlerinden biri olan adenozin deaminaz (ADA) sigir
karacigerinden izole edilerek kismen saflastirilmis, kinetik 6zellikleri incelenmis ve enzimin kinetik davranisi
tizerine zerdegal ekstresinin etkileri arastirilmistir. ADA enziminin inhibitérsiiz sartlarda ¢izilen Michaelis
Menten ve Lineweaver Burk grafiklerinde V max degeri absorbans olarak 0,8 (spesifik aktivite olarak 40 mlU/g
protein), Km degeri 100 mM olarak tespit edilmistir. Zerdecal ekstresinin iki farkli konsantrasyonunda ¢izilen
Michaelis Menten ve Lineweaver Burk grafiklerinde ise her iki durum igin Km degeri 100 mM olarak, V max
degerleri ise % 10 zerdegal konsantrasyonunda 0,5 (25 mIU/g protein), % 20 zerdegal konsantrasyonunda ise 0,3
(15 mlU/g protein) olarak bulunmustur. Bu sonuglar zerdegal bilesenlerinin ADA enzimini non-kompetetif tiirde
inhibe ettigini gostermektedir. ADA enziminin zerdegal tarafindan bu sekilde inhibisyonu, zerdegalin anti kanser
ozelliklerine katki saglayan mekanizmalardan biri olabilir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin Deaminaz, Zerdecal (Curcuma Longa), Kanser, Inhibisyon, Michaelis-Menten,
Lineweaver-Burk, Kinetik,

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF AQUOEUS TURMERIC (CURCUMA
LONGA) EXTRACT ON KINETIC BEHAVIOR OF ADENOSINE DEAMINASE
ENZYME

ABSTRACT

In this study, adenosine deaminase enzyme which plays an important role in cancer metabolism was isolated and
partly purificated from cattle liver, and its Kinetic properties were established with and without turmeric extract.
V max and Km values of ADA enzyme were found to be 0.80 absorbance unit (as specific activity 40 mlU/g
protein) and 100 mM respectively by using Michaelis Menten and Lineweaver Burk graphs drawn in the studies
without inhibitor. In the Michaelis Menten and Lineweaver Burk graphs drawn with two different concentrations
of Curcuma Longa extract, Km value was found to be 100 mM at both concentrations. V max value was found to
be 0.5 (25 mlU/g protein) at the 10 % turmeric concentration,but it was 0.3 (15 mIU/g protein) at 20 % turmeric
concentration. These results show that turmeric constituents inhibit ADA enzyme non competetively. This kind
of inhibition of ADA enzyme by turmeric extract might be one of the mechanisms contributed to anti cancer
potency of curcuma longa.

Key Words: Adenosine Deaminase, Turmeric (Curcuma Longa), Cancer, Inhibition, Michaelis-Menten,
Lineweaver-Burk, Kinetic

1. GIRIS (INTRODUCTION) etkileri acikca ortadadir. Bu terapiler bazi kanser

tiirleri icin basarili sonu¢ vermemektedir. Bu yiizden
Kanser diinyadaki biitiin insanlar i¢in en biiylik saglik  bilim adamlar1 uzun siiredir dogal tedavi yontemleri
problemidir. Kemoterapi ve radyasyon terapisinin yan  aramaktadir. Kirsal kesimlerde bazi kanser tiirlerinin
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tedavisinde, c¢esitli bitkilerin kullanildigi ve olumlu
sonuclarm ortaya ¢iktigt belirlenmistir. Bunun
ardindan bu konuda o&ncelikle bitkisel kaynakli
bilesikler degerlendirilmigtir.  Aslinda  bitkilerin
kanseri tedavi etmesi gorlisiiniin uzun bir tarihi
geemisi vardir [1]. Zerdegalin kanser oOnleyici ve
tedavi edici Ozelliginden dolayr yiizyillar boyu
geleneksel tedavide kullanilmigtir [2]. Bu bitkiden
elde edilen ekstraklar kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
ve yayilmasini engelleyebilmektedir [3,4,5]. Zerdegal,
giivenilirliginin yani1 sira koruyucu ve tedavi edici
ozelligiyle kanser tedavisinde ideal bitkisel ajanlardan
biri olmustur [6,7]. Zerdegalla ilgili olarak yapilan
cok sayidaki ¢alismaya ragmen zerdegalin anti kanser
mekanizmasi iizerinde aydinlatict bilgiye ihtiyag
vardir. Ana aktif bilesen olan diferulolmetanmn yam
sira, zerdecalda antikanser mekanizmasina Kkatki
sagladigi diigiiniilen baska bilesenlerin  oldugu
bilinmektedir. Temel aktif maddenin kurkumin
oldugu diisiiniilmesine ragmen, kurkumin tek basina
zerdecal kadar etkili olamamaktadir [8]. Bu bakimdan
zerdegalin diger bilesenlerinin de toplam biyolojik
aktivite i¢in 6nemli oldugu disiniilmektedir. Ancak,
etki mekanizmasi ve bunda rol oynayan yapisal
bilesenler tam olarak ortaya konulmadigi igin,
konunun degisik agilardan arastirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu kapsamda ele alinmasi gereken bir
konu zerdecal bilesenlerinin kanser metabolizmasinda
etkili oldugu bilinen bazi anahtar enzimler {izerine
etkilerinin  belirlenmesidir. Bu enzimlerden biri
adenozin  deaminazdir.  Adenozin  deaminaz,
hidrolazlar smifinda bulunan bir enzimdir. Hidrolazlar
C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit bagin1 da igeren
diger bazi baglarin hidrolotik olarak yikilmasimi
katalizleyen enzimlerdir.

