T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

CAY ATIKLARININ BAZI ANTIOKSIiDAN ENZIMLER UZERINE
OLAN ETKIiSININ ERITROSITLERDE INCELENMESI

MERVE HUNER

TEZ DANISMANI
DOC. DR. HUSEYIN AVNI UYDU

YUKSEK LiSANS TEZi
TIBBIi BIYOKIMYA ANABILIM DALI
RIZE-2015



T.C.

RECEP TAYYIP ERDOGAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI
ENSTITUSU

CAY ATIKLARININ BAZI ANTiOKSIiDAN ENZIMLER UZERINE OLAN
ETKIiSININ ERITROSITLERDE INCELENMESI

Dog. Dr. Hiiseyin Avni UYDU danismanliginda, Merve HUNER tarafindan hazirlanan
bu calisma, Enstitii Yonetim Kurulu karariyla olusturulan jiiri tarafindan 11 /12 /2015
tarihinde Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul

edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvam Adi Soyadi Imzas1
Baskan : Dog. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Uye : Prof. Dr. Hasan EFE

Uye : Yrd. Dog. Dr. Ozlem SARAL O (]

Do¢. Dr nan YILMAZ

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



ONSOZ

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu c¢alisma ile akademik hayatima attigim
ilk adim1 tamamlarken, zaman zaman zorlandigim bazen oldukc¢a keyif aldigim ve her
zaman hayata ve bilime dair bilgi edindigim iki yilin sonuna geldim. Bu yolda
bendenilgi ve destegini esirgemeyen, tecriibelerinden istifade ettigim, hem akademik
kimligi hem de hayat goriisii ve durusunu her daim kendime 6rnek aldigim ¢ok kiymetli
danisman hocam Do¢. Dr. Hiiseyin Avni UYDU’ya emeklerinden dolayr tesekkiir

ederim.

Tez calismamin deney asamasi ve literatiir taramasi sirasinda bana biiyiik
katkida bulunan saym Uzman Adem DEMIR’e, ¢alismalarim boyunca bana her tiirlii
destegi saglayan, bilgi ve tecriibesini esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Hasan
Efe, Do¢. Dr. Adnan YILMAZ, Do¢. Dr. Aynur KIRBAS ve Dog¢. Dr. Medine
CUMHUR CURE’ye, yiiksek lisans egitimim boyunca yamimda olan, biran olsun
bilgisini ve destegini esirgemeyen, minettar oldugum ve ¢ok sevdigim ablam ve hocam
Mehtap ATAK’a, tez ¢alismamda c¢ok biiyiilk emegi olan, c¢alisma ortamini
paylasmaktan keyif aldigim arkadasim Esra PINARBAS’a, laboratuvar deneyimi
kazanmamda bana yardimci olan, giiler yiizii ve yardimimni hi¢ esirgemeyen sevgili
hocam Sibel KARAKAS’a, tez yazimi esnasindaki yardimlari i¢in sevgili hocalarim
Erva ESMER, Nebahat EJDER ve Kaan KARAOGLU’na ve yine donem arkadagim
Hilal Ebru HOTAMAN’a, calismalarim sirasinda manevi destegiyle yanimda olan ev

arkadaslarim Sadiye ASLANYUREK ve Raziye LALE’ye tesekkiir ederim.

Son olarak her zaman sevgi ve destekleriyle bana gili¢ veren sevgili annem

Nazengiil HUNER ve babam Unal HUNER ’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Merve HUNER



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan Cay Atiklarinin Bazi Antioksidan Enzimler Uzerine Olan
Etkisinin Eritrositlerde Incelenmesi baslikli bu tezin, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel
Arastirma ve Yaymn Etigi Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi ve
aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim.
11/12/15

)

Metve HUNER

Uyari: Bu tezde kullanilan ozgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan icerigin kaynak
olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

CAY ATIKLARININ BAZI ANTIOKSIDAN ENZIMLER UZERINE OLAN ETKIiSININ
ERITROSITLERDE INCELENMESI

Merve HUNER

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Dog¢. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Bu ¢aligmada, Rize’ de iiretilen yesil ve siyah ¢ay ile ¢aylarin islenmesi sirasinda agiga
¢ikan ¢ay atiklar1 kullanildi. Mevcut ¢alismada, ¢ay ve atiklarinin fenolik bilesenlerine bakmak
ve eritrosit hiicre modelinde antioksidan enzim aktivitesi Olgiilerek ¢ay orneklerinin enzimatik
aktivite iizerine etkilerini arastirmak amaclandi. Cay ve atiklarin toplam polifenol igerigi Folin-
Ciocalteau reaktifi ile gr kuru agirlik basina diisen mg katesin esdeger olarak, DPPH radikal
temizleme aktivitesi ise Cuendet metodu ile esdeger katesin standardiyla karsilastirmali olarak
belirlendi. Eritrositlerdeki oksidatif stres (lipit peroksidasyonu) iizerine olan etkisi MDA Stock
metoduna gore, toplam tiyol diizeyleri ise Sedlack metoduna gore belirlendi. Eritrositlerde
antioksidan enzimler, SOD, CAT, GR, GSH-Px aktiviteleri sirasiyla Fitzgerald, Aebi,
Bergmeyer ve Beutler’in calismalarindan yararlanilarak belirlendi. En yiiksek fenolik iceren
oziit, yesil ¢ayda en diisiigi ise siyah ¢ay lif atiginda bulundu. Buna bagh olarak en yiiksek
radikal temizleme etkisi en diisik MDA degeri en yiiksek hiicre i¢i toplam tiyol diizeyi yesil
cayda tespit edildi. SOD, CAT, GR ve GSH-Px aktiviteleri yesil ¢ay Oziitliniin bulundugu
ortamda saptandi. Sonug olarak ¢ay ve atiklarinin antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve yesil
cay ile onun yaprak atigimin siyah caydan daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu
belirlendi. Boyle bir biyolojik degere sahip ¢ay atiklarinin basta kozmetik alanda olmak iizere
birgok koruyucu saglik {riinlerinde degerlendirilebilecegi ve bdylelikle kullanim alani

bulunmayan yan triinlerin ekonomik bir deger haline gelebilecegi dngoriilmektedir.

2015,91 sayfa
Anahtar Kelimeler: Cay atiklari, Antioksidan Enzimler, DPPH, MDA, Toplam Tiyol

Seviyeleri.



ABSTRACT

INVESTIGATION of EFFECT of TEA WASTES OVER SOME ANTIOXIDANT
ENZYMES on ERYTHROCYTES

Merve HUNER

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Health Sciences
Deperment of Medical Biochemistry

Master’s Thesis

Supervisor: Do¢. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

In this study, tea and its wastes come from green and black tea production process were used.
The main target of this study is to determinate the phenolic content and the radical scavenging
activities of tea and its wastes, and measurement of their effects on antioxidant enzyme
activities in erythrocyte cell model. Total polyphenol contents of tea and its wastes were
determined as mg catechine per dry mass by using Folin-Ciocalteau reactive and DPPH radical
scavenging activity was estimated by Cuendet method as equivalent catechine standard. As
measured of oxidative stress in erythrocyte, MDA and total thiol levels were measured by Stock
and Sedlak methods, respectively. The activities of antioxidant enzymes in erythrocyte were
determined byusing SOD, CAT, GR and GSH-Px activities (with Fitzgerald, Aebi, Bergmeyer
and Beutler’ studies, respectively). The extracts with the highest and lowest phenolic contents
were determined green tea and black fiber waste. Therefore, the highest radical scavenging
activity and total thiol level, and the lowest MDA concentration were detected in green tea.
Also, all enzyme activities in erythrocyte were higher in sample with green tea tocompared to
other tea extracts. As a result, it was decided that tea and its wastes have antioxidant activity,
and green tea and its leaf wastes have higher antioxidant activity than black tea. We think that
the tea wastes such having a biological effect might be evaluated as many of protective health
products particularly in cosmetic fields, thus, these by-products, no application for any area is

expected to become an economical value.

2015, 91 page
Keywords: Tea wastes, Antioxidant enzymes, DPPH, MDA, Total Thiol Levels.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Cay, Camellia sinensis olarak bilinen bitkinin yapraklarindan elde edilen ve
diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen ikinci igecektir (Henning vd., 2004; Chen vd.,
2009). Cay, yapragin1 dokmeyen her zaman yesil olan bir bitkidir ve her yil yaklasik
olarak 2,5 milyon ton kuru gay iiretilmektedir (Cekil, 2006). Cay, yesil, siyah ve oolong
cay olarak {i¢ ana kategoriye ayrilir ve her biri farkli yontemlerle tiretilmektedir (Cekil,
2006; Zhu vd., 2002). Yesil ¢ay fermente edilmemis, siyah ¢ay tam fermente edilmis ve
oolong ¢ay ise, yar1 fermente edilmis sekildedir (Henning vd., 2004; Balentine vd.,
1997). Diinyada iiretilen ve tiiketilen ¢aym % 78’sini siyah ¢ay, % 20’sini yesil ¢ay ve
% 2’sini ise oolong c¢ay olusturur.

Eski c¢aglardan beri yiizyillardir ¢ay bitkisinin tibbi 6zellikleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chen vd., 2009). Cay, iiziim, elma ve nar gibi tabiatta bulunan birgok
bitki, serbest radikal toplayict 6zelligine sahip antioksidan bilesikler bulundururlar.
Birgok in vitro ¢alisma ¢ayda bulunan flavonoidlerin gii¢lii antioksidan ve metal-selat
ozelliklere sahip oldugunu, bu sayede de farkli hiicre ve dokular1 serbest oksijen
radikallerine karst korudugunu gostermistir. Farkli bitkiler farkli oran ve gesitlerde
flavonoid ihtiva eder. Buna gore o bitkinin bahsedilen etkisi de degiskenlik arz eder
(Santosh vd., 2001).

Yapilan bircok epidomiyolojik ¢alismalarla da diyetle alinan flavonoidlerin
koroner kalp hastalifi ve kansere bagli oliim risklerini azaltabilecegi goriisii
desteklenmektedir (Wang vd., 2000). Calismalarin biiyiik bir kismi; DNA, lipitler ve
proteinlerdeki oksidatif hasarin kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve norodejeneratif
hastaliklarin gelisimine sebep olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Rietveld ve
Wiseman, 2003).

Normalde viicutta oksidan-antioksidan dengesi mevcuttur (Akkus, 1995).
Endojen antioksidan savunma sistemi, insan viicudunda olusan reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerine tamamen kars1 koymak i¢in her zaman yeterli degildir ve antioksidan
savunmanin yetersiz oldugu durumlarda serbest radikallerin zararli etkileri ortaya

¢ikmaktadir (Rietveld ve Wiseman, 2003; Vendemiale vd., 1999). Bu zararh etkileri



azaltmak i¢in disaridan alinan sentetik yapidaki antioksidanlarin yan etkilerinin
goriilmeye baglanmasiyla; besin kimyasi ve koruyucu tibbin, bitkisel kaynakli ve insan
organizmasi i¢in genellikle zararsiz olup, yan etkileri bulunmayan dogal antioksidanlara
kars1 ilgi artmistir. Artan bu ilgi, tiim diinyada bitkisel tedavinin desteklenmesine de
zemin olusturmustur (Rice-Evans, 1997). Dogal antioksidanlar; flavonoidler basta
olmak {izere sinamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi
bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan fenolik maddelerdir (Bilaloglu ve Harmandar,
1999; Harborne, 1994). Cayin yapisinda bulundurdugu flavonoidlerden dolay: giiglii bir
antioksidan  6zellige sahip oldugu disiiniilmektedir. Ana  flavonoidlerden
epigallokatesin-3-gallatin (EGCG), epikatesin (EC), epikatesingallat (ECG) ve
epigallokatesin (EGC) yesil cayda ve az miktarda da siyah cayda bulundugu
bilinmektedir. EGCG en bol ve en yaygin bulunan ¢ay polifenoliidiir (Chen vd., 2009).

Yapilan degisik denemelerde, tiiketilen yesil ve siyah ¢ayin plazma diizeyindeki
antioksidan kapasite degerleri birbirinden farkli bulunmustur.

Yapilan literatiir taramalart ve degerlendirmeleri sonucunda, ¢ayin iyi bir
antioksidan oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda ¢ay iiretimi esnasinda meydana gelen
cay atiklarinin da kayda deger birantioksidan potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir
(Demir, 2011; Kelesoglu, 2012). Fakat cay ve atiklarinin antioksidan enzimler {izerine
olan etkilerinin karsilastirilmas: ile ilgili herhangi bir calisma yapilmadig fark
edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak ¢ay atiklarinin antioksidan enzim aktivitesinin hiicre
modelinde tespit edilmesinin ¢ay atiklarinin daha verimli bir sekilde degerlendirilmesini

saglayacag disiiniilmektedir.

1.2. Serbest Radikaller ve Oksidadif Stres

Serbest radikaller, iizerinde bir veya daha fazla ortaklasmamis elektron bulunan,
serbest hareket edebilen, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisik atom ya da
molekiillerdir. Serbest radikaller katyonik, anyonik ya da noétral karakteristikli
olabilirler. NO (nitrik oksit), Nitrik dioksit (NO,) gibi bilesiklerde dis orbitalde tek
elektron bulundugundan bu bilesikler de radikal yapisindadirlar (Seitz vd., 2002).

Biyolojik sistemlerde, aerobik metabolizmanin normal iriinii olarak serbest

radikaller ve diger gii¢lii oksidanlar agiga c¢ikar. Bu reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve



bunlarin meydana getirecegi hasar1 Onlemek i¢in antioksidan savunma sistemleri
devreye girmektedir (Mc Cord, 1993). Sekil 1’de molekiiler oksijenden reaktiflerin

olusumu ve antioksidan enzimlerin bunlara etkileri gosterilmistir.

v v
| Katalaz |

o,;',. o,_"'..Hzol_‘___.. ‘OH J;_+H:D
Oksijen Siperoksit  Hidrojen peroksit  Hidroksil radikali Su
I Superoksit dismutaz Glutatyon peroksidaz T
=7 1
2GSH GSSG
(Rediikte glutatyon) (Okside glutatyon)
t |
‘/Gﬂt'atwm Rm
LLENADPT NADPH+H +...

Sekil 1. Molekiiler oksijenden reaktiflerin olusumu ve antioksidan enzimlerin bunlara

etkileri.

Viicudumuzda oksidan ve antioksidan sistemler dengededir ve bu dengenin
oksidan sistem lehine bozulmasina “oksidatif stres” denilmektedir.

Normal kosullarda hiicreler tarafindan tiiketilen molekiiler oksijenin % 95-98’1
dort elektron ilavesi ile suya, geri kalan % 2-5’i ise giinlilk homeostatik oksidan stres
esnasinda reaktif serbest radikallere doniisiir (Gate vd., 1999). Tablo 1’de biyolojik

sistemlerde en ¢ok ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinden gdsterilmistir.



Tablo 1. Radikal ve radikal olmayan oksijen tiirevleri.

Radikal oksijen tiirevleri

Radikal olmayan oksijen tiirevleri

Adi Sembolii
Stiperoksit 0,”
Hidroksil ‘OH
Nitrik oksit NO
Peroksil ROO
Alkoksil RO

Sembolii
Hidrojen peroksit H,0,
Lipid peroksit ROOH
Hipoklorik asit HOCI
Ozon O3
Aldehit HCOR

Fizyolojik metabolizma ve patolojik degisiklikler, serbest radikal olusumuna etki

etmektedir. Tablo 2’de serbest radikal kaynaklar1 verilmistir (Sinatra ve De Marco,

1995).

