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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Inula graveolens (L.) Desf. BITKi TURUNE AIT SU VE ETANOL EKSTRELERININ
ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERININ DEGIiSiK IN VITRO METOTLAR iLE
BELIRLENMESI

Muzaffer SILINSIN

Tez Damisman: Do¢. Dr. Ercan BURSAL
2016, 41 Sayfa

Canli sistemlerde, hem ekzojen radikaller hem de metabolik siirecin bir pargasi olan
endojen radikaller pek ¢ok metabolik bozukluklara neden olmaktadir. Viicudumuz, serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini tolere eden bir antioksidan sisteme sahiptir. Bu
antioksidan sistem oksidanlar ile denge halindedir. Antioksidanlar ile radikallerin arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu oksidatif stres gelisir ve bu dengesizlik, énemli hiicre yapilarinda
geri doniistimsiiz hasarlara neden olabilir.  Antioksidan mekanizmalar serbest radikallerin

zararlarini elimine ederler.

Bu ¢alismanin temel amaci Tirkiye’de yetisen Inula graveolens (L.) Desf. tiiriiniin
yapraklarindan elde edilen su ve etanol ekstrelerinin antioksidan miktarin1 belirlemektir.
Ekstrelerin DPPH, CUPRAC ve FRAP metodlaria gore antioksidan aktiviteleri BHA, BHT ve

askorbik asit gibi standart antioksidanlarla karsilastirilarak hesaplandi.

Ayrca, bitkide bulunan antioksidan 6zellige sahip olan fenolik bilesiklerin belirlenmesi
amaglanmistir. Fenolik icerik analizi i¢in UHPLC-MS yontemi kullanildi. Calisma sonuglarina
gore, polifenolik yapida olan bilesiklerden en fazla klorojenik asit, kuinik asit, hiperosit ve
protokatesik asit bilesikleri tespit edilmistir. Inula graveolens (L.) Desf. bitkisinin oksidasyon
proseslerinde olusan radikallerle miicadele eden antioksidan kapasitesi bitkide mevcut olan

fenolik bilesiklerle baglantilidir.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikaller, antioksidanlar, Inula graveolens (L.) Desf.



ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF WATER AND
ETHANOL EXTRACTS OF Inula graveolens (L.) Desf.

Muzaffer SILINSIN

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ercan BURSAL
2016, Page: 41

Both exogenous radical processes and endogenous radicals that produced as part
of a metabolic process lead to many metabolic disorders in living systems. Our bodies
have antioxidant systems which tolerate the action of free radicals and reactive oxygen
species. This antioxidant system is in equilibrium with oxidants. The imbalance
between radicals and antioxidants can cause irreversible damage in essential cell
structure that called oxidative stress. Antioxidant mechanisms eliminate the damage of
free radicals.

The main purpose of this study is determining antioxidant activities of water
and ethanol extracts that obtained from the leaves of Inula graveolens (L.) Desf. species
grown in Turkey. Antioxidant activities of extracts were determined according to the
DPPH, FRAP and CUPRAC methods and the results were compared with BHA, BHT
and ascorbic acide which are used as standard antioxidants.

Also, phenolic composition of Inula graveolens (L.) Desf. determined by
UHPLC-MS methods. According to the result, many polyphenolic compounds such as
chlorogenic acid, quinic acid, hyperoside and protocatechuic acid were detected. The
antioxidant capacity of Inula graveolens (L.) Desf. is associated with the presence of
phenolic compounds, which react with the free radicals formed during the oxidation

process

Keywords: Free radicals, antioxidants, Inula graveolens (L.) Desf.
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1. GIRIS

Bitkiler, yiizyillardir diinyanin hemen hemen her yerinde oldugu gibi tilkemizde
de halk arasinda ¢ay, baharat ve tedavi amacli olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz, bitkisel
cesitlilik yoniinden olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginligin nedenleri,
iklimsel elveriglilik, farkli fitocografyalarin kesistigi bolgede bulunmasi gibi
nedenlerdir. Ulkemizde ¢ok sayida dogal bitki tiirii bulunmakta ve bunlarin énemli bir
kismi da endemiktir. Bu bitki zenginligine ragmen birgok bitki tiirii igin yeterince

bilimsel ¢alismalar yapilmamustir.

Bitkilerin antioksidan aktivitesi ve saglik agisindan Onemli o6zelliklerinin
arastirilmasi ¢alismalar1 giderek 6nem kazanmaktadir. Bu amagla tedavide kullanilan

tibbi bitkilerin sayisinin 20.000 civarinda oldugu belirtilmektedir.

Giintimiizde, tibbi bitkiler, daha yavas iyilesme saglamasina ragmen sentetik
ilaglara goére yan etkilerinin az olmasi ve dogal olmalar1 nedeniyle daha fazla ilgi

gormektedir.

1.1. Inula Cinsinin Ozellikleri

Inula cinsi tiim diinyada yaygindir ve bu cinse ait birgok tiir yerel halk tarafindan
kullanilmaktadir. Bu cins antikanser, antibakteriyel, sitotoksik ve antiinflamatuar
ozellikleri gibi gesitli biyolojik aktiviteleri ile bilinir. Inula tiirlerinin kimyasal yonden
arastirtlmasi ile bu cinse ait birgok 6nemli biyoaktif bilesen bulunmustur. Bununla
birlikte birgok Inula tiirii heniiz fitokimyasal ve biyolojik yonden aragtirilmamistir. Son
yillarda Inula tiirleri, biyolojik aktiviteleri nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Bu biyolojik
deger fitokimyacilar1 Inula cinsinin kimyasal bilesenlerini arastirmaya yonlendirmistir
ve bdylece monoterpenoidler, seskuiterpenoidler, diterpenler, flavonoidler ve
glikosidazlar gibi bircok biyoaktif bilesen tespit edilmistir (Macro vd., 1993). Biitiin

Inula tiirleri laktonlarca zengindir (Zhou vd., 1993).



Tiirkiye’de yetisen farkli Inula tiirleri sunlardir (Modanlioglu, 2012).

Inula acaulis Schott Et Kotschy Ex Boiss,
Inula anatolica Boiss,

Inula aschersoniana Janka,

Inula aucherana DC,

Inula britannica Linnaeus,

Inula conyzae (Griess.) Meikle,

Inula crithmoides Linnaeus,

Inula discoidea Boiss,

Inula ensifolia Linnaeus,

Inula fragilis Boiss. & Hausskn,

Inula germanica Linnaeus,

Inula graveolens (Linnaeus) Desf,

Inula helenium Linnaeus,

Inula inuloides (Fenzl) Grierson,

Inula macrocephala Boiss. & Kotschy ex Boiss,
Inula mariae Bordz,

Inula montbretiana DC,

Inula oculus-christi Linnaeus,

Inula orientalis Lam,

Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin,
Inula salicina Linnaeus,

Inula sarana Boiss,

Inula sechmenii Hartvig & Strid 7 nula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel,
Inula viscidula Boiss. & Kotschy,

Inula viscosa (Linnaeus) Aiton,

Inula heterolepis Boiss.

1.2. Inula graveolens (L.) Desf. Tiirii

Inula graveolens (L.) Desf. bitki tiirii ¢ok dalli, agir kokulu, senelik yetisen, 1
metreye kadar boya ulasabilen, kiicilik salg tiiyleri ile kapli, daginik tiiylii, dogrusal mizrak
yaprakli bir bitkidir. Capitula gevsek salkimlarimi yayar. Papus kahverengimsi, pul pul,
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minicik bir bitki haznesi icerisinde tasinir. Akarsu kenarlarinda kumlu ve ¢akilli
topraklarda yetisir. Inula graveolens (L.) Desf. Tiirkiyede “iri pire otu” olarak bilinir. T1bbi
ve aromatik (hos kokulu) 6zelliklere sahiptir. Bitki alternatif tedavi amagli olarak bir¢ok
hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde c¢okca kullanilir (Harnafi ve Amrani, 2008).
Bitkilerde bulunan flavonoidler ve fenolik asit bilesenlerinin antioksidan ve serbest radikal
giderici etki dahil antiinflamatuar ve antikanserojen gibi etkiler gosterdikleri tespit
edilmistir. Sifali bitkilerin potansiyel tedavi etkileri ile yeni kimyasal maddelerin 6nemli
bir kaynagi olduguna inanilmaktadir. Bitki {izerinde yapilan arastirmalarda iceriginin agr1
kesici, antiinflamatuar ajan etkileri oldugu iddia edilmektedir. Halk arasinda kalp
kuvvetlendirici ve balgam soktiirlicii olarak kullanilmaktadir (Modanlioglu, 2012). Bu
nedenle yeni analjezik ve anti enflamatuar ilaglar icin verimli ve mantikli arastirma
stratejisi olarak goriilmelidir.

Inula graveolens (L.) Desf. tliriiniin biyolojik etkileri hakkinda az sayida yayin
bulunmaktadir. Dolayisiyla, bu ¢alismada, c¢esitli modeller araciligiyla Inula graveolens
(L.) Desf. su ve etanolik ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini arastirmak

amaclanmaktadir.

Sekil:1.1. Inula graveolens (L.) Desf. bitki tiirii



Inula graveolens (L.) Desf. tiirliniin sistematigi asagida gosterilmistir.

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheobionta

Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida

Alt sinif: Asteridae

Takim: Asterales

Aile: Asteraceae

Cins: Inula

Tiir: Inula graveolens (L.) Desf.