Adenozin deaminaz, spesifik olarak adenozin ve bazi
diger niikleozit analoglarmi substrat olarak kullanir.
Hayvan dokularinda yaygin olarak bulunur. En
yiiksek aktivite intestinal mukoza ve dalakta bulunur.
Buna karsilik iskelet kasinda, deride ve kemikte daha
az miktarda olmak iizere aktivite vardir. Enzim biiyiik
Olciide  hiicrenin stoplazmik  fraksiyonunda
bulunmasma karsilik, kismen niikleusta da mevcuttur

[9].

Substrat spesifikligi, elde edildigi kaynaklara gore
degisiklik gosterir. Ayni sekilde farkli organ ve
dokulardan elde edilen enzim farkli optimal pH,
elektroforotik mobilite ve substrat spesifikligi
gosterir. Buna karsilik ayni organizmanin farkli
dokularinda ayni enzim mevcuttur [10]. Serumdaki
ADA aktivitesinin malin tiimorlerde, viral hepatitte ve
sirozda arttign goriilmiistiir. Ozellikle giiniimiizde
serum ADA aktivitesi, akciger kanseriyle akciger
tiiberkiilozunun ayirict teshisinde kullanilmaktadir.
Akciger kanserinde serumdaki ADA aktivitesi anlamli
derecede  degisiklik  gOstermemesine  ragmen,
tiiberkiilozda anlamli derecede yiikselme
goriilmektedir [11,12].
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1.1. Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Structure and Species)

(Chemical

Adenozin deaminaz, sekiz f zinciri ve periferde sekiz
a heliks igeren paralel bir aff kompleksi igerir. Bu
protein 1088 niikleotid tarafindan
sifrelendirilmektedir.Protein ~ zinciri  baslangigtaki
metiyonin hari¢ 362 aminosit igerir. N- terminal
uctaki aminoasit alanin, C- terminal ug¢taki aminoasit
ise 16sindir [13].

ADA’nin atomik absorbsiyon spektroskopisine gore
her enzim molekiilii bagina 0,9 + 0,1 Zn atomu baglar.
Aktif merkezdeki Zn iyonu, His15 , His17 ve His214 '
in N atomlarina, Asp295 ' in O atomuna ve
hidroksipiirin riboniikleozid ' in (HDRP) O atomuna
koordine baglarla baglanmistir [14].

1.2.  Adenozin Deaminazin gorev
reaksiyonlar (Reactions of Adenosine Deaminase)

aldig

ADA, adenozin ve 2’- deoksiadenozini sirasi ile
inozin ve 2'-deoksiinozine yikim yolunu katalize
etmektedir. Bu reaksiyon geriye doniisiimsiiz oldugu
icin, bu enzim reaksiyonu adenozinin yikilmasinda
kontrol  basamagini  olusturur.  Adenozin  ve
deoksiadenozin molekiillerinin yliksek
konsantrasyonlar1 hiicre i¢in toksik oldugundan bu
niikleozidlerin hiicre i¢i seviyelerinin diizenlenmesi
acisindan 6nemlidir [15,16].