Tablo 2. Serbest radikal kaynaklari.

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Elektron tranport ziciri (sit P4sq Ve sit bs)
Endoplazmik retikulum
Kloroplast

Mikrozom

Mitokondri

Niikleer membran

Fagositik hiicreler

Endotel hiicreleri

Eozinofiller

Monosit ve makrofaj hiicreleri
Notrofiller

Oksidan enzimler ve proteinler
Aldehit oksidaz

Amino asit oksidaz
Dihidroorotat dehidrogenaz
Flavoprotein dehidrogenaz
Galaktoz oksidaz

Hemoglobin

Flavoproteinler

Redoks dongiisii bilesenleri
Paraquat

Diquat

Alloksan

Doksorubisin

ilac oksidasyonlar
Parasetamol
CCl, (Karbon tetrakloriir)

Cevresel ajanlar
Azot dioksit (NO;)
Hiperoksi
Pestisitler

Sigara dumani
Anestezikler

Aromatik hidrokarbonlar



Indolamin dioksidaz Iyonize radyasyon
Ksantin oksidaz

Lipooksijenaz

Monoamin oksidaz Giines 15181
NADPH oksidaz
Prostaglandin sentetaz Is1 soku

Triptofan dioksigenaz

Urat oksidaz Glutatyon oksitleyici bilesikler

1.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri hidroksil radikali, peroksi radikali, singlet oksijen
radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit olup bu radikaller oksijenli solunum
metabolizmast esnasinda olusurlar. Ayrica enzimatik reaksiyonlarda reaktif oksijen
tirleri (ROT) olusumuna neden olmaktadir. Sekil 2’de serbest oksijen radikallerinin

olusumu gosterilmistir (Altinisik, 2000).

! Ariinin
¥
O3 o)
Slperolosit
dismmutars
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OH OH+ MO
LoD - L. - LH

Sekil 2. Serbest radikallerin olusumu.



1.2.1.1. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (*O,), molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup
biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari sirasinda olugmaktadir. Oksijenin
enerjitik olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. ihtiva ettigi yiiksek
enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene donebilir veya
kovalent tepkimelere girer. Singlet oksijenin yarilanma omrii 10° ile 10° saniye
arasinda olup karbon-karbon c¢ift baglar ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir
(Altmisik, 2000).

1.2.1.2. Siiperoksit Radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle siiperoksit radikali (O;”)
meydana gelir. Tiim aerobik hiicrelerde olduk¢a sik olusur fakat daha ¢ok elektron
transfer sisteminde meydana gelir. Elektron transfer sisteminin diginda da pek g¢ok
enzimatik ve non-enzimatik yollarla meydana gelebilir (Mc Cord ve Mobile, 1983;
Fridovich, 1975).

Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplari, Fe-S
gruplar ile ve prostatik grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) iceren gruplarla

etkilesim gosterir.

O,+e — 0,
Fe+2 + 0, — FC+3 + 02:

Cu+0,— Cu?+0,



1.2.1.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron
almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii,
iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirir (Akkus,
1995).

0, +e +2H" = H,0,
0, +2e +2H' - H,0,

Biyolojik sistemlerde siiperoksit radikalinin enzimatik ya da non enzimatik
dismutasyonu sonucu veya elektron transfer sisteminde (ETS) oksijen molekiiliiniin
eksik indirgenmesi sonucu meydana gelebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Niki, 1987).

20, +2H" — H,0,+ O,

1.2.1.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
birgok molekiil ile reaksiyona girer. Hidroksil radikali, iyonlastirici radyasyonun (x-
1sinlar1) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi
hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile

de olusabilmektedir (Basaga, 1990).

H-O-H—> H + OH"

Hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur.
“Haber-Weiss” ad1 verilen bu reaksiyon bakir ve demir iyonlar: tarafindan katalizlenir
(Akkus, 1995).

H,0,+ O, +H'— OH + H,0 + O,



Cesitli metal tuzlarinin hidrojen peroksit ile etkilesmesiyle hidroksil radikali
olusur, cogu zaman bu metal iyonu demirdir. Bu reaksiyonu bakir da verebilir. Fe*?
tuzlarmin hidrojen peroksit ile etkileserek hidroksil radikalini olusturmasi “Fenton

Reaksiyonu” olarak adlandirilir (Akkus, 1995).

Fe+ 0, - Fe?+0,

Fe™” + Hy0, — Fe™ + OH™+ OH’

Bazen de H,O, ile Fe™nin etkilesimi hidroksil radikalinin olusumu ile
sonuglanmaylp FeO* (ferro demir) molekiiline déniisiim ile sonuclanabilmektedir.

Buna “Alternatif Reaksiyon” ad1 verilir.

H,0, + Fe'? — FeO™” + H,0
Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak yeni radikallerin olusumuna sebep olur.
R-SH + OH™ — RS"+ H,
—CH;—+ OH™ — —CH™ + H,0

1.2.1.5. Perhidroksil Radikali

Perhidroksil radikali (HO;"), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla meydana
gelir (Aikens ve Dix, 1991).
0, +H" —HO,

1.2.2. Nitrik Oksit Radikali

Nitrik Oksit(NO), hiicrenin patofizyolojisinde dnemli rol oynayan gaz halinde ve
¢oziinebilir bir serbest radikaldir. Ileri derecede lipofilik olmasindan dolay
lipitperoksidasyonu baslaticisidir. Endotel tiirevi gevsetici faktorle esdegerdir ve damar

diizkas hiicrelerinin gevsemesi i¢in temel sinyal olusturur (Bicker, 2007).

1.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi

fonksiyonel bilesiklerine etki ederler. Bu biyomolekiiller iginde ise en hassas olan
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lipitlerdir. Serbest radikaller, membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 ile kolaylikla reaksiyona girerek c¢esitli peroksidasyon iirlinleri meydana
getirirken, membranlarin yapisini, permeabilitesini ve fonksiyonunu bozarlar,
membranlardaki enzimleri ise inaktif hale getirirler.

Serbest radikallerin proteinler {lizerine etkileri, amino asit bilesimine baghdir.
Yapilarinda sistein, metiyonin, histidin, triptofan, tirozin gibi amino asitleri fazlaca
bulunduran proteinler radikallerin oksitleyici etkisine daha fazla duyarhidir. Oksijen
radikalleri, peptit baglarinin hidrolizi, disiilfid bag: tesekkiilii ve capraz baglanmalara
yol agabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1985; Knight, 1999).

Hidroksil radikali 6zellikle DNA’da deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
bazlarin modifikasyonuna ve zincir kisalmasimna yol agar. Ayrica DNA polimerazi
inhibe eder, bu yiizden hiicre 6liimiine kadar giden stirecleri baslatir, hiicre yaglanmasini
hizlandirir ve karsinogenezise yol agabilir (Akkus, 1995; Farber vd., 1990).

Serbest radikallerin  karbohidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay1 antimitotik
etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Kargin ve
Fidanci, 2001). Sekil 3’te reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusan hiicre hasari

mekanizmasi ve Tablo 3’te hiicrelerdeki serbest radikal hedefleri gosterilmistir.



NADPH NADP*
GSH PSH
PSSG4¢—— GSSG GSH

Agir fagosit aktivasyonu
Artmig pO;
Redoks dongiisii ilaglan

H,0 ¢

H:0;

+ 0, — & Direkt zarar verebilir

Otooksidasyonlar /

(tiyoller, adrenalin)
Direkt hasar

Fe™?

/
N

(DNA, Lipidler, Proteinler Karbohitratlar ) Fe™
\ ‘OH +0;
H,0
L Mitokondri i¢ membraninda Peroksiadikalleri H, GSH
0; \l haslar l azalmas:
LOO Mitokondrial membran Peroksitler Hasar daha artar
V‘ LH  potansiyelinde bozulma ( Diizensiz Ca™
LOO'H/ l Fe Daglimi)
. 3 '
Lipid peroksidasyonu Peroksi radikalleri
Alkoksil radikalleri
¢ Sitotoksik aldehitler
Hiicre Olimii Hiicre Oliimii Hidrokarbon gazlan

Coziinmeyen floresan kompleksierine

polimerizasyon

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusan hiicre hasar1 mekanizmasi.
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Tablo 3. Hiicrelerdeki serbest radikal hedefleri.

Kiiciik Molekiiller Biiyiik Molekiiller
Hedef Sonug¢ Hedef Sonug
Doymamis ve tiyol Protein denatiirasyonu Lipitler Hiicre membran
igeren aminoasitler ve ¢apraz baglarin yapisindaki
olusumu, enzim degisiklikler
inhibisyonu
Niikleik asitler Hiicre siklus degisimi Proteinler Peptit zincirinde

kopma, denatiirasyon
Kofaktorler Nikotinamit ve flavin DNA Zincir kopmasi,
iceren kofaktorlerde ve mutasyonlar

aktivitelerinde azalma

Norotransmitterler Serotonin ve epinefrin Hyaluronik asit Sinoviyal sivi
gibi norotransmitlerde vizkozitesinde
ve aktivitelerinde degisiklik
azalma

Antioksidanlar E vitamini ve beta

karoten miktarinda

azalma

1.3. Lipit Oksidasyonu Hakkinda Genel Bilgi

Lipit oksidasyonu, zar fosfolipitlerindeki coklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve bdylece zar lipit yapisini degistirerek hiicre yapi ve

fonksiyonlarini bozan bir olaydir (Halifeoglu vd., 2000).

Lipit oksidasyonu, serbest radikallerin membrandaki doymamis yag asitlerini
etkilemesi ile baglar (Canoru¢ vd., 2001). Lipit oksidasyonu, bir zincir tepkimesi
seklinde baslayip, daha ileri oksidasyonu baslatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz bir
kaynak olusturur. Kendi kendini devam ettiren bu zincir reaksiyonlarin hiicre

membranina hasari geri doniisiimsiizdiir (Murray vd., 1996).

Coklu doymamis yag asitleri oksidasyona kolaylikla maruz kalabilen yapilardir.
Lipit oksidasyonu tepkimeleri serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asidi zincirinin
a-metilen gruplarindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile baglamaktadir ve lipit peroksil

radikalinin olugmasiyla devam eder. Lipit peroksil radikali, membran yapisinda bulunan
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diger ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasma yol acarken, kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipit
hidroperoksite doniismiis olur. Hidroperoksitler oldukga stabil molekiiller olup yapilar
ancak yliksek sicaklikla veya demir, bakir gibi ge¢is metallerine maruz kalmakla
bozulabilir (Halliwell ve Chirico, 1993).

Lipit oksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile
etan, pentan gibi ugucu gazlara dontismesi ile son bulur. Olusan son {iriinlerden birisi de
kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres dlgiimlerinde kullanilan
MDA molekiiliidiir (Uchida, 2000). MDA uzun 6mrii ve yiiksek reaktivitesi ile birgok
biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan hasarlara yol agmaktadir.
Bunun yaninda membran akicilifinin azalmasina, membran fonksiyonlarmin
yavaglamasina, membran reseptor ve enzimlerinin inaktive olmasina ve Ca*? iyonlarinin
zar gegislerinin artmasina neden olmaktadir (Esterbauer vd., 1993). Dokularda MDA
seviyesinin artmast koroner arter hastaligina akciger kanseri ile diger akciger
hastaliklarina, DNA’ya baglanarak mutasyonlara ve iltithaplanmalara yol actig1

bildirilmektedir (Uzun vd., 2000).

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan savunma sistemleri, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller
velveya reaktif oksijen tirlerini (serbest radikalleri) toksik olmayan bilesiklere

dondiiriirler. Baslica hiicrenin sitoplazmasinda ve membraninda bulunurlar (Mc Cord,

1993).

Hiicrede olusan radikallerin, detoksifikasyon islemi genellikle enzimlerle
gerceklestirilir. Bunlar; SOD, Cat ve GSH-Px gibi O,~ ve H,0, temizleyen enzimlerdir.
GSH-Px diisiik H,O; konsantrasyonlarinda aktif iken, katalaz daha ¢ok yiiksek H,0,

konsantrasyonlarinda aktiftir (Gaetani vd., 1989).

Antioksidan savunma sisteminin nonenzimatik bolimii, bazi bilesikler ve
vitaminlerden olusur. Enzimatik ve nonenzimatik tiim antioksidanlar etki sekilleri

bakimindan dort gruba ayrilirlar:
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1. Toplayici (Scavenging) Etki

2. Bastirici (Quencher) Etki

3. Onaric1 (Repair) Etki

4. Zincir kiric1 (Chain-breaking) EtKi

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni bir
molekiile ¢cevirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal
mukus ve kiiciik molekiiller bu tip etki gdsterirler.

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiiren etkiye ise bastirict etki adi verilir. Cesitli
vitaminler, flavanoidler, antosiyaninler bu tiir etkiye sahiptir (Akkus, 1995; Helmut,
1991).

Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyeci etki zincir kiric1 etkidir. Seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller bu etkiye
sahiptir

Antioksidanlar kaynaklarina gore ekzojen ve endojen antioksidanlar olarak

gruplandirilabilir ve bunlar Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Ekzojen ve Endojen kaynakli antioksidanlarin siniflandiriimasi.

Ekzojen Kaynakli Antioksidanlar Endojen Kaynakh Antioksidanlar
Yiyeceklerdeki dogal antioksidanlar Enzimler
Vitamin A E,C ve B-karoten Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

Siiperoksit dismutaz
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz
Katalaz
Hidroperoksidaz

Antioksidan yiyecek katki maddeleri Non-enzimatik antioksidanlar
Biitile hidroksitoluen (BHT) a) Lipit fazda bulunanlar:

B-karoten, a-tokoferol
Biitile hidroksianizol (BHA) b) Siv1 fazda bulunanlar (kan plazmasi veya
Etoksikin hiicre sitozolii):
Sodyum benzoat Glutatyon, melatonin, sitokinler, iirat, sistein,
Propil galat (PG) seriiloplazmin,  transferrin,  miyoglobin,
Tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) hemoglobin, ferritin, metionin, albumin,
Tokoferoller bilirubin.

Fe-siiperoksitdismutaz (bakteriyel)

1.4.1. Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin
yapisinda olan eksojen antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), B-karoten (vitamin A),
askorbik asit (vitamin C) ve folik asit (folat) tir. Ilag olarak kullanilan eksojen
antioksidanlar; ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve Troloks
ornek olarak verilebilir. Gidalardaki yapay antioksidanlar ise; butillenmis hidroksitoluen
(BHT), butillenmis hidroksianisol (BHA), sodyum benzoat, etoksikuin ve
propilgallattir.

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten son derece gii¢lii singlet O,
temizleyicisi olup ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan

reaksiyon verip lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu onleyebilir (Goziikara, 1997).
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C vitamini bir ketolaktondur ve organizmada bircok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Giiglii indirgeyici aktivitesinden

dolay1 ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir (Horton ve Fairhurst, 1987).

E vitamini yagda c¢Ozlinebilen zincir kirict 06zelligi olan Onemli bir
antioksidandir. Lipit peroksi radikalinin (LOO") lipit hidroperokside doniismesini
saglayarak (LOOH) lipit peroksidasyonunda zincir reaksiyonlarinin baglama ve uzama

adimlarint durdurur.

