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OZET

MERYEMANA DIKENI (Silybum marianum L. Gaertner) TOHUMUNUN
ANTIOKSIDANT AKTIVITESI, OKSIDATIF DNA HASARI ve PROTEIN
OKSIDASYONU ONLEYICI ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZi
Aynur SERCE

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2012

Meryemana dikeni (Silybum marianum), bilesikgiller (Asteraceae) familyasindan bazi
dikenli bitkilerin ortak adidir. Meryemana dikeni tizerinde yapilan klinik aragtirmalar ve
deneyler bu bitkinin igerigindeki silibin maddesinin kuvvetli bir antioksidan olup sigara, alkol
ve kirli hava ile alinmis olan zehirli maddeleri ve oksidatif hasar sonucu iiretilen serbest
radikalleri etkisiz hale getirdigi, bitkinin igerigindeki silmarin bilesiklerininse serbest
radikallerin zararl etkilerini 6nledigi ve genel olarak bitkinin tiim karaciger fonksiyonlarini
destekledigi ve bitki icerisindeki kimyasallarin karacigere ait hastaliklar1 ve problemleri tedavi
edici ve karacigeri kuvvetlendirici amagli kullanilabilecegini ortaya koymustur

Bu c¢alismada Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri béliimii tarafindan
yetistirilen Meryemana dikeni (Silybum marianum L. Gaertner) tohumunun etanol ekstraktinin
antioksidant aktivitesi ve oksidatif DNA hasari ile protein oksidasyonu onleyici etkisi incelendi.

Calismada Meryemana dikeni tohumunun etanol ekstraktinin toplam fenolik ve
flavanoid bilesen miktarlar incelendi. Standart fenolik olarak gallik asit ve standart flavonoid
olarak quercetin kullanildi. Etanol ekstraktinin 0.5 mg’nin igerdigi toplam fenolik bilesen
miktar1 310+4.93 pg gallik aside esdeger ve toplam flavonoid bilesen miktar1 19+0.11 pg
quercetine es deger olarak bulundu.

Meryemana dikeni tohumunun etanol ekstraktinin antioksidant aktiviteleri in vitro
sistemde farkli antioksidant testler kullanilarak arastirildi. Sigan karaciger homojenatinda lipit
peroksidasyonunu onleme aktivitesine bakildi ve 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali
ile hidrojen peroksit sondiirme aktiviteleri ve indirgeme giicii aktiviteleri incelendi.

Meryemana dikeni tohumunun etanol ekstraktinin FeCl,-H,O, sisteminde lipit
peroksidasyonunu onleme aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Meryemana dikeni tohumunun
etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme aktivitesi 150 pg/ml konsantrasyonda
%91.95+5.20 olarak bulurken, indirgeme giicli aktivitesi pozitif kontrol olan BHT ve BHA ile
karsilastirildiginda daha diisiik olarak bulundu. Meryemana dikeni tohumunun etanol
ekstraktinin hidrojen peroksit sondiirme aktivitesi 2.5 mg/ml konsantrasyonda % 57.1+0.04
bulundu. Tohum ekstraktinin H,0,/Fe*/askorbik asit sistemi ile Bovin Serum Albumin (BSA)
proteininde meydana getirilen oksidatif hasari, 1000 pg/ml konsantrasyonda %92.92+3.3



Onledigi belirlendi. Ayrica ekstraktin DNA’y1 H,O, fotolizi sonucu olusan OH radikaline kars1
koruyucu etkisi 1000 pg/ml konsantrasyonda %82.80 olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler : Serbest Radikaller, Meryemana Dikeni (Silybum marianum L. Gaertner)
tohumu, Antioksidant aktivite, Oksidatif DNA hasari, Protein oksidasyonu, Lipit
peroksidasyonu

Vi



ABSTRACT

ANTIOXIDANT ACTIVITY and PROTECTIVE ABILITY OF SEEDS OF MILK
THISTLE (Silybum marianum L. Gaertner) AGAINST OXIDATIVE DNA DAMAGE
and PROTEIN OXIDATION

MSc THESIS

Aynur SERCE

UNIVERSITY OF DICLE FACULTY OF
SCIENCE, CHEMISTRY
DEPARTMENT

2012

Silybum marianum L. Gaertner is a member of the Asteraceae family and its seed
extract contains large numbers of chemical constituents including several flavonolignans
collectively known as silymarin. Silymarin has powerful antioxidant properties and has a
beneficial effect on various hepatic disorders, including hepatotoxicity secondary to acute and
chronic viral hepatitis and mushroom poisoning.