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip kimyasal olarak ¢ok aktif atom
veya molekiiller olup ortamdaki diger biyomolekiillere saldirirlar ve onlarin biyolojik
yapilarin1 bozarlar. Bu serbest radikaller niikleik asitler, proteinler, lipitleri ve diger
biyomolekiilleri oksitleyerek bunlarin metabolizmadaki fonksiyonlarin1 bozarlar

(Fantel, 1996; Temple, 2000).

Biyokimyasal reaksiyonlar atomlarin dis orbitallerinde bulunan elektronlar
sayesinde gergeklesir. Elektronlar normal sartlarda elektron giftleri halinde bulunurlar.
Serbest radikaller, bir veya daha ¢ok ¢iftlenmemis tek elektron iceren molekiiller veya
atomlar olarak tanimlanirlar. Eslesmemis bir elektron i¢eren oksijen atomundan olusan
stiperoksit ve hidroksil radikalleri serbest radikallere 6rnek olarak verilebilirler (Tamer
vd., 2000).

Bir kimyasal bilesik veya atomun son yoriingelerinde eslesmemis elektronlar
bulunmasi kimyasal reaktiviteyi artirdig icin, serbest radikaller ¢ok reaktif kimyasal

yapilardir. Asal gazlar biitiin orbitalleri elektronlarla tamamen doyuruldugu i¢in ¢ok



kararli yapilara sahip olup kimyasal olarak reaktif degillerdir. Bu yonii ile serbest
radikallere benzemezler (Kiling, 2002).

Bir bilesik ti¢ sekilde serbest radikal haline gelebilir. Bunlar; atomun veya
molekiiliin bir elektron kazanmasiyla veya bir elektron kaybiyla veya bilesikteki
kovalent bagin simetrik kirilmasi sonucu iki yapinin birer elektron kazanmasiyla serbest

radikal haline geldikleri homolitik bag kirilmasiyla gergeklesmektedir (Halliwell, 1996).

Serbest radikalleri olusturan eslesmemis elektronlar yiiksek enerjili olup baska
yapilardaki elektron g¢iftlerini ayirarak o yapilarin fonksiyonlarina engel olurlar. Bu
stirecte serbest radikal kendine bir elektron alarak bir elektron ¢ifti haline doniisiirken,
diger tarafta eslesmemis bir elektrona sahip yeni bir serbest radikal olusur. Sonugta
serbest radikal etki ettigi atom ya da molekiilii serbest radikale doniistiirmiis olur. Bu
olaylar kontrolsiiz olarak artis gosterirse hiicrede yapisal hasarlara neden olurlar
(Gumriik¢tioglu, 2002; Nelson ve Cox, 2004; Giilgin, 2007).

Serbest radikallerin ¢ok yiiksek miktarda iiretimi metabolizma i¢in tehlike
olusturur. Buna karsin, serbest radikaller viicuda giren bakterileri ve diger
mikroorganizmalar1 hiicre membranlarin1 pargalayarak hastaliklara karsi direncimizi

artirdiklari i¢in viicudun hastaliklardan korunabilmesi i¢in de gereklidirler.

Serbest radikallerin hiicrelerde protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asitler
lizerinde 6nemli olumsuz etkileri vardir. Ozellikle proteinlerdeki karbonil gruplarina ve
peptit baglarina saldirabilir ve hiicre membraninda bulunan proteinleri yikarak hiicrenin
oliimiine sebep verebilirler. Hiicredeki iyon transportunu bozarak hiicrenin membran

potansiyeline ciddi zararlar verebilirler (Kanbur, 2012).

Serbest radikaller, biyolojik membranlarda bulunan fosfolipitlerin doymamis
yag asitlerini peroksidasyona ugratarak membranlarin yapisinin bozulmasina,
proteinlerin denatiirasyonuna, karbonhidrat polimerlerinin yikilmasina, ayrica DNA ile

reaksiyona girerek istenmeyen mutasyonlar olusmasina sebep olurlar (Cheeseman ve

Slater, 1993).

Serbest radikaller, bir¢cok hastalikla iliskili olmasi ve bu hastaliklara eslik eden
cesitli komplikasyonlarin ortaya ¢ikisinda merkezi rol oynamasi sebebiyle son yillarda
arastirmacilarin ¢alismalarinda ilgi alam haline gelmistir. Ozellikle viicutta olusan

oksijen radikallerinin kalp hastaliklari, Alzheimer, Parkinson, serebrovaskiiler



rahatsizliklar, norosensoriyel bozukluklar, katarakt ve romatoid artrit gibi bircok
hastalikta rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica yaslanma silirecinde gozlenen cilt
kirisiklari, bobrek fonksiyonlarinda azalma ve gibi belirtilerde de serbest radikallerin

ana faktor oldugu diistiniilmektedir (Cross vd., 1987).

Serbest radikaller giderilmedikleri takdirde hiicrelerdeki makromolekiillere ciddi
zarar verir. Serbest radikallerin bu olumsuz etkileri, serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozuldugu ve oksidatif stres olarak bilinen durumla yakindan
iliskili olup ¢esitli hiicresel hasarlara (lipit peroksidasyonu, proteinler arasinda distilfit
baglarmin olusumu, DNA hasar1 gibi) neden olmaktadir (Bursal ve Giilgin, 2011).
Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar (Boga, 2014)
Hastalik tiirleri

Anoksia

Noral lipofuskinosis
Parkinson

Alzheimer

Down Sendromu

Multiple selerosis

Kronik graniillomat6z

Diabetes mellitus

Inflamatory (atesli) diizensizlikler
Astim

Romatizmal artirit

Idoyopatik hemokromatosis sonucu
Talasemia

Akciger diizensizlikleri
Asbestosis

Yetiskin solunum stresi sendromu

Zehirlenme (reperfusyon)

Solar radyasyon zehirlenmesi
Bloom sendromu

Toksik maddelerin olusumu
Zenobiyotikler

Bloom sendromu
Aterosklerozis (Damar sertligi)
Sitositatikler (blomyein)
Kanser




Birgok etken serbest radikal olusumuna etki eder. Viicudumuzda enerji
tiretilirken her saniyede milyonlarca serbest radikal olusur. Ayrica cevre kirliligi,
kimyasal maddeler, petrokimya iiriinleri, sanayi atiklari, ilaglar, giinesin UV 1sinlar1, X
1sinlar1, virisler, stres, sigara ve egzoz dumani gibi bir¢ok etken serbest radikal
olusumunu artiran faktorlerdir. Ayrica radikaller mitokondriyal ETS zinciri
siklooksijenaz dongiisii gibi reaksiyonlarda iiretilebilecegi gibi disardan alinan ilaglar
tarafindan da meydana getirilebilirler. Islenmis gidalarda bulunan yiiksek seker ve yag
oranlari, alkol tiiketimi, stres ve yogun egzersizlerde artan oksijen kullanimi
viicudumuzdaki serbest radikallerin iiretimini artiran etkenlerden bazilaridir (Mortas,

2012).

Metabolizmadaki serbest radikallerin en biiyiik kaynagi reaktif oksijen tiirleridir.
Reaktif oksijen tiirlerinin olugsma kaynaklar1 endojen (viicut igi) kaynakli ve eksojen

(viicut dis1) kaynakli olmak tizere iki gruba ayrilir.

Endojen kaynakli olanlar; elektron transport sistemi, bazi enzimatik
reaksiyonlar, oksidasyon reaksiyonlar1 gibi metabolik prosesler iken, dis kaynakli
olanlar ise UV 1sinlari, radyasyon, ilag yan etkileri, sigara, yanlis beslenme ve
kanserojen maddelerdir. Bunlar serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklar
olarak bilinir (Aksoy, 2002).

Cizelge 1.2. Serbest radikal kaynaklar1 (Aksoy, 2002)
Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Mitokondrial elektron transport zinciri  |Diyet faktorleri

Redoks reaksiyonlari Sigara dumant

Oksidadif Zararli 1g1inlar (x-ray, UV)
Otooksidasyon reaksiyonlari flaclar

|Arasidonik asit metabolizmast Organik solventler




Metabolizmada olusan ve dis kaynakli radikal ve reaktiflerin olusum yollar1 Sekil

1.2°de gosterilmistir.

O2
ETS zminciri, radyasyon, ilaclar,

l zehirler vb. etkiler

Siiperoksit radikalleri O3
2H+Y -
Glutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit H3Oo = = = 2H,L0O
+ /
H h e - r
2H,O < 2GSH GSSG

Hidroksil radikalleri ~ OH \_ _/

lipid, protein ve DINA
yapilarina zarar verir

Sekil 1.2. Serbest radikal ve reaktif tiirlerinin olusumu (Bursal, 2009)

Oksijen, atomik halde kararli olmadig: i¢in dogada molekiiler halde bulunur.
Oksijen gazi (Oy), ozon (O3) ve oksitler diinyamizdaki oksijen kaynaklaridir. Yer
kabugunda (%53.8) ve insanda (%61) bulunan en yaygin elementtir. Biyosferde ise en
yaygin ikinci elementtir (Gutteridge, 1989). Insan hayatinin devami igin oksijen sarttir.
Boyle olmakla birlikte oksijenin eksik indirgenmesi sonucunda ise hiicreye zarar

verebilecek reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir (Davies, 2000).

Reaktif oksijen tiirleri ve diger tiirleri reaktivesi yiiksek molekiillerdir.
Proteinler, lipidler, niikleik asitler gibi metabolizmada yapisal tiirler ile kimyasal
reaksiyona girerek bunlarin fonksiyonlarinin bozulmasina ve bu maddelerin aktif
yapilarin1 kaybetmelerine sebep olabilirler. Bu etkilerinden dolayr bunlara reaktif
oksijen tiirleri (Reaktive Oxygen Species, ROS) denir (Halliwell, 1996; Stadtman,
2002).