1.4.2. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

1.4.2.1. Endojen Kaynakh Enzimatik Antioksidanlar

Endojen kaynakli enzimatik antioksidanlara Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT), Glutatyon Rediiktaz (GR) ve
Glutatyon S-Transferaz (GST) gibi enzimler baslica antioksidan enzimlerdir.

Siiper Oksit Dismutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1), siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizleyen enzimdir. Daha once
bulundugu dokuya gore bakir iceren protein manasina gelen eritrokuprein, serebro
Kuprein gibi isimlerle anilan enzim ilk kez 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan adlandirilmistir. SOD enziminin asil fizyolojik fonksiyonu oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkisinden
korumaktir. Metabolik substrat olarak enzim siiperoksit radikallerini kullanir ve onu

daha az zararl bir bilesik olan hidrojen perokside doniistiirtir.
20," +2H" (SOD), H,0,+ O,

Stiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen bu dismutasyon reaksiyonu
enzimatik olmayan (spontan) dismutasyona gore yaklasik 4000 kat daha hizli olur.
Enzimatik aktivitesi oksijeni fazla kullanan dokularda ¢ok daha fazla bulunmustur.
Stiperoksit dismutaz olduk¢a bol bulunan bir enzim olup, iki tane izoenzimi vardir:
Sitoplazmik Cu-Zn SOD ve Mitokondriyal Mn-SOD. Sitozolde bulunan SOD dimerik

iken mitokondride bulunan tetrameriktir. Genel olarak hiicrelerde en bol bulunan
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sitozolik form olan CuZn-SOD’dir. CuZn-SOD enziminin baslica fonksiyonu, oksijeni
metabolize eden hiicrelerde meydana gelen siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine

kars1 hiicreyi korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder.

SOD izoenzimlerinin doku ve organellerdeki dagilisi buralarda oksijenin kismi
basincindaki artisa baglidir. Mitokondrilerde bulunan Mn-SOD bakterilerde de
bulunmaktadir ve aralarinda yapisal benzerlik vardir. Bakterilerde ayrica Fe ihtiva eden

SOD da tespit edilmistir (Marklund, 1984).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (E.C.1.11.1.9), ilk defa 1975’de Milk ve
Redle tarafindan eritrositlerden saflastirilmistir. Sigir eritrositlerinden saflastirilmis
GSH-peroksidaz 85 kdal molekiil agirliginda tetramerik bir yapiya sahiptir. Her biri
6zdes bu dort alt birim bir selenyum atomu igerir. Fare karacigerinden saflastirilmis bir
baska GSH-peroksidaz ise molekiil agirlig1 20 kdal olan monomerik yapida ve bir tek
selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Bu sitozolik glutatyon peroksidaz daha
cok fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz diye adlandirilmaktadir. Bu enzim
daha ¢ok fosfolipitlerin korunmasinda rol alir (Donald Massaro ve Lee Frank, 1980;
Ursini ve Bindoli, 1987; Meister ve Anderson, 1983).GSH-Px asagidaki reaksiyonlarla
hidrojen peroksidi suya indirgerken hidroperoksitlerin de daha etkisiz bilesiklere
doniistimiini katalizler.

H,O, + 2GSH M GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH ——— GSSG + ROH + H,0

Hidrojen peroksit, kiimenhidroperoksit, t-biitil hidroperoksit ve lipit peroksitler
enzimin substratidir. Selenyum GSH-Px enziminin esansiyel bir bilesenidir. Suda
coziinen lipit peroksitler bu Glutatyon peroksidaz tarafindan suya parcalanirken
membrana bagl fosfolipit Hidroperoksit Glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) enzimi
membran i¢inde olusan hidroperoksitlerin yikiminda rol oynar. Membrana bagl en
onemli antioksidan olan Vit E yetersiz oldugu zaman PLGSH-Px membranin
peroksidasyona karsi korunmasinda rol oynar.

GSH-Px 6kositlerde de ©nemli fonksiyona sahiptir. Ozellikle fagositik
hiicrelerde oksidatif yikim sonucu olusan hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesinde

rol oynar. GSH-Px aktivitesi diisiik fagositlerde ortama H,O, salinimini artirmaktadir.
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Eritrositlerde de GSH-Px hiicreyi H»O,’nin tesirinden koruyan en 6nemli antioksidan
enzimdir. GSH-PX’in yaslilarda ve Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiliksek
oldugu ileri siiriilmektedir (Costello ve Webber, 1990). Glutatyon peroksidaz ayrica
prostaglandinlerin biyosentezinde ve prostasiklin olusumunun regiilasyonunda goérev

alir.

Katalaz (CAT) (H;0; oksirediiktaz, E.C.1.11.1.6) tetramerik yapiya sahip
olup dort tane hem grubu iceren ve her bir alt birimin molekiil agirligi 60 kdal olan bir
enzimdir. Bir hemoprotein olan katalaz tim aerobik mikroorganizmalarda bitki ve
hayvan hiicrelerinde oldukca yaygin olarak bulunur. Memeli dokularindaki katalaz
oldukca degisiklik gosterir. Ornegin, karaciger ve bobrekte en yiiksek, bag dokusunda
ise diislik aktivitede bulunur. Bu hiicrelerde daha ¢ok mitokondriler ve peroksizomlarda
lokalize olmustur. Oysa, eritrositlerde ¢oziinmiis halde bulunur. insan eritrositleri
katalazca olduk¢a zengindir fakat ghostlarda katalaz aktivitesi yoktur (Hugo, 1983;

Deisseroth ve Dounce, 1970).
CAT
2H202 [ 2H20 + 02

GSH-Px diisiik HyO; konsantrasyonlarinda aktif iken CAT daha cok yiiksek
H.O, konsantrasyonlarinda aktif hale gelir. Ayrica CAT daha ¢ok H,0;
etilhidroperoksit, metilhidroperoksit gibi kii¢iik molekiilleri substrat olarak kullanir.
Lipit peroksitlerine ise etki etmez. Dolayisiyla lipit peroksidasyonu basladiginda lipit
hidroperoksitler meydana geldikten sonra CAT antioksidan aktivitede etkisiz kalir.

Katalaz insan eritrositlerininsitozoliinde yiliksek konsantrasyonda ¢oziinmiis halde

bulunur (Gaetani vd., 1989).

Glutatyon Rediiktaz (NADPH: okside glutatyon oksirediiktaz) (E.C.1.6.4.2),
ilk olarak 1930 yilinda bulunmustur ve daha sonraki yillarda ¢esitli kaynaklardan izole
edilerek yapis1 aydinlatilmistir. Enzim molekiil agirligt 104 kdal olan iki 6zdes alt
birimden olusur. Her bir alt birim dort domaine sahiptir. X-1s11 kristalografisinde
NADPH ve GSSG baglama pozisyonlar: birbirine zit alt birimlerde bulunmustur. Her
alt birim merkezine bir FAD yerlesmis olup aktif bolgesinde sistein kalintist bulunur
(Meister ve Anderson, 1983; Goldberg ve Spoones, 1983).

Glutatyon Rediikt
GSSG + 2NADPH + 2H" —— o0 2009 2GSH +NADP*
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GR, reaksiyonuyla rediikte glutatyon rejenerasyonunu saglar. Fizyolojik
sartlarda reaksiyon tek yonliidiir ve bu sekilde GSH/GSSG orani1 (1/500) yiiksek tutulur.
GSH ise tim hiicrelerde en bol bulunan protein dis1 tiyoldir ve hiicre
metabolizmasinda, bazi bilesiklerin transportunda hiicre korunmasinda rol alir. Enzimin
NADPH’a olan ilgisi NADH’e gore 60 kat daha fazladir. Koenzim olarak kullanilan
rediikte NADPH’lar ise pentoz monofosfat metabolik yolunda iiretilir. Bu yolun anahtar
enzimi ise glukoz-6-fosfat dehidrogenazdir. Dolayisiyla antioksidan savunma
sisteminde GR ile birlikte bu enzimin de oOnemli rolii vardir. GR, sitozol ve
mitokondrilerde bulunur. GR, glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre i¢inde glutatyon
redoks dongiisii yoluyla hidroperoksitlerin uzaklastirilmasinda rol alir. Dokularda GSH
konsantrasyonu ve GR aktivitesinin yaslanmayla azaldigi gosterilmistir. Alyuvarlarda
GR eksikligi daha ¢ok riboflavin eksikligine bagli olarak goriilmiistiir. Bu durumda
enzim FAD ile On inkiibasyona tabi tutulursa gergek aktivitesi ortaya ¢ikar.

Biskloronitrozoiire, glutatyon rediiktazin spesifik inhibitortidiir (Efe, 1996).

1.4.2.2. Endojen Kaynakh Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Endojen kaynakli olup da enzimatik olmayan antioksidanlara glutatyon, askorbik
asit, melatonin, frat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin,

hemoglobin, ferritin, metiyonin, albiimin, bilirubin 6rnek verilebilir.

Glutatyon (GSH), tiim canli hiicrelerde bulunan diisiik molekiil agirligina sahip
intraseliiller bir tioldiir. 3-L-glutamil-L-sisteinil-glisinden olusan bir tripeptittir. Diger
proteinlerin yapisinda bulunmayan 6-glutamil bagi onu ¢esitli proteaz ve peptidazlara

kars1 korur. Sekil 4’te glutatyon gosterilmistir.
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Sekil 4. Glutatyonun yapisi.

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur (0,1 — 10 mM). Glutatyon disiilfid (GSSG), GSH’deki sisteinin tiyol grubunun
oksidasyonu ile olusmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’1n {igte bire yakin miktar: distilfid
seklinde ve tiyol grubu iceren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunur.
GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde
ve serbest radikallerin olasi hasarlarinin 6nlenmesinde gérev yapmaktadir. GSH’deki en
aktif grup tiyol grubudur. GSH’daki tiyol grubunun oksitlenmesi ile olugsan GSSG,

antioksidan 6zelligini kaybeder.

Melatonin  (Ci3H16N20;2), HO™ni temizleyen giliglii bir antioksidandir.
Melatonin, HO" ile reaksiyona girdikten sonra bir indolilkatyon radikaline déntisiir ki,
bu da ortamdaki O, tutarak antioksidan etki gosterir. Klinik agidan etkili bir
antioksidan ve dolayisiyla antikanserojen olduguna inanilmaktadir (Goziikara, 1997).
Melatoninin hiicre c¢ekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi

bakimindan benzerlerine gore ¢ok daha iistiin bir 6zellik kazandirir.

Urik asit, 'O, peroksil radikalleri, HO", Os; ve HOCI i¢in gicli bir
temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak kabul edilmektedir. Japon arastirmacilar

lipit oksidasyonunun iirik asitle 6nlendigini bildirmislerdir.

Seruloplazmin, ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe*®) yiikseltgeyerek Fenton
p

reaksiyonunu boylece hidroksil radikali olusumunu 6nler (Goziikara, 1997).
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Albumin, 6nemli bir hiicre dis1 antioksidandir. Lipit oksidasyon olusumunu

onler ve HOCI toplayicisidir.

Sitokinler, basta katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive ederler. Fakat

proteolitik enzimleri de aktive ettiklerinden dolay1 zararli olabilirler (Goziikara, 1997).

Bilirubin yiiksek diizeyde doku toksini olmasina ragmen, siiperoksit ve

hidroksil radikallerini temizler.

1.4.3. Bitkisel Antioksidan Olan Fenolik Bilesikler

Bitkiler tarafindan sentezlenen bazi molekiiller, biyomolekiillerin sentezinden
sonra ikincil metabolizma iriinleri olup mikroorganizmalara karsi insektisit ve herbisit
olarak serbest radikallere karsi koruyucu rol oynarlar. Bunlar "fitokimyasallar” diye de
isimlendirilirler. Fitokimyasallar, 0zellikle sebze ve meyvelerdeki fenolikleri,
flavonoidleri ve karotenoidleri kapsarlar.

Fenolik bilesikler diger ismiyle polifenoller, benzen halkas1 igeren maddelerdir.
Hidroksi benzen, ¢cogunlukla fenol adi ile anilir. Buna gore en basit fenolik bilesik bir
tane hidroksil grubu igeren benzen yani fenoldiir. Diger tiim fenolik maddeler bundan
tiremiglerdir (Cemeroglu vd., 2001). Fenolik bilesikler, insan viicudundaki c¢esitli
nedenlerle olusmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahip antioksidan
maddelerdir. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlamave otooksidasyonu onleme
konusunda da oldukga etkilidirler. Fenolik bilesikler, ¢esitli reaktif oksijen tiirlerini
(serbest oksijen, peroksinitrit ve hidrojen peroksiti) hiicrelerden uzaklastirarak
metabolizmay1 zinde tutardenilebilir. Fenolik bilesikler veya polifenoller, en fazla
bitkilerde bulunan yapilardan biri olup bitki aleminde 6000'den daha fazla fenolik
yapimin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998). Fenolik maddeler, meyve, sebze,
baharat, tahil ve igecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Tosun ve
Karadeniz, 2005). Bu bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba
ayrilabilir. Bunlar ¢cok 6nemli antioksidanlardir ve bitkisel gidalarin tiiketilmesiyle

sagliga olan olumlu etkileri artirilabilir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda bulunur ve antioksidan karaktere

sahiptir. Baslica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit ve
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vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit gibi

hidroksi sinnamik asitleri igerir.

Bitki fitokimyasallar1 olan flavonoidler, insanlar tarafindan sentezlenemezler.
Flavanoidler, 6zellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin
(renk maddelerinin) C6-C3-C6 ¢atisina sahip olanlarina verilen addir. Flavonoidlerin
timii C6-C3-C6 yapisindadir, ancak molekiildeki hidroksil (OH) grubu sayist ve
dagilimi acisindan farklilik gosterirler. A halkasi ii¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-
CoA (sinnamik asit) dan sentezlenirken, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid
metabolik yolu iizerinden yine glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan
zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasiyla, bir baska deyisle, icerdikleri C
halkasindaki degisimlere gore altt ana alt gruba ayrilabilir: flavanonlar, flavonlar,
flavonoller, antosiyanidinler, flavanlar, izoflavonoidler. Sekil 5’te flavonoidlerin temel

yapis1 ve bazi substituentleri gosterilmistir.

(a) (b)

Sekil 5. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituentleri (b).

Genel olarak, flavanonlar turunggil meyvelerde, flavonlar baharatlarda,
izoflavonoidler baklagillerde, antosiyanin ve katesinler meyvelerde, flavonoller tim

meyve Ve sebzelerde bulunur.

O OH
OH
HO__ 0
N OH
| I ©H
OH < OH , ,
Kuersetin (Flavanol) E afeilr asit
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Sekil 6.Cayda yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilar.

Flavanonlar renksizdirler ve 6zellikle; taksifolin, naringin, naringenin, eriodiktol

ve hesperitinle temsil edilirler.

Flavonlar, meyvelerde pek bulunmamasina ragmen tahil (arpa, bugday, misir vb.)
ve baharatlarda (nane vb.) bulunan soluk-sari renkli bir flavonoid sinifidir. Esas

flavonlar; apigenin ve luteolinlerdir.

Kuersetin ve kaempferol en ¢ok bilinen flavonollerdir. Kuersetin, luteolin ve
galangin yapilarindaki farkliliga ragmen kuvvetli antioksidan olarak bilinirler.
Kaempferol, genellikle meyve ve lifli sebzelerde bulunur. izohamnetin ve miresitin de

flavonoller arasinda yer alir.
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izoflavonoidler, ‘B’ halkas1 oryantasyonuyla yapisal olarak genel flavonoidlerden
ayrilir. Bunlar: Izoflavanonlar, Izoflavonlar ve Izoflavonollerdir. En iyi bilinen

izoflavonoidler daidzein ve genisteindir.