In this study, we have evaluated the antioxidant activity and DNA oxidative damage
and protein oxidation protection effect of seed of cultivated milk thistle (Silybum marianum L.
Gaertner), harvested from the field (University of Dicle, Faculty of Agriculture, Department of
Field Crops, Diyarbakir, Turkey).

The ethanol extract of seeds of cultivated milk thistle were prepared and total phenolics
and total flavanoids contents were determined. The amount of total phenolic and total flavonoid
in ethanol extract seeds (0.5 mg) were found to be 310+4.93 pg GAE/mg extract and 19+0.11
ug QUE/mg extract respectively.

The antioxidant potency of ethanol extract of seeds were investigated employing
various established in vitro systems, such as lipid peroxidation in rat brain homogenate, 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), hydrogen peroxide scavenging activity, reducing power,
and inhibitory effect on protein oxidation.

In conclusion, ethanol extract of seeds showed strong inhibitory activity toward lipid
peroxidation of rat brain homogenate induced by the FeCl,-H,O, system. The extract was able
to reduce the stable free radical DPPH with % 91.954+5.20 at the 150 pg/ml concentration.
Reducing power activity of ethanol extract of seeds were found to be lower than BHT and BHA.
However H,0, scavenging activity of ethanol extract of Silybum marianum seeds were found to
be % 57+0.04 at the 2.5 mg/ml concentration. The protect effect of ethanol extract of Silybum
marianum seeds, on oxidative damage of Bovin serum albumin (BSA) induced by H,0,/ Fe*'/
ascorbic acid system were found to be %92.9+3.3 at he 1000 ug/ml concentration. Besides, the
protect effect of ethanol extract of seeds on DNA aganist to OH radical generated by H,0,-UV
photolysis were found to be % 82.80 at 1000 ug/ml concentration.

Key Words: Free radicals, Milk thistle (Silybum marianum L. Gaertner) seeds, Antioxidant
activity, Oxidative DNA damage, Protein oxidation, Lipid peroxidation.
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Aynur SERCE

1. GIRIS

Insanlar, ¢cok eski zamanlardan beri ¢evresindeki bitkilerden gida, yakacak ve
ilag gibi ihtiyaclarin1 karsilamak igin faydalanmistir (Baytop 1984). M.O. 3000
yillarinda kullanilmaya baglanan sifali bitkiler, 1900’li yillarda modern tibbin
gelismesiyle alternatif tip dali olarak anilmaya baslanmistir. Ancak yillar gectikce tibbi
bitkiler ve bunlardan elde edilen maddeler {lizerindeki ¢aligmalar bu bitkilere karst olan
ilgiyi arttirmistir. Boylece yeni dogal ila¢g ham maddeleri bulmak {izere bitkiler tizerinde
yapilan arastirmalar giin gectikce artmaktadir (Baytop 1984). Ozellikle son yillarda
kanser gibi ¢ok sayida kotii hastaligin erken tanisina yonelik birgok calisma serbest
radikaller ve oksidatif stres {izerinde yogunlagmistir (MacNee 2000, Gromadzinska ve
ark. 2003)