ADA
Adenozin (2' deoksiadenozin) + H,O — Inozin (2'
deoksiinozin ) + NH, *

Konu ile ilgili olarak, zerdegaldan elde edilen sulu
ekstrenin  kanser  metabolizmasindaki  anahtar
enzimlerden biri olan ADA iizerine etkilerinin
belirlenmesi ve varsa inhibisyonun tipi ve Kkinetik
parametrelerinin ortaya konulmasi mekanizmanin
aydinlatilmasi agisindan yararl olacaktir.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIAL AND
METHOD)

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (ODy — ODg;,)%20

Yapilan calismalarda adenozin  enzimi  sigir
karacigerden izole edilerek kismen saflastirildi.
Saflastirilan enzimin Michaelis-Menten ve

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Ky Ve Ve
degerleri hesaplandi.

Zerdecgal ekstresinin adenozin enziminin kinetik
davranigina kars1 etkisi arastirildi. Buz igerisinde
muhafaza edilen sigir karacigerden 5 g alinarak 10 ml
serum fizyolojik (% 8,75 lik NaCl ¢ozeltisi) i¢erisinde
3500 devirde 10 dakika homojenize edildi. Santrifiij
sonucu dibe ¢oken kisim atildi ve iist kisimdaki
enzimleri barindiran kisim g¢aligsmalarin devami igin 9
ml olarak ayrildi. Bu kisimdan yaglar1 uzaklastirmak
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icin homojenizatdrde 15 ml koloroform-9 ml etanol
karisimi ile muamele edildi ve 3500 devir/dakika
hizda santrifiij edildi. Olusan iki fazdan alttaki kisim
kloroform fazi, iistteki kisim ise etanol-su fazi olarak
ayrildi. Proteinler etanol-su fazina gegerken, yaglar
kloroform fazina gegerek uzaklagtirilmis oldu.

Adenozin enzim aktivitesi Giusseppe Giusti’nin tarif
ettigi metodla yapilmistir [19].

Enzim Aktivitesi (ADA Aktivitesi) =

[(ODnumune -ODnumune Korii)]
[(ODstandart - ODstandart korii)]

X 50 1)

formiiliine gore Once internasyonel iinite olarak
(IU:umol/min), sonra her bir numunenin protein
miktarma (mg/mL) boliinerek spesifik aktivite
cinsinden (IU/mg protein) verilmistir.

2.1. Protein Miktar1 Tayini (Determination of Protein
Amount)

2.1.1. Lowry Yontemi (Lowry Method):

Karaciger dokusu homojenatinin santrifiijiinden sonra
elde edilen stipernatanda, protein
konsantrasyonlarmnin tayininde Lowry protein 6l¢iim
yontemi kullanildi[18]. Spektrofotometrik bir Slgiim
yontemi olan bu deneyin prensibi; fosfomolibdik asit
ve fosfotungstik asitin, Cu* — protein kompleksi ile
reaksiyonu sonrasinda mavi renk olusturmasi esasina
dayanir. Bu tepkimenin gerceklesmesinde,
proteinlerin triptofan ve tirozin igeren bakiyeleri
etkilidir. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi = optik
dansitesi (OD), spektrofotometrede, 700 nm dalga
boyunda olgiilir. Elde edilen sonug, protein
konsantrasyonuyla dogru orantilidir [18].

2.2. Adenozin Deaminaz (ADA) Aktivitesi Ol¢iim

Metodu (Adenosine deaminase (ADA) Activity Assay
Method)

ADA aktivite tayini Giussepp Giusti’nin tarif ettigi
metoda gore yapilmigtir [19].

ADA
Adenozin + H,O — Inozin + NH;