Antosiyaninler, taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, kiraz ve erikte, patlican,
kirmizi lahana ve turpta kirmizi ve mavi rengi tretir. Test edilen antosiyaninlerin ¢ok

yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Horton ve Fairhurst, 1987).

Flavanlar, yapilart ve adlandirilmalar1 kompleksflavonoidlerdir. Bunlar:
katesinler, leukoantosiyaninler, proantosiyaninler ve tanninlerdir. Flavanlar
renksizdirler. Flavan ve onun 06zel sekli olan katesinler (flavan-3-ol), cayda bolca
bulunur. Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda bulunur. Turunggil

kabuklarinda bulunan flavonoidlere, ‘bioflavonoidler’ denir.

Geleneksel tipta, son yillarda flavonoidlere karsi ilgi artmis ve gerceklestirilen
calismalar sonucu flavonoidlerin yapilari ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir
iliski oldugu bulunmustur. Ornegin, flavonoid yapisinda C-4" pozisyonunda hidroksil
grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi artirirken, serbest 4’-OH grubunun metoksil
grubu ile substitue olmasi aktiviteyi onemli derecede azaltir. Bu durum goz Oniine
alindiginda kuersetin, luteolin, katesin ve rutin antioksidan olarak etkili
flavonoidlerdendir. Yapilan arastirmalarda, flavonoidlerin sadece antioksidan aktiviteye
degil, aym1 zamanda bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklari

belirlenmistir (Guliyev ve Harmandar, 2000; Hausteen, 2002).

Flavonoidlerden kumarinler, kan pihtilasmasini onler, diiz kaslarin kasilmasin
azaltir ve agn kesici, yatistirict ve idrar soktiirticli 6zelliklere sahiptir. Kuersetin, insan
metabolizmasinda anti-karsinojenik ve anti-arterit 6zellik de gosterdiginden {izerinde en
¢ok c¢alisilan bilesiktir. Bazi arastirmalar, Kkatesinlerin de antimutajenik ve
antikarsinojenik akiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Kuersetin ve rutin
lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek, hiicreyi okside LDL’den gelen zarara karsi
korur. Son yillarda yapilan calismalar flavonoidlerin oksidatif DNA hasarin1 Serbest
radikal tutulmasi disinda mekanizmalarla Onledigini gostermektedir (Meydani vd.,
1990). Yapilan bazi arasgtirmalar ise gostermistir ki kuersetin ve tiirevleri dogal

antioksidan olan a-tokoferole gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir.

23



Flavonoidler serbest radikalleri temizleme, gii¢lii antioksidan olma &zelliklerinin
yani sira hidrolitik ve oksidatif enzimler olan fosfolipaz-A2, siklooksijenaz,
lipooksijenazin inhibisyonu ile antienflamatuvar 6zellik gosterirler. Ayrica, ksantin
oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz enzimlerini inhibe
ettiklerine dair veriler mevcuttur (Cimen ve Burak, 1999).

Biyoyararl iceriklerinden dolay1 bitkilerin saglik {izerine olumlu etkileri agiktir.
Bu yiizden diinyada tedavi amagli olarak kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarina
ulastig1 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir (Kalaycioglu ve Oner,
1994).

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

‘Oksidatif stres” kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle
etkileserek cesitli hastaliklara yol agtig1 bilinmektedir bu nedenle ozellikle risk
grubundaki bireylerin aldig1 gidalarda, bu serbest radikalleri gideren, organizma
tarafindan sentezlenen ya da disaridan besinlerle alinan, antioksidanlarin toplamsal
tayini onemlidir. Bu amagcla antioksidan tayin yontemleri gelistirilmistir. Bunlar su

sekilde siralanabilir:

MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

Eritrosit Membraninda Protein Karbonil Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi
Eritrositlerde Toplam Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi Y6ntemi
Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi Y &ntemi

Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi
Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Y ontemi

DPPH- Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Y 6ntemi

Bakir (II) Indirgenme Antioksidan Kapasitesi(CUPRAC) Yontemi

vV V.V V V V VYV V V VY

v

Bu yontemlerden bazilar1 burada 6zetlenecektir.
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1.5.1. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Suda ve diger organik coziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanan yontemdir. 700
nm'de Ol¢iim yapildiginda, mor-menekse renkli bu kompleks maksimum absorbans
olusturur (Slinkard ve Singleton, 1977). Bu yontem numunenin indirgeme kapasitesini

oOl¢tiigiinden bir antioksidan tayin yontemidir.

1.5.2. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

MDA, hiicre duvar1 hasarinin belirlenmesinde indikator olarak kullanilabilen,
lipit oksidasyonunun ikincil iriinlerinden en iyi bilinenidir. Lipit oksidasyonunun
derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir¢ok yontem vardir fakat son yillarda,
Ohkawa vd., (1979)’nin ortaya koydugu yontemlerden birinin modifiye sekli
uygulanmaktadir. Yéntem; karaciger doku homojenati, Fe*? ve C vitamini muamele
edilerek olusturulan Fenton reaksiyon karisgiminda ortaya cikan ve bir lipit peroksit
triinii olan MDA' nin sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks
olusturmasi esasina dayanir. Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum

absorbans verir.

1.5.3. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 517 nm’de maksimum absorbans
veren Ve ticari olarak satin almabilen bir serbest radikaldir. Antioksidanlarla muamele,
DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbansin diislisiine sebep
olacaktir. Farkli numune konsantrasyonlartyla —muamele edilen DPPH’in
absorbansindaki degisim Olgiilerek, absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla
grafik ¢izilmekte; grafikteki y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu yariya
diisiiren numune miktar1 pg/mL veya uM cinsinden belirlenmekte ve ICso degeri olarak

ifade edilmektedir. Bu yontemin 6nemli bir dezavantaji, biiylik antioksidan molekiillerin
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sterik engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Radikal
temizleme aktivite tayinlerinde kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilan
bu yontemde, antioksidan molekiiliin yapisi ve boyutu test sonucunu etkilemektedir
(Cuendet vd.,1997). Sekil 7°de DPPH molekiiliiniin molekiil yapist gosterilmistir.

N—N NO 5

Sekil 7. DPPH radikalinin molekiil yapisi.

1.6. Eritrosit ve Oksidatif Stres

Oksijen radikalleri hemen hemen biitiin hiicrelerde belirli diizeylerde iiretilir ve
membran lipitleri radikaller tarafindan hiicresel hasarin olugmasinda ana hedef
molekiildiir. Hiicrelerin oksijen radikallerine maruz kalmasi hiicre zarindaki lipit
peroksidasyonuna yol actig1, bunun sonucunda da hiicre proteinlerinin degredasyonuna
sebep olarak membranin fonksiyonel Ozelliklerini degistirdigi bildirilmistir. Coklu
doymamig yag asitlerinin (PUFA) oksidadif yikimi lipit peroksidasyonu olarak
adlandirilir. Yikim sonucu basta malondialdehit (MDA) olmak tizere 4-hidroksinonenal,
lipit hidroperoksitler gibi oldukga toksik ve zararli yan iirlinler ortaya ¢ikar.

Eritrositlerde yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri, molekiiler oksijen
ve ferroz demir bulunmaktadir (Clemens ve Waller, 1987). Hemoglobinin
otooksidasyonundan dolay1 eritrositlerde siirekli oksijen radikali iiretilir. Eritrositler
oksidadif strese maruz birakildiginda bozulmus bir membran gegirgenligi ve hemoliz
olusumu gozlenmistir (Van Der Zee vd., 1985).

Dolagimdaki eritrositlerin yasam siiresi, mekanik o6zelliklerini etkileyen
faktorlerle (hiicresel deformabilite) ilgili goziikmektedir. Hiicre sekli ve yiizey alani
veya hiicre hacmi orani gibi ekstrinsik ozellikler, internal viskozite ve membran
mekanik davranis1 gibi intrinsik 6zellikler hiicresel deformabiliteyi olusturmaktadir.

Serbest radikallerin baslattig1 eritrosit membran lipid peroksidasyonu sonucu eritrosit
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deformabilitesinin bozulmasinin ve splenik sekestrasyonun, eritrosit yasam siiresinde

azalmaya neden olan en 6nemli faktorler oldugu bildirilmistir (Ersoy ve Dilek, 1999).

1.7. Cay Bitkisinin Ozellikleri

Cay, Camellia sinensis adindaki bitkinin yapraklarindan elde edilir. Cay,
yapragini dokmeyen her zaman yesil olan bir bitkidir ve her yil yaklasik olarak 2,5
milyon ton kuru ¢ay iretilmektedir. Farkli yontemlerle liretilen cay; yesil, siyah ve
oolong olarak ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir. Yesil cay fermente edilmemis, siyah cay
tam fermente edilmis ve oolong cay ise, yar1 fermente edilmis 6zelliktedir (Vinson vd.,
2004). Diinya’da tretilen ve tiiketilen ¢ayin % 78’si siyah ¢ay, % 20’si yesil ¢ay ve % 2
oraninda ise oolong caydir. Cay yapragmin ¢ok karmasik olan kimyasal ve
biyokimyasal kapsami {iizerindeki calismalar bir yiizyildan fazla zamandan beri
stirdiiriilmektedir (Kacar, 1987). Cay, ayn1 zamanda tibbi olarak da ¢ok eski ¢aglardan
beri kullanilmaktadir. Cayin bu 6zelligi kimyasal bileseni ile iligkilidir. Cayin kimyasal
bilesenlerinde proteinler, polifenoller, polisakkaritlar, klorofil, mineraller ve eser
elementler, ugucu bilesikler, amino ve organik asitler, ligninlerin ve alkaloidler (kafein,
teofilin, ve teobromin) bulunmaktadir (Cekil, 2006).

Cay yapisinda bulundurdugu flavonoidlerden dolay1 giiclii bir antioksidan
ozellige sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ana flavonoidlerden epigallokatesin-3-gallatin
(EGCG), epikatesin (EC), epikatesingalat (ECG) ve epigallokatesin (EGC) yesil ¢ayda
ve az miktarda da siyah ¢ayda bulunmaktadir. EGCG en bol ve en yaygin bulunan ¢ay
polifenoliidiir (Chen vd., 2009). Cay yapragimin kimyasal bilesimi Tablo 5’te

verilmistir.
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Tablo 5. Cay yapragimin bilesimi.

Bilesen % Kuru Madde Bilesen % Kuru Madde
Flavanoller 17-30 Kafein 3-4
Epigallokatesingallat 9-13
(EGKG)
Epikatesingalat(EKG) 3-6 Aminoasit ve protein 15-19
Epigallokatesin(EGK) 3-6 Basit karbohidratlar 4
Gallokatesin (GK) 3-4 Polisakkaritler 13
Epikatesin (EK) 1-3 Kl 5
Katesin 1-2 Seliiloz 7
Lignin 6
Flavonoller, flavonol 3-4 Lipitler 2-3
glikozitleri
Polifenolik asitler 2-3 Pigmentler 0,5
Leukoantosiyaninler 5 Organik asitler 0.5-15
Toplam polifenoller 30-36

Cayin aranan bir i¢ecek olmasmin Onemli bir nedeni de igerdigi alkoloid
maddelerdir. Alkoloid madde olarak bilinen kafein, teobromin ve teofilin piirin
tirevleridir. Cayin insanlarda yorgunluk giderici, canlilik verici etkisi, i¢erdigi kafein ile
iliskilidir. Ulkemizde yogun bir sekilde tiiketilen ¢ay igeceginin kat1 ekstresinde
bilesenlerin yaklagik olarak ortalama yiizde oranlari; katesinler (% 3-10), theaflavinler
(% 3-6), thearubiginler (% 12-18), flavonoller (% 6-8), fenolik asitler ve depsitler (%
10-12), amino asitler (% 13-15), metilksantinler (% 8-11), karbohidratlar (% 15),
proteinler (% 1), mineraller (% 10) ve ugucu maddeler (< % 0,1) seklindedir (Graham,

1992). Sekil 8’de ¢ay bitkisinin resimleri verilmistir.

Sekil 8. Cay bitkisinin resimleri.



Tablo 6. Farkli gay tiplerinin fenolik madde kompozisyonu.

Yesil Cay Siyah Cay Oolong Cay

Epikatesin 6.06a;1-9.54b; 7.22- 4.0 b; 4.1d; 0.04e 1.75a; 0.34e
13.3c; 0.55-0.87e

Epikatesin gallat 5.34a; 3-4.92b; 1.42- 1.19-11b; 8.0d 3.584a; 0.63e
4.54c; 1.95-2.91e

Epigallokatesin 36.53a; 2-36.2b; 3.94- 0.9-6.0b; 10.5d; 0.19¢ 7.70a; 0.38e
7.92c; 0.44-0.88e

Epigallokatesin galat 18.10a; 6-32.6b; 5.55- 0.95-12.0b; 16.6d; 0.3e  8.99a; 3.62¢
10.4c; 13.37-13.74e

Gallokategin gallat 0.26-0.38e - 0.11e

Gallokategin 2.57-2.81b 0.40-1.57b -

Gallik asit 0.74-0.78b; 0.23-0.52¢ 2.79-3.33b; 1.83e 0.58e

Teaflavin - 2.5d 0.66a

Tearubugin - 59.4d -

*amg/g; b mg/100 mL; ¢ %; d mg/g (kuru maddede); e % (kuru maddede)

Yesil ve siyah caym direkt olarak tedavi edici olarak goriilmemekle birlikte,
arastirmalarda toplanan bulgular gostermistir ki, fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi
pek cok hastalifin onleyicisi olabilmektedir. Cayda bulunan polifenollerin etkileri su

sekilde siralanabilir;

» Tumor gelisimini ve yayilimim (hiicre zar1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyona duyarliligini azaltarak, serbest radikal olusumunda gorev alan
enzim sistemini inhibe ederek) onler,

» Vitamin P etkisi olarak bilinen, kilcal damarlarda kanama ve catlamalari
engeller,

» H.pylori’nin (bir bakteri tiirii) neden oldugu gastrik hastaliklar1 kontrol eder,

» Human papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu cervical lezyonlarin (rahim

yolunda olusan anormal degisiklik) tedavisinde kullanilir,
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Normal hiicreleri, kanserli hiicrelerin yayilimindan korur,

Serbest radikal baskilanmasina aracilik eder,

Cilt i¢in bir anti-inflamatuar (enfeksiyon sonucu olusan iltahaplanmalara kars1)

etkisine sahiptir,

Meme kanseri, akciger kanseri, kolon (kalin bagirsak) kanseri riskini diisiiriir,

Alkol kullananlarda, sigara i¢enlerde olusabilecek kanser riskini azaltir,
PCP (pentaklorofenol) kirleticilerinin sebep oldugu kanser riskini diisiiriir,
Rahim yolu kanseri tedavisinde kullanilir,

Tiimdr gelisimine kars1 prostati, mesaneyi korur,

Beyinde lipit oksidasyonunu azaltir,

Kemik iligi 16semili hiicrelerinin biiylimesini kontrol altinda tutar,
Aterosklerosis’i (damar tikaniklig1) onler,

Parkinson ve Alzheimer hastaligini onler,

Cilt tiimort, periodontal hastaliklar ve kellik tedavisinde etkilidir,
Meme kanseri tlimorlerinin gelisimini durdurur,

Katarakti 6nlemeye yardimc1 olur,

Bozulmaya ugramais sinir hiicreleri hastaliklarinin tedavisinde etkili olur,
Diyabet tedavisinde yararlidir,

Alkoliin karacigere verdigi zararlar1 6nleyebilir,

Gartlak kanserini 6nleyebilir,

Romatizmal iltihaplanmalar1 azaltir,

Toplam kolesterol seviyelerini azaltir,

Iskemik (tikaniklik, pthtilasma vb. sonucu) kalp hasarlarini &nler.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar

Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Tibbi Biyokimya laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ile

ilgili bilgiler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Denemelerde kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Markasi

Ogiitiicii (Blender) Straume

Elisa okuyucusu Thermo Multiskan™ FC Microplate Photometer
Rotary evaporator Heidolph Laborota 4000

(Doner vakum buharlastiricist)

Calkalayicili su banyosu Memmert

Isiticili magnetik karistirict Wisestir-MSH-20A
Isiticili galkalayici Memmert

Santrifiij Thermo scientific Heraeus multifuge 3SR+
Etiiv Memmert

pH metre Hanna HI 2210
Mikroplaka yikayicist BioTek EIX50
Buzdolabi1 Argelik

Derin dondurucu Bosh

Hassas Terazi Acculab sartrius group
Vorteks Velp scientica
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2.2. Kullanilan Coézeltiler ve Kimyasallar

Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar: Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Cozeltiler ve hazirlaniglari.