Hiicrede serbest radikallerin iiretiminin yiiksek miktarda artmasi “oksidatif

stres” olarak tanimlanir. Bu olay, hiicre bilesenlerini olusturan biyomolekiilleri olumsuz
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etkiler. Bunun yaninda hidroksi radikali (OH") basta olmak lizere pek ok serbest
radikal, DNA’daki organik bazlarin degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara neden
olur. Bunun sonucunda kanser, erken yaslilik ve hiicre 6liimiine varabilen siiregler
baslayabilir (Bursal vd., 2013).

ROS, insan viicudundaki metabolik reaksiyonlar sonucu siirekli olugmaktadir
(Langseth, 1995). ROS, viicuttaki birgok oksidatif biyokimyasal reaksiyonun yan tiriinii
oldugu igin gesitli hastaliklara ve doku hasarina yol actig1 bilinmektedir (Whitehead vd.,
1992; Yen ve Chen, 1995).

Canli metabolizmada endojen kaynakli bircok reaktif oksijen tiirii ve serbest
radikaller olusmaktadir. Bu reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin hiicreler arasi
iletisim gibi gorevleri olmakla beraber bunlarin asir1 miktarda olusmasi oksidatif stres,
erken yaslanma, hiicre fonksiyonlarinin ve biyokimyasal molekiiller yapilarinin
bozulmasi gibi birgok rahatsizliklarin olusmasina sebep olur (Nordberg ve Arner, 2001).
Olumsuz olarak etkilenen bir sistem, baglantili oldugu diger sistemlere etki eder ve

zincirleme problemler olusur.

Reaktif oksijen tiirlerinin yani sira bazi reaktif azot tiirleri de (RNS) viicutta
meydana gelmektedir. Oksidatif strese en ¢cok sebep olan faktorlerden reaktif oksijen

tiirleri ve reaktif azot tiirleri Cizelge 1.3°te gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri (Aruoma ve Cuppett, 1997)

Reaktif Oksijen Tiirleri Nitrik Oksit Radikali

Siiperoksit radikali (O Nitrik oksit radikali ‘NO
Hidrojen peroksit H,0, Azot dioksit radikali ‘NOO
Hidroksil radikali OH’ Peroksinitrit radikali ‘'ONOO
Hipoklordz asit HOCI' Nitroz asit HNO,
Singlet oksijen ('A'0,) Nitrozil katyonu NO*

- RO, R, o

Organik radikaller R.S Nitroksi anyonu NO
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO

Normal metabolik olaylar sirasinda oksijenin kullanilmasinda olusan siiperoksit

radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hidroksil radikali gibi yapilar reaktif




oksijen tiirlerinin en 6énemlileridir. Bu tiirler bagka serbest radikallerin tiretildigi zincir
reaksiyonlar1 baslatabilir ve hiicrede diger organik radikallerini (R"), peroksit
radikallerini (ROOQO"), alkoksi radikallerini (RO, tiyil radikallerini (RS"), siilfenil
radikallerini (RSO") ve tiyil peroksit radikallerini (RSO;") olusturabilirler (Tietz, 1995;
Dawn vd., 1996; Burtis ve Ashwood, 1999).

Yiiksek indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda
elektron transport sistemi ile molekiiler oksijene (O) transfer edilir. Mitokondrial
elektron transport sisteminde, elektronlarin Oy’ye transferi sirasinda oksijenin kismi
indirgenmis triinleri olusur. Bu iirlinler ¢ok reaktif yapidadir ve biyomolekiillerin
yapilarina girerek geri doniisiimsiiz hasarlara sebep olabilirler (Keha ve Kiifrevioglu,
2000). Bu reaktif oksijen tiirlerinden olan O,", H,O,, OH* olusum reaksiyonlar1 asagida

verilmistir.

0, —<%+-0,” —*>H,0, ~>0H ——H,0

Molekiiler oksijenin (O,) mitokondrial elektron transport sisteminde bir elektron
almas1 sonucu siiperoksit radikali (O,") olusur. Siiperoksit dismutaz enzimi Siiperoksit

radikallerini inhibe ederler.

0, + e —————=0, "~

202 - -+ ZH'_ Siip ero k=it dErmataz H202 -+ 02

Hidrojen peroksit (H,O2) eslesmemis elektrona sahip olmadigi igin radikal
olmayan fakat kimyasal olarak reaktif olan bir oksijen tiiriidiir. Hidrojen peroksit,
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile ¢ok giiglii bir reaktif olan hidroksil radikalini
(OHe) olusturur. Ayn1 zamanda hidrojen peroksitin UV 1smlarinin etkisiyle OHe
doniistiigii de bilinmektedir.

H,0, —% 5 20H"

Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir iriin olan hipokloréz asiti (HOCI)
olusturmaktadir (Bursal, 2013; Asad vd., 2004).

H* +Cl” + H,0, —> HOCI + H,O

Hidroksil radikali; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere cok
10



giiclii bir sekilde saldirarak oksitleyip yapilarinda kalict hasarlar birakan ve yar1 omri
10 saniye gibi ok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Hidroksil radikali, hidrojen
peroksitin indirgenmesi sonucunda agiga ¢ikar. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir (Fantel, 1996; Halliwell, 1996;
Nordberg ve Arner, 2001).

Fenton Reaksiyonlari:
H,O, + Fe?’ — > OH"® + OH™ + Fe**
H,O, + Cu* —> OH* + OH™ + Cu®
Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0,+0,” —" 5 OH' +0, +H,0

1.3.1. Serbest radikallerin biyolojik etkileri

1.3.1.1. Proteinlere etkisi

Kiikiirt iceren aminoasitler ve doymamis aminoasitlerin (triptofan, tyrozin,
fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonlari sonucu
kimyasal degisiklikler ortaya cikar. Aktifligi, yukaridaki aminoasitlere bagli olan papain
ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimler, radikallere maruz kaldiklar1 zaman
inhibe olurlar. Sitoplazmik ve membran proteinleri, ¢apraz baglanma sonucu
dimerlesirler. Cok aktif olan HO' radikalleri, peptit ve aminoasitlerde hidroksilasyona

neden olarak onlarin yap1 ve fonksiyonlarini bozarlar.
1.3.1.2. Niikleik asitlere etkisi

Elektromanyetik alanda, ultraviyole ve X-iginlarina maruz kalan canli
hiicrelerdeki DNA’lar hidroksil radikallerinin saldirisina ugrarlar ve DNA’daki organik
bazlar ve deoksiriboz fosfatlari etkilenirler. Hidroksil radikalleri, DNA bazlarini

modifiye ederek riboz-fosfat zincirlerinin kirilmasina yol agarlar.

In vitro ¢alismalarda, sulu ortamda HO" radikallerinin, deoksiriboz ve organik

bazlar ile kolaylikla reaksiyon verdigi gozlemlenmistir. Fakat ¢ift zincirli DNA
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molekiilinde, organik bazlar HO® radikallerine karsi sterik olarak korunduklari
gozlemlenmistir. Ayrica, enzimatik radikal yakalayicilar, 6ncii HO" radikallerinin
konsantrasyonunu diistirerek DNA'y1 korurlar. Serbest radikal etkisiyle DNA yapisinin

degismesi mutasyonlara ve canlinin esey hiicrelerindeki dollerin 6lmesine neden olur.

1.3.1.3. Zar yapisindaki lipitlere etkisi

Membran kolesterolii ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
reaksiyona girerek peroksidasyona ugrarlar. Radikallerin reaksiyonu sonucu, lipit

peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan tiriinler olusur.

Reaktif oksijen tiirleriyle ilgili olarak, lipit peroksidasyon ¢ok arastirilan bir
konudur. Coklu doymamis yag asitleri, birden ¢ok ¢ift bag icermelerinden dolayi,
serbest radikal ataklarina en uygun hedefler olmaktadir. Bu gibi oksidasyonlar
aterosklerotik plaklarin  olusumunun da nedeni olarak gosterilmektedir. Plak
olusumundan kaynaklanan kardiyovaskiiler hastaliklar, en azindan Bati iilkelerinde,
total hastalik miktarinin 6nemli bir bolimiinii olusturmaktadir (Nordberg ve Arner,

2001). Bu nedenle, lipid peroksidasyonun 6nlenmesi veya diisiisii son derece dnemlidir.

Serbest oksijen radikalleri, hiicre ve organel zarlarinda lipit peroksidasyonuna
neden olabilmektedirler. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen
molekiillerin, hiicre membranin ana bileseni olan lipidler oldugu diisiiniilmektedir.
Organizmada yeterli miktarda reaktif atom ya da molekiil varliginda lipit
peroksidasyonu kolaylikla baslar. Oksijenin sebep oldugu lipit oksidasyonu tipik bir
radikalik zincir reaksiyonudur. Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlar
icinde zararlidir (Boga, 2014).

Biyolojik membranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipitlerinde bulunan
doymamis yag asitleri sebebiyle oksidatif ataklara kars1 duyarlidirlar. Reaktif ve radikal
tiirler ile hiicre hasar1 meydana gelirken lipit serbest radikalleri ve lipit peroksitleri de
olusmaktadir. Bu tip serbest radikal otooksidasyonu reaksiyonlarinda zincirleme
reaksiyonun baglamasi igin bir tetikleyici (baslatic1) faktor gereklidir. Bu tetikleyici
faktoriin OH' radikali oldugu kabul edilmektedir.
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Serbest radikallerin meydana getirdigi en onemli hasarlardan biri olan lipit
peroksidasyonu, membranlarin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksijen

radikallerine maruz kalmasi sonucunda olusmaktadir.