(OH")/Naz[Fe(CN)sNO]
NH; + OCI™+ 2 Fenol — Indofenol

Reaksiyonu geregi, ADA aktivitesinin 6l¢limii igin
substrat olarak adenozin (deoksiadenozin) kullanilir.
ADA adenozinden inozin (deoksiinozin) olusumunu
katalizler. Bu sirada aciga ¢ikan amonyak, sodyum
hipoklorit ve fenol/nitroprussid ile birlikte alkali
¢ozeltide koyu mavi indofenol seklini alir. Sodyum
nitroprussid katalizér olarak gorev yapar. Bu
reaksiyon geregi amonyak konsantrasyonu indofenol
konsantrasyonu ile (absorbansiyla) dogru orantilidir.
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Sigir Karaciger doku 6rneklerinde Adenozin aktivitesi
Ol¢limii i¢in; numune tiiplerine 1ml adenozin ¢o6zeltisi
ve 0,05ml supernatan, numune korii tiiplerine de 1ml
adenozin ¢ozeltisi eklenerek karistirildiktan sonra
tiiplerin agz1 parafilmle kapatilarak 37°C’de 60 dakika
su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra numune
tiiplerine 3mL FNP ¢ozeltisi ve 3ml alkali HOCI
¢ozeltisi, numune korii tiplerine de 3ml FNP
¢ozeltisi, 0,05ml homojenat ve 3ml alkali HOCI
cozeltisi eklendi. Tipler karigtirthp 37°C° de su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast numune ve korlerin absorbansi 628 nm’de
distile suya kars1 okundu. Absorbansin 1,00’in {istiine
¢iktigi durumlarda ornekler distile su ile 2-5 kat
seyreltilerek deney tekrarlandi. 75 pM’lik (NH,4),SO,
¢ozeltisi de ayni1 isleme tabii tutularak standart ¢ozelti
olarak degerlendirildi.

ADA aktivitesi formiile gore hesaplanmustir.

ADA Aktivitesi (IU/L)= % X 50 @)

(A)n: Numune Absorbansi

(A)k: Numune Korii Absorbansi

(A)s: Standart Absorbansi

(A)sk:Standart Koriiniin Absorbansi

Sonuclar Spesifik Aktivite (IU/mg Prot) cinsinden
verilmistir.

ADA

Zerdecal ekstresiyle muamele sonrasinda

aktivitesi degisimi;

1.Calisma;
Ilk calismadaki amag¢ kullanilacak ekstre miktarini
belirlemektir.

Tablo 1. Ekstre miktarinin ADA enzimi aktivitesi

lizerine etkisi (The effect of turmeric extract amount on ADA
activity)

1 2 3 4
Stipernatan | 1mL ImL | ImL ImL
Ekstre - 0,2mL | 0,AmL | 0,02mL
Su 0,2mL - 0,ImL | 0,18mL

Karaciger 30 min zerdecal ekstresiyle inkiibe edildi ve
ADA aktivitesi tayin edildi.

2.Calisma;
Tablo 2. Deney Yapilis Protokoli
Construction Protocol)

(Experiment

1 2
Siipernatan ImL ImL
Su 0,2mL -
Ekstre - 0,2mL
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Karaciger 30 min zerdecal ekstresiyle inkiibe edildi.

Degisik  adenozin  konsantrasyonlarinda ~ ADA
aktivitesi tayin edildi.
Hesaplanan aktivite degerleri substrat

konsantrasyonuna karsi grafige cizilerek Michaelis-
Menten grafigi olusturuldu. Daha sonra sonuglari
kesinlestirmek  i¢in  (1/Aktivite) ‘ye  karst
(1/Konsantrasyon) grafigi olan Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi. Her iki grafikten maximum hiz (Vmax)
ve Km (substratin enzime ilgisi) degerleri belirlendi
[17].

3.BULGULAR VE TARTISMA (FINDINGS AND
DISCUSSION)

Deneysel ¢alismamizda elde edilen absorbans
sonuglar1 protein degerleri igin asagidaki formiil
kullanilarak g/mL olarak hesaplanmustir.

Protein miktart = (A)n - (A)k X 20

Bu c¢aligmada ADA aktivite degerleri absorbans
olarak verilmistir. Absorbans degerleri 50 (faktor,) ile
carpildiginda IU/L olarak aktivite degerleri elde
edilmektedir. Elde edilen bu degerler protein degerine
(1000g/L) boliindiigiinde ise spesifik aktivite (IU/g
protein) degerleri elde edilmektedir.

Vmax enzimin en yiiksek hizda calistigi hizdir. K,
enzimin substrata ilgisini gostermekte olup, hizin
hangi substrat konsantrasyonunda yariya geldigini
ifade etmektedir. Enzim substratina ilgiliyse Ky
degeri diisiik olur, ilgisi azsa Kp degeri yiiksek
olacaktir [15].

3.1. Michaelis-Menten Grafikleri (Michaelis-Menten
Graphs)

Zerdecal ekstraktinin ADA fizerine etkisi ile ilgili
olarak elde edilen deneysel sonuglar tablo 3 te
verilmistir.