Cozelti

Hazirlanisi

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi

% 7’lik (w/v) Na,COj3 ¢ozeltisi

Stok Katesin (1 mM) Cozeltisi

0.1 M NaOH Cozeltisi

0.154 M NaCl (Serum Fizyolojik) Cozeltisi

%28 (w/v) Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi

2- Tiyobarbiitirik Asit (TBA) Cozeltisi

0.02 M NaNj; Cozeltisi

100 uM DPPH Cozeltisi

0.2 M HCI Cozeltisi

10 mM PBS Cozeltisi

% 0.02’lik DTNB Cézeltisi (w/v)

1 mM Stok Indirgenmis Glutatyon Cézeltisi

0.01 M, Fosfat Tamponu (pH 7,0)

2 N’lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf su ile 10
kat seyreltilerek hazirlanir.

7 g Na,CO; almir ve bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra son hacim saf suda 100 mL’ye
tamamlanir.

2.9 mg katesin az miktarda alkolde ¢oziildiikten
sonra son hacim 10 mL’ye tamamlanir.

0.1 g NaOH bir miktar suda ¢6ziildiikkten sonra son
hacim 25 mL’ye tamamlanir.

9 g NaCl alinir ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten
sonra son hacmi 1 litreye tamamlanir.

28 g trikloroasetik asit alinir bir miktar saf suyla
¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

0.1 g NaOH ve 0.1 g 2-tiyobarbiitirik asit (TBA)
alinir ve son 10 mL’ye tamamlanur.

0.13 g NaNj; alinir bir miktar saf suyla ¢oziilerek
PBS ile hacmi 50 mL’ye tamamlanir.

3.94 mg DPPH bir miktar metanolde ¢oziildiikten
sonra son hacim 100 mL metonelle tamamlanir.

206 uL HCI alinir bir miktar saf suyla ¢oziilerek
hacmi 10 mL’ye tamamlanir.

217 mg Na,HPO4.12H,0 ve 61.2 mg
NaH,P0O,4.2H,0 alinip 90 mL % 0.9°luk NaCl ile
¢ozillip pH 7.4’¢ ayarlanarak ayni ¢ozeltiyle son
hacim 100 mL’ye tamamlanir.

20 mg DTNB bir miktar % 1’lik sodyum sitrat
¢oOzeltisiyle ¢oziiliip son hacim ayni ¢ozeltiyle 100
mL’ye tamamlanir.

30 mg GSH bir miktar saf suda ¢oziilerek son
hacim 100 mL’ye tamamlanir.

1.56 g NaH,PO,2H,0, yaklasik 800 mL deiyonize
suda ¢oziilerek 1 N NaOH ile pH’s1 7’ye ayarland1
ve hacim 1 L’ye tamamlandi.

32



80 U/L, Ksantin oksidaz, (XOD)

50 mM, CAPS [3-(sikloheksilamino)-1-propan
stilfonik asit] (pH 10,2)

Substrat Karigimi

SOD standartlari, Orijinal SOD (30000 U/L)

50 mmol/L, Fosfat tamponu (pH=7,0)

Hidrojen peroksit (30 mmol/L)

0.1 M, Fosfat tamponu (pH: 7.0)

0.1 M, Glutatyon, rediikte form (GSH)

EDTA, 0.2 M

Glutatyon rediiktaz, 10 U/mL

NaNs3, 0.4 M Cozeltisi

NADPH, 2 mM

H,0,% 30 (w/w), 10 mM Cozeltisi

Fosfat tamponu 0.12 M, pH 7.2 (37°C)

EDTA (15 mM)

25 upL orijinal XOD (50 U, 20.000 U/L)
siispansiyonundan almarak hacim, 10 mL’ye
deiyonize su ile tamamlandi. Giinliik hazirlandi.

5.5 g CAPS, 450 mL deiyonize suda ¢oziildii. 1 N
NaOH ile pH 10.2°ye ayarlandiktan sonra hacim
500 mL’ye tamamlandi.

Ksantin, 0.05 mM: 1.9 mg ksantin tartilarak 250
mL CAPS tamponunda ¢oziildii (+4 °C’de 10 giin
kararlidir). INT, 0.025 mM: 3.16 mg INT tartilarak
250 mL CAPS tamponunda ¢dziildii (+4 °C’de 10
giin saklanabilmektedir).

Orijinal SOD’dan fosfat tamponu ile seyreltmeler
yapilarak 10 U/mL 8 U/mL, 4 U/mL, 2U/mL, 1
UmL ve 05 U/mL’lik standartlar giinliik
hazirlandi.

a) 6.81 g KH,PO, deiyonize suda ¢oziildii. Hacim
1000 mL’ye tamamlandi.

b) 8.90 g Na,HPO,4.2H,0 deiyonize suda ¢oziildii.
Hacim 1000 mL’ye tamamlandi. a ve b ¢ozeltileri
1:1,5 oraninda birbiri ile karistirilarak fosfat
tamponu hazirlandi. Gerektiginde pH asit-baz
ilavesiyle ayarlandi.

0.34’luk H,0, alinarak hacim fosfat tamponu ile
100 mL’ye tamamlandi (giinliik hazirlandi).

13.61 g KH,PO, tartildi. 800 mL deiyonize suda
¢oziildi. pH, IN KOH ile 7’ye ayarlandiktan sonra
hacim 1 L’ye tamamlandi.

60 mg tartilarak 2 mL deiyonize suda ¢oziildii.

0.74 g EDTA tartilarak 10 mL deiyonize suda
¢Oziildii.

8 uL orijinal siseden alinarak hacim deiyonize su
ile 5 mL’ye tamamlandi.

0.26 g sodyum azid tartildi, deiyonize suda
¢oziilerek, hacim 10 mL’ye tamamlandi.

17 mg tartilarak hacim deiyonize su ile 10 mL’ye
tamamlandi.

11.4 pL orijinal (% 30 w/w) siseden alinarak 10
mL’ye fosfat tamponu ile tamamlandi.

16.33 g KH,PO, yaklagik 800 mL suda ¢o6ziildi,
pH 1 M NaOH ile 7.2’ye getirildi ve hacim 1
litreye suyla tamamlandi.

0.56 g EDTA-Na,.2H,0 100 mL suda ¢oziildil.
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Flavin adenin diniikleotid, FAD (155 M) 125 mg FAD (disodyum tuzu) 100 mL suda
¢Oziildii.

Okside glutatyon GSSG (65.3 mM) 40 mg GSSG 1 mL suda ¢oziildi.

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar

Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Kimyasallar ve satin alindiklari firmalar.

Kimyasal Ad1 Satin Alinan Firma Kimyasal Ad1 Satin Alinan Firma
Asetik asit Merck Na,EDTA Merck
DPPH Sigma DTNB Alfa aesar
Etanol Merck GSH Sigma
Folin-Ciocalteu Sigma INT Sigma
Reaktifi
HCI Merck Ksantin Sigma
Katesin Sigma CAPS Sigma
Metanol Merck NaCl Merck
Na,CO4 Merck Ksantin Oksidaz Sigma
NaOH Merck Na,HPQO,.12H,0 Merck
Trikloroasetik Asit Merck NaH,P0,.2H,0 Merck
(TCA)
SOD Sigma K,HPO, Merck
H,0, Merck Indirgenmis Glutatyon Sigma
DMSO Merck TBA Merck
GSSG Sigma NaN; Merck
Glutatyon rediiktaz Merck NADPH Merck
FAD Sigma KH,PO, Merck
NaHCO; Sigma KOH Merck

2.3. Numunelerin Toplanmasi ve Oziitlerin Hazirlanmasi

2.3.1. Cay Numunelerinin Eldesi

2010 Subat ayinda Rize Taslhdere Cay Isleme Fabrikasi’ndan yesil ¢ay ve farkli

atiklari, Rize Zihni Derin Cay Isleme Fabrikasi’ndan siyah ¢ay ve onun lif atig1 temin
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edildi. Numuneler etiivde diislik sicaklikta kurutuldu ve her biri giitliciide ayr1 ayri
pargalanarak toz haline getirilerek ekstraksiyon islemine hazir hale getirildi. Elde edilen

numuneler Tablo 10’da su sekilde kodlanmustir.

Tablo 10. Numune Kodlari.

Verilen Kod Numune Adi
YCYA Yesil Cay Yaprak Atig1
YCGA Yesil Cay Govde Atigi
YC Yesil Cay

SC Siyah Cay

SCLA Siyah Cay Lif Atig

2.3.2. Cay Oziitlerinin Hazirlanmasi

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu bitki 6ziitleme isleminde kullanilan en
verimli ¢oziiciilerden ikisinin metanol ve etil asetat oldugu goz 6niine alinarak 6ziitleme
islemi bu ¢oziiciilerle gerceklestirildi (Henning vd., 2004). Toz halindeki numunelerden
4 gram alinarak once 50 mL etil asetat ¢oziiciisii kullanilarak +4 °C’de ve manyetik
karistirict lizerinde 6 saat 6ziitleme islemine tabi tutuldu ve siiziintii alinarak tekrar ayni
islem yapildi. Daha sonra etil asetat ¢oziiciisiiyle yapilan islemlerin aynis1 metanol
kullanilarak yapildi ve siiziintiiler toplanarak ¢oziiciileri evoparatérde uguruldu. Elde
edilen gamur kivamindaki kalintilar liyofilizatér yardimiyla yogunlastirildi. Oziitler

DMSO’da ¢oziilerek sonraki tayinlerde kullanilmak tizere -20 °C’de sakland.

2.4. Oziitlerde Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontem, metanol ve etil asetat ¢oziiciilerinde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifli ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan
mor—-menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans verir (Slinkard ve
Singleton, 1977). Oziitler igindeki toplam fenol miktarlari, bu yéntem kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bunun i¢in; dncelikle katesin standart maddesi
kullanilarak 5 farkli konsantrasyonla (1- 0,8 — 0,6 — 0,4 — 0,2 mg/mL katesin) Tablo
11°deki gibi pipetleme yapildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi
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ve bu zaman sonunda 700 nm’de kdre karsi okuma yapildi ve Sekil 9°da verilen
kalibrasyon grafigi elde edildi.
Olusturulan bu grafikten numunelerin absorbanslar1 standart grafik araliginda

olacak sekilde seyreltmeleri yapilarak toplam fenolik igerikleri hesaplandi.

Tablo 11. Polifenol tayini igin pipetleme miktarlari.

Kor (mL) Numune (mL) Standart (mL)
Numune - 0.05 -
Standart - - 0.05
Deiyonize su 2.55 2.50 2.50
0.2 N Folin 0.25 0.25 0.25

Tiipler galkaland1 ve 3 dakika sonra
% 7 Na,CO4 0.75 0.75 0.75

2 saat inkiibasyona birakilir ve 700 nm’de absorbanslari okunur.

]
L
1

Absorbans 700 nm

*=(,903

0 0,2 0.4 0,6 0,8 | 1,2
Katesin mg/'mL

Sekil 9. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan katesin kalibrasyon
grafigi.

2.5. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Denemelerde kullanilan DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak
satin alinabilen bir radikal olup ¢ay Oziitlerinin bu radikalin 100 pM’lik metanolik
cozeltisinde radikal temizleme aktivitesi incelenmistir. Denemelerde Cuendet yontemi
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kullanildi (Cuendet vd., 1997). Elde edilen oziitler ve standart (katesin) degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Standartlar 5 - 10 - 15 - 20 uM’lik; numuneler ise pM
katesin esdeger cinsinden 5 farkli konsantrasyonlarda hazirlandi ve oOl¢limler
mikroplaka {izerinde yapildi. Esit hacimde (150 pL) DPPHe ¢o6zeltisi, numune
cozeltileri ilizerine eklenerek calkalandi, oda sicakliginda ve karanlikta 40 dakika
inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu igin iki paralel
calisildi.  Ayrica numune/standartin - her bir konsantrasyonu i¢in birer kor
[(numune/standart + DPPH c¢oziiciisii (metanol)] ve her bir ¢oziiciisii (metanol) i¢in de
[kontrol tiipleri (DPPH + numune/standart ¢oziiciisii)] ii¢ paralel galigildi. Siire sonunda
DPPH<’1in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu (Cuendet vd.,
1997). Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan
cikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek ICsg

degerleri uM cinsinden hesaplandi.

2.6. Eritrositlerde MDA Tayini

2.6.1. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden alinan
tam kanlar oncellikle 3000 rpm’de 15 dakika oda sicakliginda santrifiijjlenerek plazma
kismu atildi. Daha sonra eritrosit paketi 3-4 kez % 0.9’luk NaCl ile yikanarak 16kosit ve
trombosit fazlar1 uzaklastirildiktan sonra eritrositlerin ayni hastanenin biyokimya

laboratuvarinda hemoglobin degerleri 6lgiildii.

2.6.2. Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi ve Cay Oziitleriyle Preinkiibasyon

Reaksiyon ortaminin hazirlanmasinda Stocks ve Dormandy metodu kullanildi
(Stocks ve Dormandy, 1971). Hazirlanan eritrosit paketi hastanede okunan hemoglobin
degerine gore son konsantrasyonu 3 g/dL olacak sekilde PBS’li 0.02 M NaNj ile
seyreltilip, 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilarak stok ¢dzelti hazirlanmis oldu.
Hazirlanan ¢alisma tiiplerine 2 mL stok, iizerine ¢alisma ortaminda 100 pM
konsantrasyonda ¢ay oOziitlerinin bulundugu numune grubu, katesin igeren standart

grubu ve sadece PBS ihtiva eden kor tiipii olmak iizere 3 calisma grubu olusturuldu ve
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37 °C’de calkalayici su banyosunda 1 saat 6n inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda
calisma ortamlarinda son konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde H,O, ilave edilerek 1
saat daha 37 °C’de calkalayict su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
bittikten sonra asagidaki sekilde MDA tayini yapildi.