Transmembran iyon grandientini bozarak Ca*® gibi iyonlara karsi spesifik
olmayan gegirgenligi arttirabilmektedir. Mitokondride oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler
ve mikrozomal enzim aktivitelerinde degisiklik olusturabilirler. Subsiiller organellerin
(lizozom gibi) biitiinliigiin kaybolmasina yol agabilirler. Ayrica, DNA ile reaksiyona
girebilmektedirler (Ercan, 2008).

1.3.1.4. Sitozolik molekiillere etkisi

Cozilinlir karakterli birgok hiicre bileseni, serbest radikalleri yok edici gorev
yapar. Ornegin oksihemoglobin gibi hemoproteinler O, ve H,O, ile reaksiyona girerek
methemoglobin olusturur. Bu reaksiyon, hemoproteinlerin oksijen radikalleri tarafindan
kolaylikla tahrip edebilecegini gostermektedir. Diger Onemli bir sitoplazmik
hemoprotein, katalaz enzimidir. Katalaz O, radikali tarafindan aymi sekilde tahrip
edilmektedir. Bu olay katalaz aktivitesinin diismesine ve hiicrenin daha ¢ok radikal ve

hidrojen peroksit tahribatina maruz kalmasina yol agmaktadir.

1.3.1.5. Hiicre dis1 etkiler

Osteoartritlerde, serbest radikallerin, kollajen ve hiyaluronik asit iizerine etkileri
sonucu, dejenerasyon ve buna bagli olarak iltthabi bir durum oldugu gozlenmistir.
Sinoviyal siviya vizkozite saglayan hiyaluronik asit O," radikal ile etkilesince
depolimerizasyona ugrar. Siiperoksit dismutaz ve katalaz hiicre dis1 sivilarda ¢ok diisiik
aktiviteli olduklarindan az miktardaki oksijen radikalleri bile biiyiik hasarlara yol

acabilmektedir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

1.4. Antioksidanlar

Oksijenli yasama gecis ile oksijensiz yasam canlilart bulunduklari ortama ya adapte
olmuslar ya Olmiisler ya da oksijensiz yerlere goc¢ etmislerdir. Adapte olabilenler

(aerobik organizmalar), antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirerek kendilerini
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oksijenin zararli etkilerinden koruyabilmislerdir. Aerobik organizmalar degisik tipte

antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir (Halliwell, 1994).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda ve bunlarin neden olduklar1 hasarlari
onlemek icin birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan

savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar” olarak bilinir (Akkus, 1995).

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri

koruyan maddelerdir (Mercan, 2004).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olup serbest radikalleri nétralize
etmek icin karsilikli etkilesim halindeki bir¢ok bilesiklerdir. Bu bilesikler, gida kokenli
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan
enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici
proteinler (ferritin, albiimin, laktoferrin, seriiloplazmin gibi) ve bitkilerde daha yaygin

sekilde bulunan antioksidan fitonutrientlerdir (Cizelge 1.4).

Antioksidan sistemler, radikal olusumunu 6nleyerek oksidatif hasarlari engeller,
hasara ugramis molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 onler. Antioksidanlarin hiicresel
etkileri Sekil 1.3’te gosterilmektedir. Buna gore hem ecksojen hem de endojen
antioksidan madde ve enzimler hiicrenin hasar goérmiis biitiin kisimlarina miidahale

ederek oksidanlarin etkisini ya azaltarak ya da ortadan kaldirarak etki eder.
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Vitamin E
p-Carotene

VitaminC, E
f-caroteno

Endoplasmic
Reticulum

—_—
—_—

GSH «» GSSG

GSHPx

Lipid Bilayer of All

Il Membranes Vitamin C

CwZn
Syperoxide

Dismutase

Sekil 1.3. Antioksidanlarin hiicresel etkileri (URL 1)
(http://www.medscape.org/viewarticle/432384 5 , erisim Tarihi: 22.01.2013).

Antioksidanlar organizmay1 dort ayr sekilde etkiler (Bigim, 2013).

1. Scavenging (Temizleme): Oksidanlarin zayif bir molekiile ¢evrilmesi enzimler

aracilifiyla yapilir. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2. Quencher (Baskilama): Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

4. Zincir koparma: Metal iyonlarinin baglanmast ve bdylece radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici

etki gosterirler.
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Cizelge 1.4. Antioksidan molekiller (Yalgin, 1992).

Antioksidan Enzimler/Proteinler

Enzimler

Yagda ¢ozilinen bilesikler

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon S-transferaz

Katalaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz
Stiperoksit Dismutaz (SOD)

a-tokoferol (Vitamin E)
B-karoten

Bilirubin

Flavonoidler

Ubikinol

Metal baglayici proteinler

Kiigtik Molekiiller

Suda ¢oziinen bilesikler

Albumin

Ferritin

Hemopeksin /Haptoglobulin
Seriiloplazmin

Transferrin

Askorbik asit (Vitamin C)
Glutatyon

Sistein

Urik asit

1.4.1. Endojen antioksidanlar

hemoglobin, miyoglobin, ferritin ve seruloplazmin gibi metal baglayicilar endojen
antioksidan sistemleri olusturur. Ayrica glutatyon ve irik asit gibi viicut i¢i kiigiik
molekiil kiitleli bilesikler de birer antioksidan olarak gorev yaparlar. Dis kaynakli olarak

alan antioksidanlar viicut i¢i antioksidan sisteme destek olur. Cizelge 1.5’te dnemli

Antioksidan enzimler, yeni bilesikleri sentezleyen sistemler, tamir sistemleri,

endojen antioksidanlar ve temel fonksiyonlar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.5. Endojen antioksidanlar (Aslan, 1995).

Antioksidanlar

Fonsiyonlari

Sitokrom oksidaz

Siiperoksit notralize eder

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksiti H,O,’e ¢evirir

Katalaz (CAT)

Peroksitleri notralize eder

Glutatyon peroksidaz (GPX)

Lipit peroksidasyon iiriinlerini
indirger

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)

Disiilfitleri indirger

o -tokoferol

Peroksidasyonu onler

[B-karoten

Peroksilleri giderir

Glutatyon (GSH)

Redoks substrat1

Urik asit Hidroksil toplar, C vitaminini korur
Sistein Organik bilesikleri indirger
Albumin Serbest radikal gidericidir

Bilirubin Zincir kirict antioksidandir
Seriiloplazmin Siiperoksiti H,O;’e ¢evirir

Transferrin

Demir iyonlarii baglar

Laktoferrin

Demir iyonlarini baglar

Ferritin

Doku demiri baglayicisidir

Askorbik asit

Vitamin E’yi rejenere eder

1.4.1.1. Enzimatik endojen antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD):Siiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit anyon
radikallerini molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite doniistiiren, molekiil agirlig: 17-85
kDa araliginda olan metalloenzimlerdir. Siiperoksit dismutaz enzimi molekiiler oksijeni
metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. Canli i¢in oksijen toksisitesini 6nleyen 6nemli

bir savunma gorevi gorerek, siiperoksitin zararli etkilerine karsi koruma saglar.
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Stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksite ve oksijene doniisiimiinii yiiksek aktiviteyle
katalizler. (Ozdemir, 2011).

Katalaz (CAT): Hiicre peroksizom organellerinde bulunan katalaz enzimi,
hidrojen peroksidin su ve molekiiller oksijene donilisiimiinii saglar. Hidrojen peroksidi

giderme etkisi nedeniyle antioksidan etkilerinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

SOD ve katalaz enzimleri hem bitkisel hem de hayvansal iiriinlerde
bulunmaktadir. Bu iki enzimin antioksidan aktivitesinin tespiti i¢in ¢ok sayida
calismalar yapilmis ve bu ¢alismalarda antioksidan etkileri, lipit peroksidasyon

tirtinlerini azalttigi ve stres azaltici etkileri gosterilmistir (Dervis, 2011).

Glutatyon Peroksidaz (GPx):Glutatyon peroksidaz (GPx), pek ¢ok hiicrede
sitozollerde bulunan bir enzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD enzimi tarafindan
olusturulan hidrojen peroksiti ve yag asidi hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir.
Kapasitesi smirlidir ve disik hidrojen peroksit konsantrasyonunda aktivite
gostermektedir. Kofaktor olarak selenyum elementi kullanilir. Hidrojen peroksit ve
organik peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi
ve baslica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek
reaksiyonlarin devamini saglar (Ercan, 2008). Eritrositlerde bu enzim oksidan strese
kars1 en etkili antioksidandir. Ayrica yapilan ¢alismalarda diyabetli hastalarda serum
glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu rapor edilmektedir (Memisogullari,
2005).

Hiicrelerde olusan hidrojenperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Altbirimleri bir Se atomu igerdiginden, hiicreleri ¢esitli hasarlara karsi

koruyan bir selenoenzim oldugu disiiniiliir (Giinaldi, 2009).

Glutatyon-S-Transferazlar (GST):Organizmaya giren ksenobiyotiklerin
biyotrasformasyonunda goérev alir. Antioksidan aktivitelerine ek olarak bilirubin, bazi
kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri doniissiiz olarak baglanarak bunlarin

hiicre i¢i transportunda da gorev almaktadir.