I: ADA Inhibitorii Zerdegal
S: Adenozin ¢6zeltisi

l1: % 10 zerdegal katkisi

I,: % 20 zerdegal katkisi

Tablo 3. Substrat konsantrasyonun ADA {izerine

etkileri (Michaelis Menten grafik degerleri) (Effect of
substrat concentration on ADA enzyme)

[S] AOD (1 yok) AOD; (1) | AOD;s (1)
50 Mm 0,8 0,5 0,3

5 mM 0,8 0,5 0,3

1 mM 0,8 0,5 0,3

0,5 mM 0,7 0,4 0,2
0,25mM | 0,6 0,3 0,15
0,1mM 0,4 0,2 0,1
0,01mM 0,05 0,03 0,02

Grafik 0,01lmM ile 1mM arasinda ¢izilmistir.
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Michaelis - Menten Grafigi
0,8 —

_—

0,7

Absorbans

0,6

0,5

04

03

02

0,1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Substrat Konsantrasyonu (miliMolar)

Sekil 1. Inhibitérsiiz numunede aktivite degerlerinin
substrat konsantrasyonuna goére degisimi (Changes of
activity values depending on substrate concentrations in the studies
performed by samples without inhibitor)

Grafikten V. degeri okundu. Bu deger Y2 ile
carpilarak elde edilen degere karsilik gelen K, degeri
okundu. Dolayisiyla V= 0,8, Vinex/2 = 0,4 olmak
lizere Sekil 1 den Vpi degerine karsiik gelen
konsantrasyon  degeri Kn= 100mM  olarak
kaydedilmektedir.

Michaelis-Menten esitligi de kullanilabilir. Burada

V; reaksiyon hizini, S; substrat konsantrasyonunu
gostermektedir. Formiil kullanilarak hesaplandiginda
da Km degeri 100 mM olarak bulunmaktadir.

S
V= Vinax X Km+S ®)
Ornek olarak; V= 0,8 X —=— = 0,26
(100+50)

(3) esitliginden [S]= 50 mM konsantrasyonda,
grafikten okunan V.= 0,8 ve Km=100 mM
degerlerinde V=0,26 olarak hesaplanir.

Ikinci olarak %10 zerdecal katkilh numunede aktivite
degerlerinin substrat konsantrasyonuna gore degisimi
almarak Sekil 2 deki grafik olusturuldu.

Michaelis - Menten Grafigi
08

Absorbans

0,7

0,6

05 |
-_____________.___._-—0
|
0,4 /"‘"’
03 L
0,2 /
01
003
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Substrat Konsantrasyonu (miliMolar)

Sekil 2. Zerdecal inhibitorlii numunede aktivite

degerlerinin substrat konsantrasyonuna goére degisimi
(Changes of activity values depending on substrate concentrations
in the studies performed by samples with curcuma 10 %)
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Grafikten V. degeri okundu. Bu deger ' ile
carpilarak elde edilen degere karsilik gelen Km degeri
okundu. Dolayisiyla Viax = 0,5, Va2 = 0,25 olmak
iizere Sekil 1 den Vp degerine karsilik gelen
konsantrasyon degeri Kn= 100 mM olarak
okunmustur. Hesapla asagidaki sekilde yapildiginda
Km degeri 100 mM olarak bulunmaktadir.

Denklem (3) esitliginden;

50

V=056 x————=0,16

(100+50)
Omek  olarak;  esitlikten [S]= 50 mM
konsantrasyonda, grafikten okunan V.= 0,5 ve
Km=100 mM degerlerinde V= 0,16 olarak

hesaplanir.
Son olarak %20 zerdegal katkili numunede aktivite
degerlerinin substrat konsantrasyonuna gore degisimi

almarak Sekil 3 deki grafik olusturuldu.

Michaelis - Menten Grafigi

o
o

Absorbans
e
]

e
o™

05

04

02 =

—

0,02

[ 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000

Substrat Konsantrasyonu (miliMolar)

Sekil 3. %20 Zerdecal inhibitorlii numunede aktivite

degerlerinin substrat konsantrasyonuna gore degisimi
(Changes of activity values depending on substrate concentrations
in the studies performed by samples with curcuma 20%)

Grafikten Vmax degeri okundu. Bu deger ' ile
carpilarak elde edilen degere karsilik gelen Km degeri
okundu. Vmax = 0,3; Vmax/ 2 = 0,15 ve Km= 100
MM (Vmax degerine karsilik gelen konsantrasyon)
olarak okunmustur. Bunun yanmi sira Michaelis-
Menten hiz esitliginde yerine konularak da degerler
hesaplanabilir.