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz
bir denge igerisindedir ve bu durum “oksidatif denge" olarak adlandirilir. Bu
radikallerin olusum hizindaki bir artma ya da ortadan kaldirilma hizindaki bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. Bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir.
Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi oldukga reaktif molekiillerin tamamen
ortadan kaldiriimasi veya asir1 olusmasi olarak da tammlanabilir. Singlet oksijen (*05),
stiper oksit anyonu (O*"), hidrojen peroksit (H,O,), peroksil radikali (RO>-) ve hidroksil
radikalleri (-OH) gibi reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin asir1 iiretilmesinin
biyolojik makromolekiillerde lipit peroksidasyonu, protein parcalanmasi ve DNA
lezyonlar1 gibi oksidatif hasarlara neden oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre ig¢i
makromolekiillerde bu oksidatif hasarin birikmesi kanser, inflamasyon, kardiyovaskiiler
ve norodejeneratif hastaliklar gibi belirli dejenere olmus hastaliklarda ve yaslanma
stirecinde etkili olmaktadir (Kumar ve Chattopadhyay 2007). Antioksidantlar hiicresel
olarak oksitlenebilen maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren maddelerdir ve
ROS’un iiretilmesini onleme veya ROS’u sondiirme sekilde aktivite gosterirler
(Halliwell ve ark 1992). Sagligi olumlu yonde etkileyen antioksidantlar antioksidatif
koruyucu enzim sistemlerini uyarma, peroksitleri indirgeme, gecis metallerini selatlama,
serbest radikalleri sondiirme ve onlarla dogrudan reaksiyona girme gibi birkac olasi

mekanizmayla yararli etkilerini gosterirler (Zhou ve ark. 2004).



1.GIRIS

Bitki kokenli bilesiklerin antioksidant aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklere
dayanir (Heim ve ark. 2002). Bitki ekstrakt1 gibi bitkisel materyallerde bulunan fenolik
asit ve flavonoidler gibi ¢ogu polifenolik bilesik ROS’a karsi antioksidant aktivite
gosterirler (Pietta 2000). Fenolik bilesikler bitkiyi olusturan kisimlara diizenli bir
sekilde dagilmamistir; onlar bitkinin meyve, yaprak ve kabugunun dig kisimlarinda

yiiksek miktarlarda bulunur (Kahkonen ve ark. 1999)

Son zamanlarda biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen
(BHT), ter-biitil hidrokinon (TBHQ) ve propil galat (PG) gibi sentetik antioksidantlarin
birgok tiirii gida, kozmetik ve ilag olusumunda oksidasyonu yok edici maddeler veya
katki maddeleri olarak kullanilmaktadir. Ancak besinsel ve tibbi bilesenler ig¢in bu
sentetik antioksidantlarin kullanimi insan sagliginda toksik ve karsinojenik etkilere yol
acmaktadir. Bu nedenle sentetik antioksidantlarin kullanimlar1 sinirlandirilmistir.
Dolayisiyla ¢ogu arastirmaci son birkag yil i¢inde besinsel ve tibbi bilesenler i¢in yan
etkisiz antioksidant olarak kullanilabilen daha etkili oksidasyon inhibitorlerini bulmaya
caligmaktadir. Bu amacgla sentetik kimyasallarin yerini alacak dogal kaynaklardan
yiiksek aktiviteli ekonomik antioksidantlara yonelik arastirmalar artmistir (Rajeshwar
ve ark. 2005). Son zamanlarda yenilebilir bitkilerde bulunan antioksidant bilesikler gida
katkir maddeleri olarak kullanilmaktadir ¢iinkii onlar daha az toksik etki gosterebilirken

higbir toksik etki gdstermeyebilirler (Elzaawely ve ark. 2005).

Meryemana  dikeni  (Silypum  marianum), bilesikgiller  (Asteraceae)
familyasindan bazi dikenli bitkilerin ortak adidir. Diinyanin degisik bolgelerinde
karaciger hastaliklarinda tedavi amagh olarak yararl fitokimyasallar iceren Silybum
marianum giivenilir ve etkili bir sekilde kulanilmaktadir (Aktay ve ark. 2000). Bu bitki
ilkemizde Meryemana dikeni, deve dikeni, alakenger, siitli kengel gibi isimlerle
taninmaktadir (Giimiis¢ii ve ark. 1998). Halk arasinda toprak iistii kismi idrar soktiiriicii,
ates diisiiriicli, yatistirici, istah acici ve romatizma agrilarinda meyveleri ise, karaciger
hastaliklarinda ve safra arttirict olarak kullanilmaktadir (Tanker ve Tanker 1998, Baytop
1999).