Glutatyon Rediiktaz (GR):Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit
ve diger lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona
dontigmektedir. Oksidasyona ugramis bu yapiyr tekrar kullanmak icin rediikte

glutatyona doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (Koksal vd., 2012).
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Mitokondrial Sitokrom Oksidaz:Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom

oksidaz siiperoksit radikalini suya ¢evirerek etki gosterir (Ercan, 2008).

1.4.1.2. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Glutatyon: Hiicre igerisinde GSH indirgen formunda bulunur. Endojen iiretilen
peroksitlere karsi onlart indirgeyerek kendisi GSSG yiikseltgenmis formuna doniisiir.
Yapilan bazi ¢alismalarda GSH diizeylerinin diyabette saglikli kisilere gore anlamli
sekilde diisiik oldugu rapor edilmistir (Memisogullari, 2005).

Transferrin:Serbest demir iyonlarini baglar ve fenton reaksiyonlarini 6nler.
Laktoferrin:Diisiik pH’l1 ortamlarda bulunan demir iyonlarini baglar.
Sistein:Siiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir.

Urik asit:Genelde metal selatorii olarak calisirken baska radikalleri de toplar.

Albiimin: Hipoklor6z radikallerini toplayarak proteinleri ve metal iyonlarini

baglar.
Bilirubin: Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir.

Melatonin: Hidroksil radikallerini temizleyen c¢ok giiclii bir antioksidandir.
Diger antioksidanlara gore ¢ok gii¢lii olmasinin nedeni, lipofilik olmasi nedeniyle hiicre
organellerine ve bir¢ok dokuya rahatga girebilerek genis bir alanda aktivite gosterir.
Hiicre g¢ekirdegine de girebilmesi nedeniyle DNA’y1 oksidatif hasarlara karsi korur.
Yiiksek dozlarda kullaniminin toksik etki yaratmadigi rapor edilmistir (Aydemir vd.,
2009).

1.4.2. Eksojen antioksidanlar

Vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak iizere siniflandirilabilir. Tlag

olarak kullanilan eksojen antioksidanlar Cizelge 1.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 1.6. Eksojen antioksidan ilaglarin kullanimi (Aydemir ve Karadag Sari, 2009)

Antioksidan Reaksiyonu
Allopurinol, oksipurinol, Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksit
pterin aldehit, tungsten iiretimini inhibe eder.

Adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum kanal
] ] 3 NADPH oksidaz inhibitoriidiirler
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuarlar

Trolox-C Vitamin E analogu olarak gorev yapar.
Ebselen, asetilsistein Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) arttirir.
Mannitol Hidroksil radikalini toplayici etki gosterirler.
Desferroksamin Serbest ferri demiri (Fe*) baglar.

Demir selatorleri Hiicre icine girerek serbest demiri

baglayarak fenton reaksiyonu ve hidroksil

radikalini engeller.

1.4.2.1. a-tokoferol (E vitamini): E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamindir ve
zincir kiric1 antioksidan etkiye sahiptir. E vitamini lipit peroksidayonunu engelleyerek
diger oksidatif reaksiyonlar esnasinda iiretilen radikallerin etkisini 6nlemektedir. Ayrica
hiicresel sinyal olarak da gorev yapar (Kog ve Ustiin, 2008).

E vitamininin kalp-damar hastaliklarin1 azaltma etkisi asagida verilen 3 yolla
olmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2005).

e E vitamini damar duvarlarinda yag plaklarmin olusum basamaklarindan ilkini
bloke ederek LDL formunu serbest radikal zararlarina karsi korumaktadir.
e Damarlarda kanin akisini azaltan diiz kas hiicrelerinin artmasin1 6nlemektedir.

e Kalp krizine neden olan kanin pihtilasma egilimini azaltmaktadir.

1.4.2.2. B-karoten:Sadece bitkilerden sentezlenir ama besin zinciri yoluyla
hayvanlara da transfer edilir. Bir provitamin A bilesigi olan p—karoten, kanser ve
ateroskleroz gibi hastaliklar1 kontrol etmede 6nemli rol alan bir antioksidandir (Diken,
2009). Diisiik oksijen basincinda peroksil radikali ile direk reaksiyona girmekte ve bu
durum yiiksek oksijen basincinda vitamin E’nin ayni etkisi ile sinerji olusturmaktadir

(Caylak, 2011).

1.4.2.3. Askorbik asit (C vitamini):Dolagim sisteminde serbest radikallere karsi
ilk savunmay1 saglar. Lipit peroksidayonunu engeller. E vitamininin rejenarasyonunu

saglayarak antioksidan etkinligini artirir. Yiiksek dozda alinan C vitaminin (2 g) yan
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etkisi bulunmadigi saptanmustir. Insan derisinde ultraviyole isinlarin olusturdugu

oksidatif strese kars1 6nleyici etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Askorbik asit kolayca okside olabilecegi igin Yyiyecekleri pisiritken ve
hazirlarken yiyecekte bulunan askorbik asitin ¢ogu kaybedilmektedir. Bu yiizden C
vitamini ihtiva eden besinlerin az pisirilmesi veya ¢ig tiiketilmesi onerilmektedir
(Miiftiioglu, 2003).

1.4.2.4. Folik asit (folat):Merkezi sinir sistemi i¢in gerekli olan bir vitamindir.

Dopamin, serotonin, noroepinefrin gibi nérotransmiter maddelerin sentezinde rol oynar.

1.4.2.5. Fenolik bilesikler: Fenolik bilesikler ¢ogu bitkilerde bulunan,
fitokimyasallarin en genis simiflarindan birini olusturan ve insanin saglikli yasaminda
esansiyel olan bilesiklerdir. Fenolik bilesikler 6nemli antioksidan aktivite gosteren
kimyasal yapilara sahiptirler. Polifenoller, aromatik yapilarinda birden fazla hidroksil
tagiyan yapilardir. Bitki polifenollerinin antioksidan karakterleri, indirgeme araci ve
hidrojen atomu verici olmalariyla saglanir. Bazi polifenoller ise metal iyonlarini
selatlama oOzelliklerine sahip antioksidanlar olarak etkilidirler. Bir polifenoliin
antioksidan olarak tarif edilebilmesi i¢in iki temel sart1 saglamasi gerekir:

e Okside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarindan,
otoksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonlar: erteleme, geciktirme
veya Oonleme 6zelliklerine sahip olmalidir.

e Siipiirme (scavenging) sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu

kirmada kararli olmalidir (Karaman, 2008).

Polifenolik bilesikler, onciill maddeleri fenol olan, giines 15181 yardimiyla
bitkilerin yaprak, dal, meyve ve ¢igeklerinde olusan organik bilesiklerdir. Suda orta
derecede organik ¢oziiciilerde ise 1yi ¢oziiniirler. Flavonoitler, bitkileri UV 1sinlarina ve
mikroorganizmalara kars1 korurlar. Bitkilerin giines 1s1gmma ragmen gelismeleri bu
pigmentlerin ¢ok fazla miktarda sentezlemesiyle miimkiin olabilmektedir. Insanlarda
flavonoitler, bagisiklik sistemini giiclendirir ve kalp krizi riskini azaltir (Jung vd., 2005;
Bursal, 2009).

Polifenolik bilesikler, lipit peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararh
etkilerini giderirler, metal iyonlar1 selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan

ozellik gosterirler (Stevenson ve Hurst, 2007).
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Cizelge 1.7. Vitamin C, Vitamin E ve -karotenin bazi hastaliklar tizerine etkisi (Velioglu, 2000)

Hastalhk Vit C Vit E p-Karoten
Kardiyovaskiiler hastaliklar + +++ +
Kanser ++ ++ +
Katarakt ++ ++ -+
Bagisiklik fonksiyonu ++ +++ ++
Artrit + + +
Alzheimer hastalig - ++ -

(-: Ilgi ¢ok az ya da hig yok, +: Kismen iliskili, ++: Iligkisi var, +++: Onemli iliskisi var)
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan bitki materyali

Calismada kullanilan bitki materyali olan Inula graveolens (L.) Desf. bitki tiirti
20.08.2014 tarihinde Bingdl ilinde bulunan Haserek Dagi’nin kuzeyinde, 1900-1950 m
yiiksekligindeki taslik alandan toplanmistir. Bitkinin tiiriiniin teshisi Flora of Turkey,
7.cilte gdre (Davis, 1978), Bingdl Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Omer KILIC tarafindan yapilmistir.

2.1.2. Kullanmilan kimyasal maddeler

Antioksidan  aktivite kapasitesi Dbelirleme i¢in  yapilan calismalarda
kullanilankimyasal maddelerden DPPH (1.1-difenil-2-pikril-hidrazil) radikali ve
neokuprin Sigma-Aldrich’ten satin alindi. FeCl,, NH,SCN, Na,HPO,4, KsFe(CN)g, TCA
(Triklor asetik asit), FeCls, etanol ve saf su Mus Alparslan Universitesi Merkezi
Laboratuvari’ndan temin edildi. Fenolik igerik analizinde kullanilan standart fenolik

bilesikler Dicle Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi.
2.1.3. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre  : Shimadzu, UV-1208
LC (Siv1 Kromatografisi)  : Shimadzu Nexera HPLC, LC-30AD
MS (Kiitle Spekrometresi) : Shimadzu LCMS 8040

Derin dondurucu : Sanyo, Japan

pH-metre : Hanna Instrument

Hassas terazi : Scaltec SBA 41

Inkiibator : Elektro-Mag (0-300°C)

Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors

Liyofilizator : Labconco

Calkalayici : Niive SL 350

Vorteks : Fisons, Whirlimixer

Evaporator : Heidolph 94200, Bioblock Scientific
Saf su cihazi : Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
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Magnetik karistirict : Stuart Scientific
UV-Spektrofotometre kiiveti : 3 cm*liikk quartz kiivet

2.2. Metot

2.2.1. Numunelerin su ekstrelerinin hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz Inula graveolens (L.) Desf. yaprak kisimlar
toplandi ve giineste kurutulduktan sonra mutfak robotu (parcalayici) cihazi ile
pargalandi. Inula graveolens (L.) Desf. su ekstresini hazirlamak igin pargalanan
numuneden 50 gram alinarak tizerine 100 ml saf su ilave edildi. Oda sicakliginda 12
saat manyetik karistirici iizerinde karistirildi. Karisgim siizge¢ kagidindan stiziilerek
stiziintiiler alind1 ve geriye kalan bitki posasi tekrar 100 ml saf su ile 12 saat manyetik
karistirict tizerinde tekrar ekstrakte edildi ve siiziildi. Siiziinti ekstreler birlestirildikten
sonra cam balonlara alind1 ve derin dondurucuya konuldu. Dondurulmus ekstreler 50
mm Hg basing altinda liyofilizatér cihazinda kuru olana kadar liyofilize edildi.
Liyofilize edilmis numuneden 20 mg alinarak 20 ml saf suda ¢6ziildii ve stok ¢ozelti

hazirlandi.