2.6.3. MDA Tayini

TBARS, lipitlerin peroksidasyonu sonucunda olusan ve biiyiik bir kismi
malondialdehit (MDA) olan lipit oksidasyonunun kararli ve en son iiriiniidiir. Lipit
oksidasyonu sonucu olusan MDA, TBA c¢dzeltisi ile 1sitilmast sonucu olusan pembe
renkli kompleksin konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile tayin

edilir. Meydana gelen reaksiyon Sekil 10°da gosterildi.

HS 5
TN\ COH (|3H \YN\\/OH HO N\\T
+ oo —— |
N~ G N__=—cH-cH=cH-_ _n TeHO
CHO \K |
OH OH CH

TEA MDA RENKLI KOMPLEES

Sekil 10. MDA ile TBA’nin tepkimeye girdigi reaksiyon.

Inkiibasyon sonrasi ¢alisma tiiplerinden 900 pL alinarak iizerine 600uL. TCA
cozeltisi ilave edildi ve 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan 800
puL stipernatan alinarak tlizerine 400 pL giinliik taze olarak hazirlanan TBA ¢ozeltisi
ilave edildi ve 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Olusan renkli ¢6zeltinin
absorbanst 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede okundu ve MDA konsantrasyonlari
asagidaki formiile gore hesaplandi (Stocks ve Dormandy, 1971).

[MDA] = (A532 — A600) x 900 = nmol MDA/g Hb

2.7. Eritrosit Toplam Tiyol Diizeylerinin Belirlenmesi

Eritrosit toplam tiyol miktar1 Sedlak ve Lindsay protokolii modifiye edilerek
belirlendi (Sedlak ve Lindsay, 1968). Once 1 - 2 - 4 — 6 — 8 — 10 — 20 uM
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konsantrasyonlarinda indirgenmis glutatyon kullanilarak standart grafigi olusturuldu ve
Sekil 11°deki grafikten faydalanarak toplam tiyol miktart belirlendi. Eritrosit paketi
soguk suyla 10 kat seyreltilerek hemoliz elde edildi. Daha sonra ortamda 500 uM 06ziit
ve 20 mM H,0O, ve bir de kontrol amagh 6zlitsiiz ¢calisma gruplar1 hazirlandi ve 1 saat
37 °C’de bekletildi. inkiibasyon sonunda tiim calisma gruplarina % 5’lik TCA eklendi
ve karisim 5.000 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi elde edilen
stipernatandan 200 pL ve 250 uL % 0.02’lik DTNB ¢ozeltisi 0,2 M PBS ile 2 mL’ye
tamamlandiktan sonra meydana gelen sar1 renk Sekil 11°de verilen standart grafigi

tizerinden 412 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tildii.

o o

= o ) o

ol ) ol w
1 1 1 J

o
-
1

Absorbans 412 nm

005 R2 = 0,9985

0 5 10 15 20 25
GSH uM

Sekil 11. Glutatyon standart grafigi.

2.8. Eritrosit Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tayini

2.8.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi toksik siiperoksit radikalinin (O2")
dismutasyon reaksiyonunu katalizler. Tayin i¢in kullanilan metodda ksantin ve ksantin

oksidaz (XO) ile siiperoksit radikali olusturulup, olusan bu radikal 2-(4-iodofenil)-3-(4-
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nitrofenol)-5-feniltetrazolium kloriir (INT) boyasi ile kirmizi renkli formazon boyasi
olusturmasi esasina dayanir. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyonu ile ol¢iiliir.
) X0 .
Ksantin —  Urik asit+ 07" (1)
INT + O" ————» Formazan boyas1 (2)

20, & O,+H,0, (3)

Standart grafigin cizilebilmesi i¢in konsantrasyonu 50 U/mL olan stok SOD
kullanildi. Bu SOD standardi 0.01 M’lik pH’s1 7 olan fosfat tamponu ile diliie edilmek
suretiyle sirasiyla 10 U/mL, 8 U/mL, 6 U/mL, 4 U/mL, 2 U/mL, 1 U/mL, 0,5 U/mL ve
0,25 U/mL’lik standartlar hazirlandi. Her bir standart i¢in ksantin oksidaz metoduna
gore % inhibisyon degeri bulundu. SOD tayininde kullanilan eritrosit hemolizatindan 50
uL alinip 0,01 M’lik pH’s1 7 olan fosfat tamponu ile 3 mL’ye tamamlandi. SOD tayini
i¢in pipetlemeler Tablo 12°deki gibi yapilda.

Tablo 12. SOD enzim aktivite tayini igin pipetleme miktarlar.

Reaktifler Reaktif korii (uL) Standart (uL) Numune (pL)

Diliie edilmis - - 50

numune

Standart - 50 -

Fosfat tamponu 50 - -

Substrat karisimi 1700 1700 1700
Iyice karigtirilir 37 °C°de 10 dak. inkiibe edilir

Ksantin oksidaz 250 250 250

Kiivetler tekrar karistirilarak 30 s’lik bir gecikme fazindan sonra 505 nm’de ve
37 °C’de baslangic absorbansi (A;), 3 dakika sonra son absorban okundu (A;) ve
asagidaki denklemle % inhibisyon bulundu.

% inhibisyon = 100 — [(AAnumune (standart))/( AAgalisma korii)]x 100

Sekil 12°de standart SOD degerleri kullanilarak % inhibisyona kars1

konsantrasyon grafigi ¢izildi.
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%inhibisyon

50 -

y =10,43In(x) + 31,46
R? = 0,985
30 - ® %in

——Log. (%in)
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Sekil 12. SOD aktivitesi i¢in standart konsantrasyonuna kars1 % inhibisyon grafigi.
y yon gralig

SOD % inhibisyonu standart grafiginden elde edilen; y= 10,43 In(x) + 31,46

dogru denklemi kullanarak numunelerin SOD konsantrasyonu U/mL olarak belirlendi.

Aktiviteler eritrositlerde g Hb basina ifade edildi.

2.8.2. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

240 nm’de H,0; absorbans verir. H,O,’nin katalaz tarafindan pargalanmasindan

dolay1 absorbanstaki azalma takip edilerek aktivite tayini yapildi.
2 HzOz _— 2 H20+ O2

ROOH + AH; —— » H;O0+ ROH + A
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Tablo 13. Katalaz aktivitesi i¢in pipetleme miktarlari.

Reaktifler Kor (uL) Numune (pL)
Fosfat tamponu 500 -
Eritrosit paketi 1000 1000
H,0, - 500

Hidrojen peroksit ilave edilir edilmez kiivet altiist edildi ve 30 sn siireyle her 10
sn’de bir kaydedilmek suretiyle 240 nm’de absorbanstaki diisiis izlendi. Baslangig
absorbansi yaklagik 0.500 olmasi gerekir. Eger bu degerin altinda ya da {istliinde ise
H,02’nin konsantrasyonu yeniden ayarlandi. Reaksiyon sirasinda kiivette kabarciklar

olugsmamasina dikkat edildi. Deneyde kuvartz kiivet kullanildu.
AR/ At=15 s10.100° den biiylik olmamali, 0.020’den de kiigiik olmamalidir.
Sonuclarin Hesaplanmasi

Katalaz aktivitesini belirtmede kabul edilen herhangi bir birim olmamasina
ragmen birinci derecede reaksiyon hiz sabitinin (k) kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Buna gore 15 s’lik zaman araligi icin asagidaki esitlikten yararlanilarak aktivite

hesaplamasi yapildi.
k=(2.3/15) x log(A1/Az)= 0.153xlog(A/Az) (s

Burada; A;: Baslangi¢ absorbansi, Ay: 15 s sonraki absorbans gram hemoglobin bagina
diisen k hesaplandi (k/g Hb).

2.8.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz GSH’nin H,;0, tarafindan GSSG’ye oksidasyon
reaksiyonunu katalizler. GSSG’nin olusum hiz1 GR reaksiyonu ile ol¢iildii.
GPX
2GSH + H,0; ——» GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* ﬂ_. 2GSH + NADP*
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NADPH’in oksidasyonu 340 nm’de izlendi. Reaksiyon karisimina katalazi
inhibe etmek i¢in sodyum azidiir ilave edildi. Aksi halde H,O, katalaz tarafindan
parcalanir. Glutatyon, glutatyon rediiktaz, NADPH ve H,0, cozeltileri giinliik
hazirlandi. Calisma siiresince tiim reaktifleri +4 °C’de saklandi. Tablo 14’e gore

pipetlemeler yapildi.

Tablo 14. GSH-Px aktivitesi i¢in pipetleme miktarlari.

Reaktifler Kor (uL) Numune (pL)
Fosfat tamponu 500 500
GSH 50 50
EDTA 50 50
GR 100 100
NaN; 20 20
NADPH 100 100
Hemolizat - 20
Distile su 160 140
Karisim 37 °C’de 10 dak. inkiibe edildi
H20; 20 20

2.8.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Ol¢iimii

GSSG + NADPH + H* _Gi, 2GSH + NADP*

Yukaridaki reaksiyon geregi NADPH’1n oksidasyonu ile absorbanstaki azalma
izlenerek katalitik aktivite tayin edildi. Bu reaksiyon ¢ift yonlii olup, GSH olusumu
lehinedir. NADPH’daki azalma 340 nm’de takip edilmesiyle kinetik olarak ol¢iildii.
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Tablo 15. GR aktivitesi i¢in pipetleme miktarlari.

Reaktifler Kor (uL) Numune (uL)
Fosfat tamponu 2.700 2600
EDTA 100 100
FAD 100 100
GSSG 100 100
Numune - 100
Kiivet hizlica karistirtlir 5 dak. 37 °C’de inkiibe edilir
NADPH 50 50

2.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade
edildi ve SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel analizi yapildi. Biitiin ¢aligma
gruplarindaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-Simirnow testi
ile degerlendirildi. Calisma gruplarma ait ilgili parametreler normal dagilima uydugu
icin anlamlilik Tek Yonlii Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile ¢oklu karsilastirma

ise Duncan testine gore yapildi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Cay ve Atiklarinin Toplam Fenolik Madde Icerikleri

Gram kuru agirlik basina diisen mg katesin esdeger olarak belirlenen fenolik
madde miktarlar1 Tablo 16’da verilmistir. En yiiksek fenolik madde muhtevasi yesil

cayda gozlenirken siyah ¢ayn lif atiginda bu igerik en diisiik seviyededir.

Tablo 16. Yesil ve siyah cay ile bunlarin farkli atiklarina ait toplam fenolik madde
miktarlari.

Calisma Gruplar TP

(n=15) (mg esdeger katesin/ gram kuru agirlik)
e 68 £ 3.0°

YCYA 59 + 4.6°

YCGA 34+22°
e 34462°

SCLA 18 +2.6°

abcd: Numuneler arasindaki fenolik bilesim farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gdsterir.

Yesil caymn toplam fenolik madde miktar1 hem siyah ¢ayin toplam fenolik madde
miktarindan hem de cay atiklarindaki toplam fenolik madde miktarindan daha ytiksek
bulunmustur. Siyah ¢ay numunesinin de kendi atig1 ile karsilastirildigin da daha yiiksek
fenolik madde igerdigine sahip oldugu ortaya konuldu. Sadece ¢ay atiklarinin toplam
fenolik diizeyleri degerlendirildiginde YCYA’nda en yiliksek fenolik muhtevasi
belirlenmis (p<0,001) hatta siyah ¢aydan ¢ok daha yiiksek diizeyde fenolik igerigi
bulunmustur (p<0,001). Cay ve atiklarinin toplam fenolik madde miktarlar1 Sekil 13’te

grafiksel olarak verilmistir.
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abed: Numuneler arasmdaki fenolik bilesim farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 13. Yesil ve siyah ¢ay ile bunlarin farkli atiklarina ait toplam fenolik madde
miktarlari.
Numunelerin polifenol miktarlarinin en yiiksekten en diisiik diizeye dogru

siralanmasi su sekildedir; YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA.

3.2. Cay ve Atiklarinin DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

Numunelerde DPPH radikali temizleme yontemiyle belirlenen Orneklerin
antioksidan kapasiteleri Tablo 17°de gosterilmistir. Antioksidan aktiviteler, numunelerin

farkli konsatrasyonlar1 kullanilarak ICso degerleri belirlenerek karsilastirilmistir.
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Tablo 17. Numunelerin DPPH radikali temizleme aktiviteleri.

Calisma Gruplari DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi
(n=15) (ICso uM esdeger katesin)
Katesin 8+0.8°

YC 10+ 1.3
YCYA 12+1.7°
YCGA 14+ 1.6°
SC 14+1.9°
SCLA 16+ 1.8°
a,b,c.d

. Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Ayrica standart olarak katesin kullanilarak numuneler arasinda kiyaslama
yaptlmistir. ICso degeri en diisik olan numunenin DPPH radikali temizleme
aktivitesinin en yiiksek oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda yesil ¢ayin siyah cay ve
diger cay atiklarina gore radikal temizleme aktivitesinin yliksek oldugu belirlenmistir.
Siyah cay ve yesil ¢ay govde yapragmin ICsy degerlerinin ise birbirine istatistiksel
olarak fark teskil etmeyecek kadar yakin oldugu Sekil 14°te gosterilmistir. Bu
degerlerin numunelerin fenolik igerikleriyle paralellik gostermesi 1ilgi c¢ekicidir.
Numunelerin DPPH radikal temizleme aktivitelerini su sekilde siralanmaktadir: katesin

>YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA.
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b&d: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 14. Numunelerin DPPH radikali temizleme aktiviteleri.

Numunelerin ve standart olarak kullanilan katesinin DPPH radikal temizleme

aktivitelerinin kinetigini gosteren ve ICso degerlerini veren grafik Sekil 15°te verilmistir.

3 7 .
e katesin
25 - —YC
——YCYA
z 2 —SC
80 YCGA
315 -
o] ———SCLA
[72)
o]
<< 1 - —
0,5 -
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
UM katesin esdeger 6ziit

Sekil 15. Numunelerin radikal temizleme kinetigini gdsteren grafik.
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3.3. Cay ve Atiklarimin Oksidatif Stres Altindaki Eritrositlerin Lipit
Peroksidasyonuna Etkileri

Numuneler ile preinkiibe edilen eritrositlerdeki MDA’larin degerlendirilmeleri
Tablo 18’de gosterilmistir. Yesil ¢ay ve yesil ¢ay yaprak atiginin diger o6ziitlere oranla
daha etkili oldugu fakat anlamli bir fark olmayacak kadar MDA degerlerinin birbirine
yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica siyah cay, siyah g¢ay lif atig1 ve yesil ¢ay yaprak
atigimin MDA degerleri birbirine istatistiksel anlamda bir fark yaratmayacak kadar

yakin oldugu tespit edilmistir.

Tablo 18. H,0, aracili oksidatif strese maruz birakilan ve gay drnekleriyle (100uM)
preinkiibe edilen eritrositlerde MDA degerleri.

Cahsma Gruplan (n=12) MDA (uM/gHb)
RBC 36 + 4°
RBC+ H,0, 718 +59°
RBC+ H,0,+Katesin 378 £ 19°
RBC+ H,0,+YC 410 + 23°
RBC+ H,0,+YCGA 445 + 45°
RBC+ H,0,+YCYA 421 +33¢
RBC+ H,0,+SC 441 + 28°
RBC+ H,0,+SCLA 446 + 37°

abede: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir
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abede: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir

Sekil 16. Numunelerin MDA degerlerinin gosterimi.

Sekil 16’da degerlerine gore numunelerin lipit oksidasyonunu inhibe etme

kapasiteleri su sekilde siralanabilir: Katesin > YC = YCYA > SC = YCGA = SCLA.