Denklem (3) esitliginden;

V=03x—=>—=0,1
(100+50)

Esitlikten [S]= 50 mM konsantrasyonda, grafikten

okunan Vpye= 0,3 ve Km=100 mM degerlerinde V=
0,1 olarak hesaplanir.

Michaelis Menten grafiklerinden gorildiigii gibi
zerdegal, ADA enziminin V. degerini diisirmekte
ancak K, degerini degistirmemektedir. Bu durum
zerdegalin olusturdugu inhibisyonun Non-kompetetif
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tabiatli oldugunu gostermektedir. Non-kompetetif
inhibisyonda inhibitor 6zellikli bilesenler enzimin
aktif merkezine yakin bir bdlgeye baglanarak aktif

merkezin  konformasyonunu  degistirmekte  ve
meydana gelen inhibisyon substrat
konsantrasyonunun arttirilmasi ile ortadan
kaldirilamamaktadir.

3.2. Lineweaver-Burk Grafikleri (Lineweaver-Burk
Graphs)

Lineweaver-Burk esitligini elde etmek lizere aktivite
degerleri substrat konsantrasyonuna bagli olarak
Tablo 4‘te verilmistir.

Tablo 4. Degisik zerdegal konsantrasyonlarmdaki
aktivite degerlerinin substrat konsantrasyonuna bagl

degisimi (Changing of substrate concentration depend on various
concentration of turmeric activation value)

1/Substrat 1/Absorb | 1/Absorb | 1/Absorb
konsantrasy ans ans ans
onu (inhibi (1) (1)
(1/mM) torsiiz)
0,02 1,25 2 3,33
0,2 1,25 2 3,33
1 1,25 2 3,33
2 1,43 2,5 5
5 1,67 3,3 6,67
10 2,5 5 10
100 20 33,3 50
Lineweaver-Burk esitliginde S; Substrat

konsantrasyonunu, V; hizi, Vmax; Maksimum hiz1
gostermektedir.

1 1 (Kmax+S)

7 = Vmaxx N (4)
Bu esitligin sabitleri inhibitérsiiz ve %10 ve %20
konsantrasyonlarinda zerdegal  inhibitoriiyle olan
durumlar i¢in grafikler ¢izilmis ve buradan hesap
yapilarak Lineweaver-Burk esitligi gelistirilmistir.

1/Absorbans

-10 o 10 20 30 40 50 60 70 B0 90

100

1/Substrat Konsantrasyonu

Sekil 4. Inhibitérsiiz ve inhibitérlii numuneler icin

Lineweaver - Burk grafikleri (Lineweaver-Burk graphs for
without inhibitor and with inhibitor)

763



Z. E. Durak

A= Inhibitérsiiz
B= %10 Inhibitorlii
C=%20 Inhibitorlii

Sekil 4’teki grafikten;

y= 1/Absorbans degerleri

X = 1/ substrat degerleri olmak iizere;

y=ax+b ifadesi her bir deney i¢in asagidaki sekilde
hesaplanmistir.

Inhibitorsiiz i¢in: y= 0,45 x + 5,5 (5)
lyi¢in: y=0,31x+2,5 (6)
I ,i¢in: y=0,17x+ 8,3 @)

4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Bitkiler bazi kanser tiirlerinin tedavisi i¢in etkili
kaynaklardir [20-22].

Zerdecalin bazi yaygin hastaliklar i¢in faydali oldugu
geleneksek olarak bilinmektedir. Antimikrobiyal,
antienflamatuar ve antioksidan aktivitelerinin yani
sira bircok kanser tiiriinde de onleyici etkisi oldugu
ortaya cikmustir [22,23,24]. Son zamanlardaki bir
calismada zerdegalin bazi bilesiklerinin  timor
gelisimini engelleyici aktivitesi oldugu goriildii.
Zerdecaldaki  esas aktif madde kurkumindir.
Kurkuminin mutagenezi baskiladigi, niikleer faktor-
kB yi aktive ettigi, sitokrom ¢ salmimini indiikledigi
ve vaskiiller endotelyal biiyime  faktoriini
baskilayarak anti-anjiyojenik etkiler olusturdugu
bilinmektedir [25].