2.2.2. Numunelerin etanol ekstrelerinin hazirlanmasi

Inula graveolens (L.) Desf. etanol ekstresi hazirlanmasi igin pargalanarak
ufaltilmis 50 gr bitki numunesi tizerine 100 ml etanol ilave edildi. 12 saat boyunca oda
sicakliginda manyetik karistirict tizerinde karistirildi. Oda sicakliginda 12 saat manyetik
karistiric1 lizerinde karistirildi. Karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek siiziintiiler alindi
ve geriye kalan bitki posas1 tekrar 100 ml etanol ile 12 saat manyetik karistiric {izerinde
tekrar ekstrakte edildi ve siiziildii. Siziintii ekstreler birlestirildikten sonra cam
balonlara alindi ve rotary evaporator cihazinda etanol tamamen uzaklastirildi. Bu

numuneden 20 mg alinarak 20 ml etanolde ¢6ziildii ve stok ¢ozelti hazirlandi.

2.2.3. DPPH" (1.1-difenil 2-pikril hidrazil) giderme aktivitesi

Calisma bitkisinden elde edilen ekstrelerin serbest radikali giderme aktivitesi
DPPH’ i¢in Blois metoduna (1958) gore gergeklestirildi. Bu islem i¢in 6ncelikle serbest
radikal ¢6zeltisi hazirlandi. DPPH" serbest radikalinden 39 mg alidi ve 100 ml etanolde
coziilerek 1 MM DPPH’ serbest radikali ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti olarak
hazirlanan numunelerden deney tiiplerine sirasiyla degisik konsantrasyonlarda (10-30
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pg/ml) numuneler aktarildi ve toplam hacimleri etanol ile 3 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra her bir numuneye etanolik DPPH" ¢6zeltisinden birer ml ilave edildi. 30 dakika
oda sicakliginda karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Daha sonra spektrofotometre
cihazinda 517 nm’de absorbanslar olgiildii. Kor olarak sadece etanolden olusan
absorbans kaydedildi. Kontrol olarak 3 ml etanol ve 1 ml DPPH’ ¢ozeltisinden olusan
numune kullanildi. Absorbansta meydana gelen diistis giderilmis olan DPPH’ ¢ozeltisi

miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir.
2.2.4. FRAP metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Inula graveolens (L.) Desf. su ve etanol ekstrelerinin ferrik iyonlarim (Fe®*)
indirgeme kuvveti Oyaizu (1986) metoduna gore tayin edildi. Bu amagla daha 6nceden
hazirlanan olan stok ¢ozeltiler kullanildi. Stok ¢6zeltilerin degisik konsantrasyonlarini
iceren numunelerden alinarak deney tiiplerine aktarildi ve saf suyla hacim 1 ml’ye
tamamlandi. Her bir tiipe 2.5 ml fosfat tamponundan (0.2 M; pH 6.6) ve 2.5 ml
potasyum ferrisiyaniir (%1°lik) eklendikten sonra 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon karigimina 2.5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA)
ilave edildi. Bu ¢6zeltiden 2.5 ml alind1 ve bunun tizerine 2.5 ml saf su ve 0.5 ml FeCl;
(9%0.1°1ik) ilave edildikten sonra 700 nm’de absorbanslar 6l¢tildi (Bursal, 2009).

2.2.5. Kuprak metoduna gére indirgeme kuvveti tayini

Inula graveolens (L.) Desf. su ve etanol ekstrelerinin kuprik iyonu (Cu®")
indirgeme kapasitesi Apak ve arkadaglarinin kullandigi Kuprak metodunun (2006) hafif
bir modifikasyonuna gore yapildi. Bunu igin deney tiiplerine 0.01 M’lik 0.25 ml CuCl,
¢ozeltisi ilave edildi. Bunun iizerine 0.25 ml 7.5x10" M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi
ve 1 M’k amonyum asetat tamponu aktarildi. Cozelti karistirildiktan sonra farkli
konsantrasyonlarda (10-30 ug/ml) ekstreler ve standartlar ilave edildi. Yarim saatlik bir
inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Reaksiyon karigiminin artan

absorbansi artan kuprik iyon (Cu2+) indirgeme kapasitesini géstermektedir.
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2.2.6. LC-MS/MS ile fenolik icerik analizi
2.2.6.1. Test cozeltisi olan bitki ekstresinin hazirlanmasi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis 100 g numune oda sicaklifinda 3 defa 300
ml metanol ile 24 saat boyunca ekstrakte edildi. Coziicii rotary evaporator ile 30°C'de,
kuru metanol ekstreleri (% 15.6 verim) elde edilene kadar uzaklastirildi. Kuru filtreler
1000 mg/L'ye seyreltildi ve LC-MS/MS analizi i¢in 0.2 um mikrofiber filtre ile filtre
edildi.

2.2.6.2. Cihazlar ve LC-MS/MS i¢in kromatografik kosullar

LC-MS/MS ile fenolik bilesiklerin analizi, ikili MS cihazi1 baglanmig bir Nexera
modeli Shimadzu HPLC kullanilarak yapildi. Sivi kromatografisi LC-30AD ikili
pompa, DGU-20A3R degazor, KTO-10AS vp kolon firim1 ve SIL-30AC otomatik
ornekleyici ile donatilmistir. Kromatografik ayirma, bir C18 ters-faz analitik kolonu
Inertsil ODS-4 (150 mm x 4.6 mm, 3 um) ile gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C de
sabit tutuldu. Eliisyon gradienti mobil faz A (su, 5 mM amonyum format ve % 0.1
formik asit) ve mobil faz B (metanol, 5 mM amonyum format ve % 0.1 formik asit) ile
olusturuldu. Gradyant programi B ¢oziiciisiiniin asagidaki degerlerine gore t (dk)
uygulanmistir. B%: (0.40), (20.90), (23.99. 90), (24.40), (29. 40). Coziici akis hiz1 0.5

ml/dk olarak uygulandi ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak olarak ayarlandi.
2.2.6.3. MS cihazlandirilmasi

MS tespiti Shimadzu LCMS 8040 modeli {iglii, dort kutuplu ve hem pozitif hem
negatif iyonizasyon modlarinda ESI kaynak isletimi ile donatilmig kiitle spektrometresi
kullanilarak yapildi. LC-MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi (Shimadzu, Kyoto,
Japonya) ile elde edilerek hesaplamalar yapildi. Coklu reaksiyon takip islemi (MRM)
modu analizi 6lgmek i¢in kullanildi. Deneyde her bir bilesik analizi i¢in iki veya ii¢ kez
uygulama yapildi. Birinci kantitatif sonuglar i¢in ikinci ve liglincii analizler ise teyit i¢in
yapildi. Optimum ESI parametreleri; 350°C arayiiz sicakligi, 250°C DL sicaklig,
400°C 1s1 blogu sicakligi, 3 L/dak. nebullizer gaz akisi (azot) ve 15 L/dak. kurutucu gaz
akist (azot) olarak belirlendi (Ertas vd., 2015).
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Dogal bitkilerden elde edilen ekstrelerden veya bunlardan saflastirilan etken
maddelerin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi bilim adamlarinca son yillarda
yaygin olarak calisilmaktadir. Bu amagla radikal giderme, metal selatlama ve metal
iyonlarin1 indirgeme kapasitelerinin arastirilmasi yontemleri kullanilmaktadir (Bursal,
2009). Bu ¢alismada da DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi, FRAP metoduna gore
ferrik iyonlar1 indirgeme kapasite tayini ve Kuprak metoduna gore kuprik iyonlari
indirgeme kapasite tayini metotlart kullanildi. Bulgulardan elde edilen antioksidan

aktiviteler birer standart antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilastirildi.