Sunulan ¢alismanin amact S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin
antioksidant aktivitesini incelemek ve bu ekstraktin Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS)

neden oldugu protein ve DNA hasarii 6nleme kapasitesini test etmektir.
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Bir serbest radikal bir veya daha fazla c¢iftlesmemis elektrona sahip
kendiliginden var olabilen kimyasal tiirler olarak tanimlanir. Serbest radikaller olduk¢a
kararsiz molekiillerdir. Stiperoksit (O2-), hidroksil (-OH), peroksil (ROO-), alkoksil
(RO-) ve nitrik oksiti (NO-) kapsayan oksijen merkezli serbest radikal o6rnekleri ve
singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hipoklorit (HOCI) gibi radikal
olmayan tiirler reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinir (Cizelge 2.1) (Pietta 2000).
ROS’lar ya en az bir ¢iftlesmemis elektron igeren radikallerdir ya da biyomolekiilleri
oksitleme yetenegine sahip olabilen reaktif radikal olmayan bilesiklerdir. Bu nedenle bu
ara Uriinler ayrica oksidant veya pro-oksidant olarak adlandirilir (Halliwell ve
Gutteridge 1989, Sies 1991). ROS’lar normal fizyolojik olaylar boyunca siirekli olarak
uretilirler ve lipit peroksitlerin birikmesine neden olan membran lipitlerinin

peroksidasyonunu kolaylikla baslatabilirler (Elmastas ve ark. 2006, Giilgin 2010).

Fizyolojik konsantrasyonlardaki ROS’lar normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli
olabilir. Ancak yiiksek konsantrasyonlardaki ROS’lar hiicresel bilesenler tarafindan
etkili bir sekilde sondiiriilmezlerse proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi hiicresel
biyomolekiillere hasar verici serbest-radikal zincir reaksiyonlarini uyarabilirler ve en
sonunda hastalik kosullarina yol acgabilirler. Ayrica mutasyonlara yol agabilen DNA
hasarmma da neden olabilirler (Halliwell ve Gutteridge 1990). Olusan bu hasarlar
yaslanma, kanser, inflamasyon, kardiyovaskiiler ve noérodejeneratif hastaliklar gibi
hastaliklara neden olur (Aruoma 1994).

ROS’un endojen olusumu ig¢in biyolojik yollar onlarin {iretim yollaridir.
Organizmalar ayn1 zamanda dis kaynaklardan da ROS’a maruz kalmaktadir. ROS’un
eksojen kaynaklar tiitiin dumanini, belirli kirleticileri, organik ¢oziiciileri ve pestisitleri
kapsar (Halliwell ve Gutteridge 1989).
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Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri ve serbest radikal olmayan tiirler

Reaktif oksijen tiirleri Serbest radikal olmayan tiirler
Siiperoksit radikali 0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali ‘OH Singlet oksijen o,
Hidroperoksil radikali HOO- Ozon O;
Lipit radikali L Lipit hidroperoksit LOOH
Lipit peroksil radikali LOO:- Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO- Proksinitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO- Dizot trioksit N,O3
Azot dioksit NO,- Nitroz asit HNO,
Nitrik oksit NO- Nitril kloriir NO,CI
Nitrozil katyonu NO* Nitroksil anyonu NO
Thiyl radikali RS- Peroksinitroz asit ONOOH
Protein radikali P Nitroz oksit N,O

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
2.1.1. Hidroksil Radikali (-OH)

Hidroksil iyonunun (OH) nétral formudur. Bu radikal yaklasik tahmin edilen
10° sn yarilanma siiresiyle en reaktif tiir olarak bilinir. Hidroksil radikali, metal-
katalizli siiregte yer alan endojen H,O,’den veya vuciit sivisinin hemolitik boliinmesiyle
yiiksek enerjili radyasyon {izerinden in vivo olarak olusabilir. UV 15181 boliinmiis suda
enerjik olarak yetersizdir; fakat hidroksil radikalinin iki molekiiliinii tiretmede H,0;’i
ayirabilir. Bu radikalin yiiksek reaktivitesi tretildigi yerde hemen bir reaksiyonu

beraberinde getirmesiyle gozlenir (Diplock ve ark. 1998).
2.1.2. Nitrik Oksit (NO-)