3.4. Eritrosit Toplam Tiyol Diizeyleri

Eritrositlerde toplam tiyol miktarlari, H,O; ile oksidatif strese maruz birakilan
hiicrelere 500 uM &ziit ilave edilerek degerlendirilmistir. Orneklerin eritrosit toplam
tiyol diizeylerine olan etkisi Tablo 19°da verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda
beklenildigi gibi intraseliiler indirgenmis potansiyelin en etkili korumasi katesin ilavesi
ile goriilmiistiir. Cay 6rneklerinde ise diger parametrelerde gozlenen degisimlere paralel
sekilde yesil ¢ay ve yaprak atiginin toplam tiyol diizeyine koruyucu etkisi belirlenmistir.
Bu degisimin p < 0.01 diizeyinde oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 19. Cay 6rneklerinin eritrosit toplam tiyol diizeylerine olan etkisi.

Toplam Tiyol Diizeyleri

Calisma Gruplan
(n=8) (M GSH)

RBC 72+ 13°
RBC+H,0, 4+2°
RBC+ H,0,+Katesin 53+6°
RBC+H,0,+YC 47 £ 6"
RBC+ H,0,+YCYA 44 +9°
RBC+H,0,+YCGA 32+7°
RBC+H,0,+SC 33+7°
RBC+H,0,+SCLA 27+5"

a,b,cde,f.

:Caligma gruplari arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Eritrosit toplam toplam tiyol diizeylerine bakildiginda ortamdaki indirgenmis
glutatyonun varligina sebep olan numune antioksidan kapasitesi en yiiksek olarak
degerlendirilmektedir. Buna gore, numunelerin antioksidan kapasiteleri Katesin > YC =
YCYA > SC = YCGA > SCLA seklinde siralanabilir. Ayrica numunelerin eritrosit

toplam tiyol diizeylerine olan etkisi Sekil 17°de verilmistir.
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abedel: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 17. Standart ve farkli cay 6ziitlerinin eritrosit toplam tiyol diizeyleri.

3.5. Cay ve Atiklarimin Eritrosit Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Olan
Etkileri

Oksidatif stres altindaki eritrositlerde antioksidan enzimlerden olan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimlerinin aktiviteleri belirlenmis ve gruplar arasi bu degerler Tablo 20’de

verilmektedir.
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Tablo 20. Numunelerin antioksidan enzim aktiviteleri.

Calisma Gruplan CAT GR GSH-Px SOD
(n=8) (UlgHb)  (U/g Hb) (U/g Hb) (U/g Hb)/100
RBC 20 + 5° 8+ 2° 8+ 2° 10 22
RBC+H,0, 45+9 45+8 38+7° 30+3
RBC+H,0,+Katesin 30+8 30+7 23+5 24+2
RBC+H,0,+SCLA 41+7 43 +7 34+5 28 +£3
RBC+H,0,+SC 41+10 42+9 3245 27+3
RBC+H,0,+YCGA 40+ 10 42+9 33+6 26+3
RBC+H,0,+YCYA 37+8 37+9 31+6 26+3
RBC+H,0,+YC 33+8 36+9 30+£6 2542

a'b;ilgili calisma grubu ile diger gruplararasinda en az p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilik vardir.

RBC’deki biitiin enzimlerdeki aktivitesinin diger gruplara gore istatistiksel
olarak p<0,001 diizeyinde farklilik gdstermektedir. Ayni sekilde biitiin enzim
gruplarinda aktivite Standart > YC > YCYA >YCGA > SC > SCLA seklinde

siralanmaktadir. Bu degisim Sekil 18°de gosterilmistir.
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Sekil 18. Katesin ve farkli ¢ay 6ziitlerinin eritrosit antioksidan enzim aktiviteler iizerine etkileri.
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3.5.1. Katalaz Aktivitesi

Eritrositlerde katalaz aktivitesi H,O, ile oksidatif strese maruz birakilan
hiicrelere 100 uM oziit ilave edilerek degerlendirilmistir. Orneklerin eritrosit katalaz
aktivitesi diizeyleri Tablo 21°de verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda beklenildigi
gibi intraseliiler indirgenmis potansiyelin en etkili korumasi katesin ilavesi ile
gorilmistir. Cay oOrneklerinde yesil cay katalaz aktivitesinin yliksek oldugu

belirlenmistir. Bu degisimin p < 0.05 diizeyinde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 21. Cay Orneklerinin Katalaz Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

Calisma Gruplari CAT Diizeyleri
(n=8) (Ulg Hb)

RBC 20+ 5°
RBC+H,0, 45 + 9°
RBC+H,0,+Katesin 30 + §°
RBC+H,0,+YC 33+ 8¢
RBC+H,0,+YCYA 37+8°
RBC+H,0,+YCGA 40 + 10°
RBC+H,0,+SC 41 + 10°
RBC+H,0,+SCLA 41+7°

a,b,cd

; Numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Numuneler katalaz aktivitesi acisindan karsilagtirildiginda RBC ile diger biitiin
gruplar arasinda istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde farklilik ortaya konuldu.
Numuneler arasinda ise en yiiksek etki yesil ¢ayda gozlemlendi. Katalaz enzim
aktivitesindeki degisimlerin gruplar arasindaki istatiksel olarak anlamli yiikseklik
siralamasi su sekildedir; RBC+H,0, > RBC+H,0,+YC = YCYA = YCGA = SC =
SCLA > RBC+H,0; + Katesin > RBC. Numunelerin, standartin ve sadece oksitatis
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strese maruz kalmis olan hiicrelerin katalaz enzim aktivitelerindeki degisimler grafiksel

olarak Sekil 19’da verilmistir.
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Sekil 19. Cay Orneklerinin Katalaz Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

Ayni zaman da RBC+H,0; ile kiyaslandiginda yesil ¢ayla aralarinda p <0,05
diizeyinde bir farklilik mevcut oldugu ortaya konuldu. Standardin enzim aktivitesi ¢ay
ve atiklar ile karsilastirildiginda yesil ¢ay ve yesil ¢ay yaprak atig1 ile bir fark mevcut
fakat anlaml1 degil iken siyah cay, siyah ¢ay lif atig1 ve yesil ¢ay govde atig1 arasinda
anlamli bir iligkisi oldugu belirlendi. Yesil ¢cay ve atiklarinin enzim aktivitesi siyah

cayinkinden daha yiiksek tespit edildi.
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3.5.2. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Eritrositlerde GR aktivitesi H,O, ile oksidatif strese maruz birakilan hiicrelere
250 pM o6zt ilave edilerek degerlendirildi. Orneklerin eritrosit GR aktivitesi
diizeylerine etkileri Tablo 22°de verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda en iyi GR
aktivitesi katesinle muamele edilen eritrositlerde tespit edilmistir. Cay O6rneklerinde ise
katesine en yakin GR aktivitesi yesil cayda belirlenmistir. GR aktivitesi bakiminda RBC
ile diger ¢aligma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin mevcut

oldugu belirtilmistir. Bu degisim p < 0.001 anlamlilik diizeyindedir.

Tablo 22. Cay Orneklerinin GR Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

Calisma Gruplari GR Diizeyleri
(n=8) (U/g Hb)

RBC 8 +2°
RBC+H,0, 45 + 8P
RBC+H,0,+Katesin 30+7°
RBC+H,0,+SCLA 43+ 7°
RBC+H,0,+SC 42+ 9°
RBC+H,0,+YCGA 42+ 9°
RBC+H,0,+YCYA 37 +9¢
RBC+H,0,+YC 36 +9°

a,b,c,d

; Numuneler arasindaki farkliligin p <0.01 diizeyinde oldugunu gdsterir.

Yesil cay ve yaprak atiklarinin GR aktivitesi iizerine etkisi diger cay ornekleri
ile karsilagtirildiginda daha belirgin oldugu tespit edildi. GR enzim aktivitesindeki
degisimlerin gruplar arasindaki istatiksel olarak anlamli yiikseklik siralamasi su

sekildedir; RBC+H,0, > RBC+H,0,+YC = YCYA = YCGA = SC = SCLA >
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RBC+H,0, +Katesin > RBC. Caligma gruplarindaki GR aktivitesi bakimindan
gosterdikleri degisimler grafiksel olarak Sekil 20’°de verilmistir.

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 .
N
"' & '» ~\<-4 Q
S P o o 5 S ’»"
g Y N O o} N O
o) & " S % X
Qﬂz ) & > X
X < e Q,c’ N
qib(“ A5 RN A3

Sekil 20. Cay Orneklerinin GR Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

3.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi H,O, ile oksidatif strese maruz birakilan
hiicrelere 50 uM 6ziit ilave edilerek belirlendi. Orneklerin eritrosit GSH-Px aktivitesi
diizeyleri Tablo 23’te verildi.
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Tablo 23. Cay Orneklerinin GSH-Px Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

GSH-Px Diizeyleri

Calisma Gruplan
(n=8) (U/g Hb)

RBC 8 +2°
RBC+H,0, 38+7°
RBC+H,0,+Katesin 23 +5°
RBC+H,0,+SCLA 34 + 5
RBC+H,0,+SC 32 +5°
RBC+H,0,+YCGA 33+ 6
RBC+H,0,+YCYA 31+6°
RBC+H,0,+YC 30 + 6°

a,b,cd.

; Numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Istatistiksel analiz sonucunda tipki diger antioksidan enzimlerde oldugu gibi
GSH-Px aktivitesi bakimindan RBC ile diger ¢alisma gruplar1 arasinda p < 0,001
diizeyinde anlamli bir farklilik oldugu saptandi. H,O ile oksidatif strese maruz birakilan
grupta en yiiksek enzim aktivitesi katesinli grupta tespit edilirken en diisiik enzim
aktivitesi ise RBC + H,0’nin oldugu grupta tespit edildi. Cay ve atiklar1 bakimidan da
en yiiksek aktivite yesil ¢ayda tespit edildi. GSH-Px aktivitesi bakimindan 6rnekler
arasinda yapilan siralama; RBC+H;0, > RBC+H;0,+YC = YCYA = YCGA = SC =
SCLA > RBC+H;0, +Katesin > RBC seklinde oldugu ortaya konuldu. Caligsma gruplari
arasinda farklilik grafiksel olarak Sekil 21°de verildi.
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Sekil 21. Cay Orneklerinin GSH-Px Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

3.5.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Eritrositlerde SOD aktivitesi H,0O, ile oksidatif strese maruz birakilan hiicrelere
500 uM oziit ilave edilerek belirlendi. Orneklerin eritrosit SOD aktivitesi diizeyleri

lizerine olan etkisi Tablo 24°te verilmistir.
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Tablo 24. Cay Orneklerinin SOD Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

Calisma Gruplari SOD Diizeyleri
(n=8) (U/g Hb)
RBC 1102 + 136°
RBC+H,0, 2959 + 290°
RBC+H,0,+Katesin 2358 +211°
RBC+H,0,+SCLA 2781 + 285"
RBC+H,0,+SC 2676 + 309°
RBC+H,0,+YCGA 2562 + 293"
RBC+H,0,+YCYA 2556 + 250°
RBC+H,0,+YC 2536 + 220°
a,b,cd

; Numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Yapilan istatistik analiz sonucunda RBC’deki SOD aktivitesi ilgili ¢alisma
gruplart arasinda p < 0,001 diizeyinde anlamli bir farklilik oldugu belirlendi. Ayni
zamanda H,0, muamelesinden sonrada en yiiksek enzim aktivitesi katesinle preinkiibe
edilen grupta tespit edildi. Cay orneklerinde ise katesinli gruba en yakin aktivite yesil
cayda gozlemlendi. Calisma grubunda yer alan SOD aktivitesi Sekil 22’de grafiksel

olarak verilmektedir.
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Sekil 22. Cay Orneklerinin SOD Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri.

SOD aktivitesi RBC > RBC+H,0,+Katesin > RBC+H,0; + YC = YCYA =
YCGA = SC = SCLA > RBC+H;0; seklindedir. SCLA’nin hem yesil cay hem de yesil
cay atiklar1 ile arasinda istatistiksel olarak p < 0,05 diizeyinde anlamli bir farklilik

ortaya kondu.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Uzun ve kisa siireli anaerobik egzersizlerin hiicreler tarafindan oksijen reaktif
tiirlerinin iiretimini arttirdig1 bildirilmistir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, hiicrelerde
oksidatif strese ve dolayisiyla DNA hasarina, kansere, hiicre yaglanmasina, Alzheimer
ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar ile kardiyovaskiiler olaylara sebep
olmaktadir (Leba vd., 2014). Bu reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri serbest radikaller
olarak adlandirilir. Serbest radikallere karsi organizmada enzimatik ve non-enzimatik
savunma sistemi bulunmaktadir (Demir, 2011). Yapilan epidomiyolojik calismalar,
sebze ve meyve ile zengin diyetler ile beslenmenin bu hastaliklarin goriilme sikligindaki
azalmayla iligkili oldugunu ortaya koymustur. Sebze ve meyveler bol miktarda polifenol
ve karotenoidler gibi fitokimyasallar, lif, folat, antioksidan ve vitaminleri igermektedir
(Chong vd., 2010). Serbest radikalleri uzaklastirici etkisi olan bu antioksidan bilesikler
giiniimiizde son derece onem kazanmistir. Hiicrelerde enzimatik savunma sisteminin
yetersiz kaldigi durumlarda devreye antioksidanlar girer. Son yillarda, serbest
radikallere karsi koruyucu onlem olarak dogal iirlinler ve antioksidan maddelerin
kullanim1 giderek &nem kazanmaya baslamistir. Ulkemizde de halk arasinda cesitli
amaglarla kullanilan ve bitkisel aktivitesi pek de bilinmeyen pek c¢ok bitki
bulunmaktadir. Cay, liziim, nar, elma, yaban mersini gibi dogada bulunan birgok bitki
serbest radikal toplayici 6zellige sahip birgok antioksidan bilesikleri ihtiva eder (Perez-
Vizcaino ve Duarte, 2010).

Cay, sudan sonra diinya iizerinde populasyonlarin bir¢cogunda tiiketilen icecektir.
Yesil cay, siyah cay, oolong cay olmak iizere 3 cesit cay tretilmektedir. Cayin
antioksidan 6zelligi yapisindaki katesin tiirevlerinden kaynaklanmaktadir. Katesinler,
antioksidan, prooksidan ve enzim inhibitorleri olarak antikanser aktivitesine sahiptir.
Caym yapisinda yer alan katesinlerden Ozellikle epigallokatesingallatin kanser
hiicrelerinde biiylimeyi inhibe ettigi ve ¢esitli tiimor hiicrelerinin apoptozisini tetikledigi

gosterilmistir (Pal vd., 2014).

Yapilan literatiir taramalar1 ve degerlendirmeleri sonucunda yesil ¢ayin siyah
cay ile mukayese edildiginde % 30-40 daha fazla polifenol igerdigi bulunmus ve yesil
ve siyah ¢ayin birer antioksidan oldugu birgok ¢aligmada belirtilmistir (Yuda vd., 2012).