Zerdegal ¢esitli kanser tedavileri igin bazi klinik
calismalarda da kullamilmigtir. Bir ¢alisma; zerdegal
ekstraktinin  yiiksek metastazli  prostat kanser
hiicrelerinin koloni olusturma yeteneginde belirli bir
inhibitér etkisi oldugunu gostermistir [26]. Diger
caligmalarda klonojenik analizlerde inhibitor etki
gosterdigi  ortaya c¢ikmistir. Caligmalardaki  bu
ilerlemeye ragmen molekiiler hedefler ve zerdegalin
antikanser ~ mekanizmast  henliz  tam  olarak
aciklanamamistir. Bu yiizden viicuttaki hiicrelerde
kritik  bilesenlerin  fonksiyonlarindaki  etkisi
arastirmaya deger goriilmektedir. Bu konuda adenozin
deaminaz 6nemli goriinmektedir ¢iinkii ADA piirin
metabolizmasinda anahtar bir enzimdir. Enzimin
inhibisyonu kanser tedavisinde 6énemlidir. Bu ylizden
zerdegal ektraktlarmin ve bilesenlerinin  olasi
etkilerini incelemek, bu tiir bitkilerin antikanser etki
mekanizmalar1 hakkinda bilgi verebilir. Bu tiir
inhibitdr potansiyeli olan bilesikler, ADA eksikligiyle
karakterize olan immiin yetmezlik durumunu da
anlamamiza yardimci olabilir [27]. Bu tiir bilesenler,
pirin metabolik yolunda adenozin deaminazin
inhibisyonu, adenozinin inozine doniistimii ve
deoksiadenozinin deoksiinozine doniigiimiiniin
engellenmesine sebep olurlar. Adenozin ve deoksi
adenozinin hiicre icinde birikmesi riboniikleotit
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rediiktaz1 inhibe ederek kanserli hiicrenin g¢ogalmasi
icin gerekli DNA sentezini baskilayabilmektedir. Bu
durum  hiicre  ¢ogalmast  ve  yayilmasimi
engelleyebilmektedir. Deneysel ¢alisma sonuglarimiza
baktigimizda, ekstraktsiz (inhibitdrsiiz) sartlarda elde
edilen Vpox degerinin optik yogunluk olarak 0,8
(spesifik aktivite cinsinden 40 mIU/g protein) oldugu,
Km degerinin ise 100 uM oldugu goriilmektedir. Iki
farkli ekstrakt (inhibitér) konsantrasyonunda elde
edilen hiz degerlerinin optik yogunluk olarak 0,5
(spesifik aktivite cinsinden 25 mlU/g protein) ve 0,3
(spesifik aktivite cinsinden 15 mIU/g protein) oldugu
goriilmektedir. Km degerleri ise ckstraktsiz ve
ekstraktli sartlarda ayni oldugu (Kn=100 pM)
goriilmektedir. Bu Kinetik degerler zerdegal ekstrakti
igindeki aktif bilesenlerin ADA enzimini non-
kompetetif tarzda inhibe ettigini gdstermektedir. Bu
inhibisyon tarzi, zerdegal bilesenlerinin enzimin
substratina yapisal olarak benzemedigini ancak
enzimin aktif merkezindeki kritik bolgeler ile
etkileserek maksimim aktiviteyi diislirdiigiinii ifade
etmektedir.

Bu sonuglar, =zerdecal bilesenlerinin kanserli
dokularda da ADA enzimini giiglii bir sekilde inhibe
ederek  kanserin  engellenebilecegini, kanserli
dokulardaki metastazin yavaglatilabilecegini ve tibbi
tedavinin  bu  sekilde  giiglendirilebilecegini
diisiindiirmektedir.

5. SEMBOLLER (sYMBOLS)

ADA : Adenozin Deaminaz
V: Hiz

m - Michaelis sabiti
Vinax : Maximum hiz
I: Inhibitor
A: Aktivite
(A)n : Ornek Absorbansi
(A)k : Kor Absorbansi
(A)s : Standart Absorbansi
(A)sk : Standart Koriiniin Absorbansi
IU : Internasyonel iinite
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