Nitrik oksit memelilerde 6nemli bir sinyal molekiilidiir. Bu 6nemli hiicresel
haberci molekiil cogu fizyolojik ve patolojik siireglere karisir (Hou ve ark. 1999). Nitrik
oksit radikali (NO-) arjininden enzimatik olarak olusturulan sinyal bilesigidir ve kan-
damar duvarlarindaki diiz kaslar1 diistiriilmiis kan basinci sonucu gevsetir. Nitrik oksit
aynt zamanda primer bagisiklik savunma sistemine katkida bulunan aktive edilmis
makrofajlar tarafindan tiretilir. Nitrik oksit radikalinin (NO-) asirist sitotoksiktir. Nitrik
oksit radikali, peroksinitnit (ONOQ") olusturmak i¢in biyomolekiillerle dogrudan veya
O, ile birleserek reaksiyona girebilir. Peroksinitnit lipoproteinlerdeki lipit
peroksidasyonunu baslatma yetenegine sahiptir, fakat ayni zamanda proteinlerdeki
tirozin kalintilarin1 nitratlamayla hiicresel sinyallesmeye miidahale edebilir (Beckman

1996, Packer 1996).
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2.1.3. Peroksil Radikali (ROO-)

Biyolojik sistemlerde 6nemli 6lgiideki bir difiizyon yoluyla nispeten uzun siireli
bulunur. Peroksil radikali ¢oklu doymamis yag asitlerinden bir H atomunun
cikarilmasiyla baglatilan lipit peroksidasyonu siirecinden elde edilebilir. Hidroksil
radikali bu reaksiyon dizisini baslatma yetenegine sahiptir. (Esterbauer ve ark. 1992,
Reaven ve Witztum 1996). Lipit peroksidasyonuyla iiretilen ilave triinler alkoksi
radikalleri (RO-) ve organik hidroperoksidazlardir (ROOH). Ikincisi aldehitleri elde
etmek icin ayrilan endoperoksit ara iirtinlere yeniden diizenlenebilir. Protenlerin amin
grublariyla aldehitlerin reaksiyonu lipoproteinlerin protein kisminin modifikasyonunu

kapsayan bir mekanizma olarak bilinir (Diplock ve ark. 1998).
2.1.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,0,, serbest bir radikal olmayan fakat bir yiikseltgeme ajani olan O,’nin iki
elektron indirgenmesiyle olusturulur. O, ve ge¢is metal iyonlarinin varliginda H,0;
fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikali (-OH) iiretebilir (Halliwell ve Gutteridge
1989). H,0, oksidatif metabolizmanin bir yan firlinii olarak organizmalarda dogal
olarak iiretilir. H,O, radikal olmayan reaktif bir tlirdiir ve canli hiicreler arasinda
kolaylikla difiizlenebilir. H,O, yar1 émriinii belirleyen bir siire¢ olan katalaz enzimiyle
suya etkili bir sekilde doniistiiriilir. H,O’in niikleer faktor k3 ve apoprotein-1 yollari
araciligiyla sinyal iletimini diizenleyen gen sistemine dahil olmaktadir (Schreck ve

Baeuerle 1994, Sen ve Packer 1996).
2.1.5. Singlet Oksijen (*O,)

Normal triplet oksijenden daha az kararli olan molekiiler oksijenin (O>)
diamagnetik formu i¢in kullanilan yaygin bir isimdir. Singlet oksijen 1s18a maruz kalan
dokuda in vivo olarak olustugu ileri siiriilmiis olan radikal olmayan baska bir ROS’dur.
Yarilanma siiresinin onu g¢evreleyen matriks dogasina bagl olarak 10° oldugu tahmin
edilir. Singlet oksijen kimyasal reaksiyonlarla veya sinyal enerjisini iletmeyle diger
molekiillerle etkilesime girebilir. Kimyasal reaksiyonlar igin tercih edilen hedefleri
DNA bazlarindaki guanin ve ¢oklu doymamuis yag asitlerindeki ¢ift baglardir (Stahl ve
Sies 1993).
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2.2 Serbest Radikallerin Etkileri
2.2.1. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron tasima olmak
iizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, cesitli sentez ve degradasyon
reaksiyonlarinda ROS olugsmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar
lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, c¢esitli mekanizmalar ile

biyomolekiillere hasar vermektedir (Cooke ve ark. 2003, Evans ve Cooke 2004).