3.1. DPPH’ Serbest Radikali Giderme Aktivitesi ile Ilgili Calisma Bulgular

DPPH’ radikali 517 nm’de 1s181 maximum absorblama 6zelligine sahiptir. Bu
amagla yapilan ¢alismalarda 517 nm’de azalan absorbans giderilen DPPH" radikali
miktarmi yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir. Calismada kullanilan
Inula graveolens (L.) Desf. su ve etanol ekstrelerinin de standart antioksidanlar olan
BHA, BHT ve askorbik asit gibi etkili DPPH" serbest radikali giderme aktivitesinin

oldugu Sekil 3.1°deki azalan absorbans egiminden anlasilmaktadir.

e=f==BHA BHT === Askorbik asit ==@==Etanol ekstresi ====Su ekstresi

Absorbans (517 nm)

0 T T 1

0 10 20 30
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.1. Ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkl
konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/ml) DPPH’ radikali giderme aktivitelerin karsilastirmasi

DPPH’ radikalini giderme yiizdeleri ile ilgili hesaplamalar verilen denkleme gére

yapildi. Bu denklemde simgelenen Anymune DPPH™  radikal ¢6zeltisine numune
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ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri, Akontrol iSe Sadece DPPH' radikal ¢ozeltisi
igeren kontrol degerinin absorbans degerini ifade eder. Standart olarak BHA, BHT ve
askorbik asit kullanildi.

DPPH" giderme aktivitesi (%)= [1—Mj x100
ontrol
Standart antioksidanlar ile ekstreler 30 pg/ml konsantrasyonunda sirasiyla BHA
> askorbik asit > BHT > su ekstresi > etanol ekstresi seklinde DPPH" radikali giderme
aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Serbest radikal giderme yiizdeleri ayni sirayla
%89.9 > %74.0 > %54.1 > %51.4 > %41.8 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore
hem su ekstresi hem de etanol ekstresi 6nemli miktarda %50’ye yakin oranda serbest

radikal gideren dogal antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir.
3.2. FRAP Metodu ile indirgeme Kuvveti Cahsma Bulgular

Indirgeme kuvveti antioksidan calismalarnda sik¢a kullanilan bu ydntemde,
hazirlanan test ¢Ozeltisinin agik sari rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin
indirgeme aktivitelerinden dolayr koyu tonlardaki renklere doniismektedir (Bursal,
2009). Renk koyulasmasinin etkisi ile artan absorbans miktarinin Olgiilmesi ile

antioksidan aktivite miktar1 hesaplanir.

=== BHA BHT === Askorbik asit === Etanol ekstresi === Su ekstresi

Absorbans (700 nm)

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.2. Ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli

konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/ml) FRAP metodu ile indirgeme kuvvetlerinin karsilagtirmasi

Calismada kullanilan su ve etanol ekstrelerinin indirgeme kapasitelerinin de

standart olarak kullanilan antioksidanlar gibi ekstre konsantrasyonu ile dogru orantili
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olarak arttig1 anlagilmaktadir. Fakat bu artmanin standart antioksidanlar kadar fazla ve
anlamli olmadig1 Sekil 3.2’den anlasilmaktadir. Calisma numunelerinin ferrik iyonlarini
indirgeme kapasiteleri farkli konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 20 pg/ml ve 30 pg/ml)

¢oOzeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari 6l¢iilerek belirlenmistir.

3.3. Kuprak Metodu ile indirgeme Kuvveti Cahsma Bulgular

Inula graveolens (L.) Desf. liyofilize su ekstresinin kuprik iyonlarim (Cu®")
indirgeme kapasitesi, farkli konsantrasyonlarda (10-20 pg/ml) ekstre ihtiva eden
numunelerin 450 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek hesaplandi. Inula graveolens (L.) Desf.
bitkisi ekstresinin kuprik iyonlarmi (Cu®") indirgeme kapasitesi birer standart
antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilagtirmas1 Sekil 3.3’te gosterildi.

Bulgulardan da anlagildigi gibi askorbit asite benzer indirgeme kapasitesi
sergilemistir. 30 pg/ml konsantrasyonunda kuprik iyonlarini (Cu®), kuprodz iyonlarina
(Cu™) indirgeme kapasitelerinin siralamasi BHA > BHT > askorbik asit > etanol ekstresi
> su ekstresi seklindedir.

== BHA BHT === Askorbik asit ===Etanol ekstresi" ==i=Su ekstresi"
0,8

o
)

o
)

Absorbans (450 nm)
o
S

0 10 20 30
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.3. Inula graveolens (L.) Desf. su ve etanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki (10-
30 pg/ml) kuprik iyonlarmi (Cu®"), kupréz iyonlarina (Cu®) indirgeme kuvvetinin standart
antioksidanlar ile karsilagtirilmasi
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Cizelge 3.1. Standart olarak alinan fenolik bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri

Parent

loniza-

Linearity

No Analytes RT? ion ; tion R* FS,ZdD Range L(()p%//t())eQ Re((:g)/(\)/)ery uf
(m/z) Mode (mg/L)
1 | Quinic acid 332 | 19095 | Neg | 09927 | 0.0388 | 250-10000 | 22.3/745 1033 | 48
2 | Malic acid 354 | 13305 | Neg | 09975 | 0.1214 | 250-10000 | 19.2/64.1 1014 | 53
3 | tr-Aconitic acid 413 | 17285 | Neg | 09933 | 03908 | 250-10000 | 15.6/51.9 1028 | 4.9
4 | Gallic acid 429 | 169.05 | Neg | 09901 | 04734 | 251000 | 48/15.9 1023 | 5.1
5 | Chlorogenicacid | 543 | 353 | Neg | 09932 | 0.1882 | 250-10000 | 7.3/24.3 907 |49
6 | Protocatechuicacid | 563 | 152.95 | Neg | 09991 | 05058 | 100-4000 | 25.8/85.9 1002 |51
7 | Tannic acid 6.46 | 182.95 | Neg | 09955 | 0.9075 | 100-4000 | 10.2/34.2 97.8 5.1
8 tr- caffeic acid 7.37 | 178.95 Neg 0.9942 | 1.0080 25-1000 441147 98.6 52
9 | Vanillin 877 | 15105 | Neg | 09995 | 0.4094 | 250-10000 | 10.1/33.7 992 |49
10 | p-Coumaricacid | 9.53 | 16295 | Neg | 09909 | 1.1358 | 100-4000 | 15.2/50.8 984 |51
11 | Rosmarinic acid 9.57 | 358.9 Neg 0.9992 | 0.5220 | 250-10000 | 10.4/34.8 101.7 49
12 | Rutin 011 6091 | Neg | 09971 | 08146 | 25010000 | 17.0/566 1022 | 50
13 | Hesperidin 960 | 6111 | Poz | 09973 | 01363 | 250-10000 | 21.6/719 1002 | 4.9
14 | Hyperoside 041 4631 | Neg | 09549 | 02135 | 1004000 | 1247414 985 | 49
15 | 4-OHBenzoicacid | '5' | 13695 | Neg | 09925 | 1.4013 | 251000 | 30/100 1062 | 5.2
16 | Salicylic acid Y7 ] 13695 | Neg | 09904 | 06619 | 251000 4/133 1062 | 50
17 | Myricetin U9 317 | Neg | 09991 | 28247 | 1004000 | 9.9/329 1060 | 5.9
18 | Fisetin 128 1 28495 | Neg | 09988 | 24262 | 1004000 | 107/356 96.9 55
19 | Coumarin 122'5 14695 | Poz | 09924 | 04203 | 100-4000 | 9.1/304 1044 | 49
20 | Quercetin 1‘;;4 3009 | Neg | 09995 | 43149 | 251000 | 20/68 98.9 71
21 | Naringenin 1‘(13'6 27095 | Neg | 09956 | 20200 | 251000 | 2.6/88 97.0 55
22 | Hesperetin 52| 30095 | Neg | 09961 | 10164 | 251000 | 33/110 1024 | 53
23 | Luteolin 1%4 28495 | Neg | 09992 | 3.9487 | 25-1000 | 58/19.4 1054 | 69
24 | Kaempferol 1541 28495 | Neg | 09017 | 05885 | 251000 | 20/66 99.1 5.2
25 | Apigenin 171'3 26895 | Neg | 09954 | 0.6782 | 251000 | 0.1/0.3 98.9 53
26 | Rhamnetin 1891 31495 | Neg | 09094 | 25678 | 251000 | 02/07 1008 | 61
27 | Chrysin 2%'1 253 Neg | 09965 | 1.5530 | 25-1000 | 0.05/0.17 1022 |53

®RT: Retention time
PParent ion (m/z): Molecular ions of the standard compounds (mass to charge ratio)
°R% coefficient of determination

YRSD: relative standard deviation

*LOD/LOQ (pg/L): Limit of deteection/Limit of quantification

fU (%): Percent relative uncertainty at 95% confidence level (k=2).

9 Values in pg/g (W/w) of plant methanol extract
"N.D: not detected.
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3.4. LC-MS/MS ile Fenolik icerik Analizi

Inula graveolens (L.) Desf. bitkisi etanol ekstresinin fenolik igeriginin
belirlenmesi LC-MS/MS analiz metoduna gore yapildi. Standart olarak alinan 27 farkli
fenolik bilesigin LC-MS/MS parametreleri ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.4. UHPLC-ESI-MS/MS ile standart fenolik bilesiklerin kalibrasyon kromatogramlari
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Sekil 3.5. UHPLC-ESI-MS/MS ile Inula graveolens (L.) Desf. ekstresinin kromatogramlari

31



Inula graveolens (L.) Desf. bitkisine ait etanol ekstrelerin fenolik igeriklerinin
analizi i¢in kullanilan bilesiklere ait kromatogramlar Sekil 3.4’te verilmektedir. Ayni
yontem kullanilarak numunemizden hazirlanan ekstre cihaza verilmis ve Sekil 3.5 deki

kromatogramlar elde edilmistir.