Cay islenmesi sirasinda islenen iiriiniin yaklasik % 5’1 atik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Bu atiklarin  biiylik bir kismi c¢ay dreticileri tarafindan dogal giibre olarak
kullanilmaktadir. Kalan kismi1 ¢evre kirliligine sebep olmamasi i¢in buhar kazanlarinda
yakilmaktadir. Bu  sekilde c¢ay atiklari  ekonomik  olarak  yeterince
degerlendirilmemektedir. Son zamanlarda cay atiklariyla ilgili yapilan ¢alismalarda ¢ay
atiklarinin da kayda deger olgiide polifenol icerdigi ve bu atiklarin antioksidan

kapasiteye sahip oldugu ortaya konulmustur (Demir, 2010; Kelesoglu, 2012).

Mevcut calismada; yesil ve siyah cay ile atiklarina ait 6ziitlerin esdeger katesinli
polifenol igeriginin belirlenmesinin yaninda &ziitlerin radikal temizleme aktivitesi, lipit
oksidasyonu inhibe etme kapatisitesi, hiicre (eritrosit) i¢i indirgeme potansiyeli ve
antioksidan enzim aktivitesi incelenmistir. ilk olarak ¢ay ve atiklarinin &ziitleme islemi
gerceklestirilmistir. Oziitleme isleminde ¢aylar ve atiklar1 37 °C’de karanlik ortamda
kurutulup, degirmende 6giitiildi. Beevi ve ark.’larinin yaptig1 ¢calismalarda metanol, etil
asetat, su, aseton, kloroform ve hekzan gibi bitki oziitlemede kullanilan ¢oziiciiler
arasindan en verimli ¢oziicliniin metanol ve etil asetat oldugu tespit edilmistir (Beevi
vd., 2010). Bu galismada da 6ziitleme isleminde ¢oziicii olarak metanol ve etil asetat
¢oziiclilerinin ¢ay polifenolleri agisindan en uygun ¢oziiciiler olabilecegine karar verildi.
Oziitleme islemi yapildiktan sonra numunelerin  polifenol muhtevalarmnin
spekrofotometrik olarak katesin es degeri cinsinden incelenmesiyle yesil ¢ayin siyah
caya oranla daha fazla fenolik madde ihtiva ettigi saptanmistir ve bu sonuglar Henning
ve ark.’larinin yesil ve siyah ¢ay fenolik madde igerigi arastirmasinda buldugu
sonuglarla uyumludur (Hennig vd., 2004). Yesil caym daha yiiksek polifenol
bulundurmas: siyah c¢aym islenmesi esnasinda yapisinda bulunan flavanollerden
tiaflavin ve tiarubugin gibi sekonder polifenollerin olusmasiyla flovanol miktarinin
azalmasi seklinde agiklanmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda cay isleme yontemine
baglt olarak fenolik madde igerigininde degistigi ortaya konmustur (Vinson, 1998).
Mevcut ¢aligmada hem yesil hem de siyah c¢ayin kendi atiklarindan daha fazla etken
madde icerdigi gézlenmistir. Ayni zamanda yesil ¢ayin yaprak atiginin da siyah ¢caydan
daha fazla miktarda polifenol bulundurdugunun ortaya konmasi olduke¢a ilgi ¢ekici bir

bulgudur.

Organizmada prooksidan ve antioksidan arasindaki denge saglikli yasam igin
onemli bir stratejiyi olusturmaktadir. Sebze ve meyvelerde bulunan polifenolik

bilesiklerin saglik iizerinde meydana getirdigi koruyucu etki onlarin yapisinda bulunan
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ve serbest radikalleri yakalayici 6zellige sahip gruplardan ileri gelmektedir. Bu yiizden
cay ve c¢ayin farkli dokularina ait atiklarinin radikal temizleme etkisini belirlemek igin
DPPH radikali temizleme testi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar yesil ¢ay 0ziitiiniin
en diisiik ICsp degerine yani en yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica yesil ¢ay yaprak atigi Oziitiiniin radikal temizleme aktivitesinin
siyah cay Oziitiinden daha yiiksek olmast YCY A’nin piyasada en fazla tiiketilen ve ticari
degere sahip siyah caydan daha zengin biyoyararlilifa sahip olmasi da ilgi ¢ekicidir.
Yine siyah cay oziitiiniin de diger atik 6ziitlerinden daha yiiksek radikal siipiiriicii etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira 0ziitleme isleminde kullanilan ¢6ziiciiniin
farkliliginin DPPH radikal temizleme aktivitesine etkisi de goriilmiistiir. Bu baglamda
Lee ve ark.’larinin yaptig1 calismada metanollii 6ziitlin radikal temizleme kapasitesinin
sulu, biitanollii ve hekzanl 6ziitlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Vinson ve
Dabbagh, 1998; Benzie ve Szeto, 1999; Lee vd., 2001).

Serbest radikallerin biyomolekiilleri oksidasyona ugratarak olusturdugu hasarlar
hiicresel seviyede incelemek i¢in model hiicre olarak eritrosit hiicreleri kullanildi. Basit
hiicre yapisina sahip olmasi, yiiksek yogunlukta oksijen tagimasi, zar yapisinda bol
miktarda ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA) bulundurmasi, o6zellikle hemoglobin
yapisindaki demir gibi ge¢is metallerine sahip olmasi ve hasara ugrayan bilesenlerini
telafi edememesi gibi 6zellikler eritrositlerin siklikla hiicre modeli olarak se¢ilmesinin
baslica nedenleridir. Mevcut ¢alismada eritrositlere oksidatif stres kaynagi olarak H,O;
kullanildi. Hemolizat halindeki eritrositlere uygulanan H,O, sadece okside hemoglobin
olusumuna yol agmaz ayn1 zamanda Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonunu baglatarak en
zararli radikal olan hidroksil radikalinin (OH’) olusumuna neden olmaktadir.
Reaksiyonlar sonucu olusan radikallerin Oncelikli hedefi en indirgenmis
biyomolekiillerden lipit ve lipitlerin yap1 tas1 olan yag asitleridir ve boylelikle
CDYA’nin zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar. Malondialdehit (MDA)
lipit peroksidasyonunun en stabil major iirliniidiir ve tiyobarbitiirik asitle reaksiyona
giren peroksidatif iiriiniin (TBARS) biiyiik bir yekiiniinii olusturur. Bu yiizden yag
asitlerinin oksidasyonunu gosteren TBARS diizeyleri tayin edilerek c¢ay ve cay
atiklarina ait Oziitlerin lipit oksidasyonunu inhibe edebilme kapasiteleri incelendi.
Oksidatif strese ugratilmadan once eritrositler 100 uM’lik konsantrasyonda o&ziitlerle
preinkiibasyona birakilarak bu oziitlerin lipit oksidasyonuna koruyucu etkisi izlendi.

Buna gore elde edilen sonuglarda yesil ¢ayin dziitlerinin oksidasyon dnleme kapasitesi
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diger oziitlerden daha yiiksek bulunmustur. Bu durum diger parametrelerde elde edilen
sonuglarla uyumludur. Chen ve ark.’larinin yaptigi calismada cayda bulunan ana
flavonoidler; EGCG, EC, ECG ve EGC olarak tespit edilmistir. EGCG en bol ve en
yaygin bulunan cay polifenoliidiir (Chen vd., 2009). Gokulakrishnan ve Liyakath’in
caym igerdigi en etkili flavanoid olan EGCG’in eritrositler tizerinde TBARS diizeyleri
incelenmis ve farkli konsantrasyonlardaki EGCG’in lipit oksidasyonunu oOnledigi
sonucuna vartlmistir. Mevcut ¢alismada da biitiin 6ziitlerde, tek bir dozda anti-lipit
peroksidatif aktivite tayin edilmistir ve elde edilen bu sonu¢ Gokulakrishnan ve
Liyakath’in yaptig1 calisma ile uyumludur.

Indirgenmis glutatyon, hiicre ici ortamin indirgen tutulmasimm ve kararli bir
intraseliiler ortamin siirdiiriilmesini saglayan en onemli tiyol grubu kaynagidir ve
antioksidan etkiye sahiptir, dlglimii patogenezinde oksidatif stresin bulundugu cesitli
hastaliklarin antioksidan savunma mekanizmasinin durumu hakkinda bilgi edinilmesi
acisindan 1iyi bir belirtectir. Biz ¢alismamizda toplam tiyol grubu diizeyini glutatyon
standardi kullanarak belirledik. Bu nedenle bu ¢alismada, gay ve atik oziitlerinin hiicre
ici indirgeyici gii¢c potansiyelinin korunmasi iizerine etkisi olabilecegi dngdriilmektedir.
Calisma esnasinda reaksiyonun gerceklesmesinin pH artisi ile dogru orantili oldugu ve
bahsedilen diger ¢alismalarda kullanilan tampon ¢6zeltilerinden daha konsantre tampon
¢ozelti kullanilmasi geregi tespit edilmistir. Glutatyon seviyelerini belirlemek igin de
100 uM’lik oziit konsantrasyonlar1 kullanildi. Sonug olarak diger parametrelerde oldugu
gibi yesil ¢caymn diger numunelerden daha etkin oldugu ortaya konulmustur. Sonuglar
Gokulakrishnan ve Liyakath’in ¢ayin en etkili flavanoid olan EGCG’in sigara igenlerin
eritrosit hiicreleri iizerinde yaptigi ¢alismada bulunan sonuglarla uyumludur. Ayrica
Konyalioglu ve Karamenderes’in civanpergemi (Achillea) ve onun farkli dokulari
tizerinde yaptiklar ¢alismada tespit ettigi, flavanoid yoniinden zengin 6ziitlerin hiicre i¢i
indirgeyici giiclin korunmasina katki sagladig1 sonucu ile uyumludur.

Antioksidan enzimler viicudun en 6nemli endojen antioksidan sistemidir. Bu
enzimlerden en 6nemlileri SOD, CAT, GR, GSH-Px ve GST’d1r. Jo'wko ve ark.’larinin
yaptig1 calismada, yesil ¢ay ekstraktinin eritrositlerdeki SOD ve GSH-Px iizerine etkisi
incelenmistir (Jo'wko vd., 2015). SOD aktivitesinde bir artig belirlemis fakat bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigini ortaya koymuslardir. GSH-Px aktivitesinde ise
hi¢bir farklilik olmadigmi belirtmislerdir. Yapilan literatlir taramasi sonucunda, ¢ay

ekstraktinin diyet ile alimim takiben eritrosit hiicrelerinde GSH-Px aktivitesi ile ilgili
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birbirleriyle ¢eliskili bircok calisma belirlenmistir. Bazi ¢alismalarda, bu enzimlerin

aktivitelerinde herhangi bir degisim olmadig: (Karin vd., 1997), bazilarinda ¢ok az artig

oldugu (Young vd., 2000) ve bazilarinda ise 6nemli 6l¢iide artis oldugu belirlenmistir

(Young vd., 1999). Agarwal ve ark.’larinin yesil ¢ay ekstraktlar ile yapmis oldugu

calismada SOD aktivitesinin 6nemli Olglide arttigimni, katalazin ¢ok yiiksek H,0;

konsantrasyonunda arttigint ve GSH-Px aktivitesinin diistigiinii tespit etmiglerdir.

Ancak yaptigimiz literatiir arastirmalar1 sonucunda ¢ay atiklarinin antioksidan enzimler

lizerine olan etkisinin daha Once calisilmadigi saptanmistir. Calismamizda oziitlerle

preinkiibe edilen ve oksidatif strese birakilan eritrositlerdeki enzim (SOD, CAT, GR,

GSH-Px) aktivitelerinin oksidatif stres uygulanan eritrosit ortamina gore daha diisiik

oldugu tespit edilmistir. Ancak, aktivitedeki bu azalma istatistiksel olarak anlaml

degildir. Beklendigi {izere en bariz azalma yesil ¢ay 6ziitlii ortamda goriilmiistiir. Bu
sonuglar oksidatif stresor olarak kullanilan hidrojen peroksitin konsantrasyonunun
yiikksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bundan dolayr meydana getirdigi hasarin

Oziitlerin indirgeyemeyecegi kadar biiyiik 6l¢iide oldugunu bize diisiindiirmektedir. Cay

ve atik ekstraktlar1 karsilastirildiginda calisilan biitiin enzimlerde en diisiik aktivite yesil

cayda ve yesil ¢cayimn yaprak atiginda tespit edildi. Bu sonug polifenol igerigi en yiiksek
ekstraktlar onlar oldugu icin sasirtict degildi. Sonuclar1 asagidaki sekilde maddeler
halinde 6zetleyebilirz:

» Numuneler arasinda polifenol miktar1 en fazla olan yesil cay, en diisiik olan ise
siyah ¢ay lif atigidir.

» Yesil cay ve atiklarinin yiiksek radikal toplama aktivitesine sahipken siyah ¢ay ve
onun lif at1g1 daha diisiik aktiviteye sahiptir.

» MDA degerleri karsilagtirildiginda da yesil ¢ay ve yesil ¢ay yaprak atiginda diisiik
fakat yesil cay govde atiginin siyah ¢ayda yiiksek oldugu ve siyah cay lif atig1 ile de
cok yakin degere sahip oldugu belirlendi.

» Eritrosit hiicre i¢i indirgeme potansiyelinin gostergesi olan glutatyon diizeyleri
calisma ortamina gore Katesin > YC = YCYA > SC = YCGA > SCLA seklindedir.

» Cay ve atiklarinin eritrositlerdeki antiokasidan enzim aktivitesi iizerine olan
etkisinde ise; Katalaz enzim biitlin 6ziitlerde bir aktivitenin var oldugu tespit edildi.
Fakat katalaz aktivitesi bakimindan cay ve atiklari arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 ortaya konuldu. Ayrica yesil cayin RBC+H0O0rtamla arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik oldugu saptanda.
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» Glutatyon rediiktaz aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda katalaz aktivitesine
benzer durum s6z konusudur.

» Cay orneklerinin GSH-Px aktivitesi tlizerine olan etkisine bakildiginda en diisiik
aktivite yesil cayda tespit edildi. Ayrica yesil ¢ay ve yesil ¢ay yaprak atigimin
RBC+H;,0; ortamla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu ortaya
konuldu.

» SOD aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda katesine en yakin aktivite yegil cayda
tespit edildi. Cay ve atiklarinin SOD aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik olmadig1 ortaya konulmustur.

Biitlin bu calisma sonuglari, cay {iretimi esnasinda fabrikalarda biriken c¢ay
atiklarinin antioksidan aktiviteleri ve biyoyararliliklart {iretildigi ¢ay lriiniine (siyah ve
yesil ¢ay) bagli oldugu dolayisiyla boyle bir biyolojik degere sahip ¢ay atiklarinin basta
kozmetik alanda olmak iizere bircok koruyucu saglik iirlinlerinde degerlendirilebilecegi
ve boylelikle atil halde kullanim alan1 bulunmayan yan {iriinlerin ekonomik bir deger

haline gelebilecegi ongoriilmektedir.
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5. ONERILER

> Numunelerin hiicrede vitamin diizeylerine olan etkisi arastirilarak oziitlerin
antioksidan etkinligi mukayese edilebilir.

> Mevcut ¢alismada 6ziitlerin lipit ve protein oksidasyonunu inhibe kapasiteleri
incelenmistir, bunlarin yaninda oksidatif strese ugratilan karbohidratlar iizerinde
olusan hasar1 inhibe kapasiteleri incelenebilir.

> Ayni1 galigma ratlar {izerinde gergeklestirilebilir ve boylece in vivo sartlarda elde
edilecek bulgular sayesinde mevcut sonuglarin gegerliligi daha saglikli
sorgulanabilir.

> Hiicre kiiltiirii caligmalar1 ile antikansorejen aktiviteye sahip olup olmadiklari

arastirilabilir.
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