Kararli bir molekiil olan DNA da lipitler, karbohidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde
DNA’nin giinde 10® kez oksidatif hasara maruz kaldig1 One siiriilmistiir (Halliwell ve
Gutteridge 1999). ROS olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma
ve DNA onarim mekanizmalarinin defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol

agmaktadir (Cooke ve ark. 2003, Evans ve Cooke 2004).

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift sarmal kiriklari, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi veya bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari
meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (Cooke ve
ark. 2003, Evans ve Cooke 2004).

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar1 igerdiginden, ¢esitli katyonlari

+2/+3 +1/+2

baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe ve Cu iyonlar1 negatif yiikli
DNA’da siirekli bagl bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢cinde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif gecis metal iyonlarinin baglanmalart DNA molekiiliinii H,O;’in hedefi
haline getirmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999). DNA’ya bagli metal iyonlar ile
H,0,’in DNA iizerinde reaksiyona girmesinden olusan hidroksil radikalleri (-OH),
hidroksil radikal sondiriiciileri tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, hidroksil
radikal sondiiriiciilerin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir
(Milligan ve Ward 1994). Bu tiir DNA hasarlanmalari, DNA’nin ¢ogaltilmasinin
engellenmesine neden olabildigi gibi ¢ok c¢esitli mutasyonlarla yanlig {iriin ya da hig
iirlin tiretmemeye de neden olabilmektedir. DNA’nin bu sekilde kararliliginin bozulmasi

hiicre 6liim programinin aktivasyonuna neden olmaktadir.
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2.2.2. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri (Lipit Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarini asacak oranlarda olustuklar1 zaman
organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiillerin biiyiik bir kism1 serbest
radikaller tarafindan etkilenir fakat lipitler en hassas olanidir. Lipit molekiilleri hiicre
membranini ve gesitli hiicresel organel membranlarint olusturmaktadir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukg¢a zararlhidir. Ciinkii kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen

membran hasar1 geri dontisiimstizdiir.

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali
niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Molekiil igi ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dienleri ve daha
sonra lipit radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikali
meydana gelir. Lipit peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger ¢oklu doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de
aci8a cikan hidrojen atomlarini alarak lipit peroksitlerine doniisiirler. Boylece olay
kendi kendine katalizlenerek zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder (Sekil 2.1.)

(Braughler ve ark. 1987, Burton 1989).

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur 6zellikle hiicre igi ve
hiicreler arast molekiil trafigini ciddi sekilde bozmaktadir. Hiicre membraninin
oksidasyonu lipit radikalinin hidrofobik karakterinden dolayr dogrudan hiicre
gecirgenligini  etkilemektedir. Peroksidasyonla olusan malondialdehit, membran
bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bunun sonucu
deformasyon, iyon geg¢isi, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu

gibi farkli sekillerde membran 6zelliklerini degistirir.
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OOH
OOH OOH OOH 0—0
Dihidroperoksitler Hidroperoksi epidoksitler Hidroperoksi bis-epidoksitler

|

ikincil oksidasyon driinleri

Aldehitler ve Ketonlar Hidrokarbonlar
Formaldehit Aseton Pentan
Asetaldehit Malondialdehit (MA) Hekzan
Akrolein Glioksal Siklohekzan

Propanal Hekzanal Diasetil
4-Hidroksi-2-nonenal

Sekil 2.1. ikincil oksidasyon iiriinlerinin olusumu ve Lipit peroksidasyonunun dnerilen mekanizmasi
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2.2.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri (Protein Oksidasyonu)