UHPLC-ESI-MS/MS ile yapilan caligmanin kantitatif olarak verileri de

kullanilan standartlardan faydalanarak hesaplanmis ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Inula graveolens (L.) Desf. bitkisi fenolik bilesiklerinin kantitatif sonugclari

Konsantrasyon (ppb)

No: Bilesik Miktari (ppb)
1 Chlorogenic acid (klorojenik asit) 2167+106
2 Quinic acid (Kuinik asit) 845141
3 Hyperoside (Hiperosit) 146+7
4 Protocatechuic acid (Protokatasik asit) 141+7
5 Quercetin (Kuersetin) 11848
6 4-OH-benzoic acid (4-OH-benzoik asit) 63+3
7 Hesperetin (Hesperidin) 58+3
8 Salicylic acid (Salisilik asit) 56+3
9 p-Coumaric acid (p-kumarik asit) 51+3

10 tr-caffeic acid (kafeik asit) 45+2

Cizelge 3.2°den anlasildig1 gibi Inula graveolens (L.) Desf. bitkisinin yapisinda
standart olarak kullandigimiz 27 fenolik bilesik igerisinde en fazla klorojenik asit
(chlorogenic acid), kuinik asit (quinic acid), hiperosit (hyperoside) ve protokatesik

asit (protocatechuic acid) fenolik bilesikleri tespit edilmistir.
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Bu fenolik bilesiklerden klorojenik asit, kuinik asit, hiperosit ve protokatesik asit

kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
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4.TARTISMA VE SONUC

Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, onlarin biyofonksiyonlariyla yakindan
ilgilidir. Kronik hastaliklarin, DNA hasarlarinin, mutasyonlarin, karsinogenezin
azaltilmasi, patojenik bakteriyel gelisiminin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde serbest

radikal gelisiminin sonlandirilmasiyla yakindan ilgili oldugu bilinmektedir.

Bu calismanin temel amaci ¢alisma bitkisinin farmasotik degerinin 6n plana
cikarilmasi, antioksidan aktivitesinin belirlenerek terapik potansiyelinin tespit edilerek

dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilirliginin arastirilmas1 amaglanmaktadir.

Son zamanlarda antioksidan aktivite gosteren bitkilerin gida ve beslenme
alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda oldukca fazla sayida c¢alismalar yapildi. Bu
calismalar halen yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin birer
antioksidan olan karotenoit, flavonoit ve fenolik bilesik icerigi bakimdan zengin

olmalari ve bu bilesiklerin herhangi bir yan etkiye sahip olmamalaridir.

Siklikla kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin bazi yan
etkilerinin bulunmasindan sonra arastirmalar tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar

tizerine yogunlasmistir (Giilgin vd., 2011).

Antioksidan aktivite calismalari, dogal bitkilerin veya onlardan saflastirilan
etken maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi ¢alismalarinin 6nemli
bir kismini1 olusturmaktadir. Antioksidan aktivite belirleme metotlari, toplam indirgeme
kapasitesinin arastirtlmasi, metal selatlama aktivitesi, serbest veya iyonik radikallerin

giderilmesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin, 2007).

Antioksidan kapasite tayinlerinde dogru yontemi se¢mek c¢ok Onemlidir.
Antioksidanin hidrofilik veya lipofilik olmasi segecegimiz yontemin belirlenmesinde
onemli bir kriterdir. DPPH yalnizca organik ortamda c¢oziilebilir (6zellikle alkol
ortaminda), sulu ortamda c¢o6ziinmez. Bu hidrofilik antioksidanlarin roliiniin

yorumlanmasinda 6nemli bir sinirlamadir.

Yiyeceklerin antioksidan kapasitelerinin ve antioksidan bilesenlerinin bilinmesi
tip ve beslenme uzmanlarinin oldugu kadar saglik ve besin alanindaki arastirmacilarinda
ilgi alamdir. Besinlerin bilesenlerinin kompleksligi nedeniyle her bir antioksidan

bilesigin izole edilmesi ve tek basina tayin edilmesi hem pahali hem de verimsizdir. Bir
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karisimdaki antioksidan bilesiklerin muhtemel sinerjik iliskileri de dikkate alindiginda

total antioksidan kapasiteyi 6l¢en yontemler 6nem kazanmaktadir.

Serbest radikallerin insan sagligina olan zararli etkilerini 6nlemek i¢in tip, gida
ve eczacilik sektorlerinde antioksidan maddelerin  kullanilma diizeyleri gittikge
yayginlasmaktadir. Antioksidan maddelerin serbest radikalleri giderme aktiviteleri cok
yiiksektir. Cesitli endojen ve eksojen nedenlerle serbest radikaller meydana gelmekte ve
Ozellikle gida sanayinde lriinlerde lipit peroksidasyonuna neden olarak {iriiniin saglk

kalitesini diisiirmektedir.

Son yillarda serbest radikallerin giderilmesini 6lgmek ve yeni dogal antioksidan
kaynaklar kesfetmek icin bir¢ok antioksidan yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden
en sik kullanilanlar; tiyosiyanat yontemi, metal iyonlari indirgeme kapasitesi (FRAP ve
Cuprac), DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS™ katyon radikali giderme
aktivitesi, DMPD™" giderme aktivitesi, PMS-NADH-NBT sistemi, siiperoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi gibi metotlar1 kullanilmaktadir. Bu antioksidan metotlar
uygulama kolayligi, hassasliklar1 ve analizlerin kisa siirede uygulanabilirligi gibi

avantajlardan dolay1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bursal, 2009).

Antioksidan aktivite tayin metotlari, bitkilerin ve bitkilerden saflagtirilan etken
maddelerin  biyolojik aktivitelerinin aydinlatilmast bakimindan yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bursal ve Koksal, 2011). Bu ¢alismamizda da antioksidan aktivite
metotlardan DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, FRAP metoduna gore ferrik
iyonlarmi (Fe**) indirgeme kapasitesi ve Kuprak metoduna gore kuprik iyonlarini

(Cu?") indirgeme kapasitesi diizeyleri belirlenmistir.

DPPH metoduna gore; kullanilan serbest radikal DPPH" (1.1-difenil 2-pikril
hidrazil) 517 nm’de absorbans veren organik yapili bir maddedir. Bu serbest radikal
antioksidan maddeler ile kimyasal tepkimeye girerek, radikal olmayan DPPH-H
molekiiliine doniismektedir. DPPH serbest radikalleri ortamda azaldigi i¢in absorbans
miktarinda azalmalar olusmakta ve bu olaydan faydalanarak antioksidan aktivite

hesaplanabilmektedir.

Calisma sonuglarimiza gore ekstreler ile standart antioksidanlar 30 pg/ml
konsantrasyonunda sirasityla BHA > askorbik asit > BHT > su ekstresi > etanol ekstresi
seklinde DPPH" serbest radikallerini giderdigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore su

ekstresi (%51.4) ve etanol ekstresi (%41.8) onemli miktarda serbest radikal gideren
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dogal antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. Daha 6nce yapilan farkl
DDPH serbest radikali giderme aktivitesi ¢alismalarindaki Teucrium chamaedrys L. ve
Achillea biebersteini Afan. (Kanbur, 2012) gibi kaynaklarina gére ¢alisma bitki
materyalimiz olan Inula graveolens (L.) Desf. benzer aktiviteler sergilemis oldugu

tespit edilmistir.

FRAP metoduna gore indirgenme kapasitesi tayini, antioksidan maddelerin
elektron transferi yaparak indirgeyici Ozellikler gostermesi esasina dayanmaktadir.
Indirgeyici antioksidanlar, oksidan maddeleri indirgerler ve bunlarn zararl etkilerini
azaltirlar. Calismada kullanilan Inula graveolens (L.) Desf. su ve etanol ekstrelerinin
Fe** iyonlarmi indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar olan BHA, BHT ve

askorbik asit kadar belirgin ve anlamli olmasa da orta derecede oldugu anlagilmaktadir.

CUPRAC metoduna gore indirgenme kapasitesi tayini de gergeklestirilmis olup,
Inula graveolens (L.) Desf. yapraklarindan elde edilen su ve etanol ekstrelerinin kuprik
iyonlarmi (Cu®") indirgeme kapasitesi standart antioksidanlar gibi artan konsantrasyonu
ile arttig1 tespit edilmistir. Etanol ekstrelerinin indirgeme giicli standart antioksidan
bilesiklerden az olmakla birlikte, askorbik asite yakin oldugu ve dolayisiyla antioksidan

Ozelliginin yliksek diizeyde oldugu belirlenmistir.

LCMS-MS analiz sonuglarina gore fenolik icerik analizi yapilmistir. En fazla
klorojenik asit (chlorogenic acid), kuinik asit (quinic acid), hiperosit (hyperoside) ve
protokatesik asit (protocatechuic acid) bilesikleri tespit edilmistir. Bu bilesiklerin
kimyasal yapilar1 polifenolik yapidadir. Bu kimyasal yapilarinda bulunan aromatik
halkalardaki fenol gruplarindan dolay: elektron vererek radikalleri gidermesinden dolay1

antioksidan o6zellikler gostermistir.

Calismada incelenen bitki yerel olarak tedavi amagli kullanilmakla beraber,
tizerinde yeterince klinik ¢alismalar yapilmamis olmasi bu bitkinin kimyasal 6zelliginin
ve biyolojik etkilerinin tam bilinmemesi nedeniyle arastirmaya agik bir alan oldugu
diistiniilmektedir. Literatiirde yapilan arastirmalarda c¢alisma materyali olan Inula
graveolens (L.) Desf. bitkisi ile ilgili daha once yapilan fenolik icerik analizi ve
antioksidan aktivite tayini c¢alismalarina rastlaniimamistir. Bu nedenle sonuglar

literatiire katk1 saglayacaktir.
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