Proteinler oksidatif hasarin major hedefleri olarak tanimlanmaktadir. ROS ile
proteinin ana yapisinin reaksiyonu, amino asidin o-karbonundan bir H atomunun
hidroksil radikaline (-OH) baglanarak ayrilmasi ve H,O olusturmasi ile baslar (Stadtman
ve Levine 2003). H atomunun hidroksil radikaline (-OH) baglanarak ayrilmasi karbon
merkezli radikalin olusumuna neden olur. Karbon merkezli radikal karbon-karbon
capraz baglh tiirevleri iiretmek iizere bir baska karbon merkezli radikal ile reaksiyona
girebilir.

Proteinlerin serbest radikaller tarafindan hasarlanmasi, proteinin fonksiyonunun
bozulmasina, eger bir enzim ise enzimatik aktivitesinin azalmasina, eger yapisal bir
protein ise yapisal gorevini yerine getirmemesine neden olmaktadir. Fonksiyonu ve
yapist bozulan proteinler hiicresel yikim sistemleri tarafindan yikilmaktadir. Fakat
burada bir denge s6z konusudur. Yeteri kadar hizli yikilamayan proteinler hiicre
icerisinde ve hiicreler arasinda birikmeye neden olmaktadir. Birikmeye baglayan
proteinler daha fazla proteini kendi biinyesine ¢ekmektedir. Ayrica agir metaller ve ¢ok
cesitli artik metabolitler bu birikimlere dahil olmaktadir. Bu durumda hicbir hiicresel
artik temizleme mekanizmasi bu artig1 temizleyememekte ve birikim giderek hizlanarak
cok cesitli patolojilere neden olmaktadir. Alzheimer hastalifi boyle bir patolojinin

tirlintidiir (Dalle-Donne ve ark. 2003).
2.3. Antioksidantlar

Normal bir hiicrede uygun bir pro-oksidant-antioksidant dengesi vardir. Ayrica
bu denge oksijen tiirlerinin tretiminde biliyliik bir artis oldugu zaman veya
antioksidantlarin seviyeleri azaldigi zaman pro-oksidantlara dogru kayabilir. Bu durum
oksidatif stres olarak adlandirilir. Sies (1997) oksidatif stres kavramini pro-oksidant-
antioksidant dengenin bozulmasi olarak tanimlamistir. Baska bir tanima gore, oksidatif
stres reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi ve iiretilmesi arasindaki dengesizligi temsil eder
ve meydana gelen hasari tamir etme veya reaktif ara iriinleri kolaylikla arindirma

biyolojik sistemin kapasitesiyle ilgilidir.

Bir antioksidant diger molekiillerin oksidasyonunu onleme yetenegine sahip bir
molekiildiir. Gida agisindan bir antioksidant diisiik konsantrasyonlarda oksitlenebilir bir

substrat1 onemli Ol¢iide geciktiren veya bu substratin oksidasyonunu 6nleyen herhangi
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bir madde olarak tanimlanir (Halliwell ve Gutteridge 1989, Sies 1993, Halliwell 1995).
Sekil 2.2°de gosterildigi gibi antioksidant bilesikler serbest radikalleri sondiirebilir ve
gida ve farmasoétik triinlerin isleme ve depolama siireci boyunca bozunmasina neden
olan lipit peroksidasyonu siirecini geciktirerek raf omriinii uzatirlar (Halliwell 1997).
Antioksidantlar ayrica ROS’un etkilerinden ve serbest radikallerden insan viicudunu
korurlar. Son yillarda o6zellikle bitki kokenli dogal antioksidantlar igin arastirma
yapmaya ve besinsel antioksidatlarin alternatif dogal ve gilivenli kaynaklarimi
belirlemeye yonelik biiyiik bir ilgi vardir. Gida bilesenlerinin antioksidant yeteneginin
belirlenmesi icin antioksidant aktivite ve antioksidant kapasite terimleri siklikla
birbirinin yerine kullanilabilir, ancak onlarin farkli anlamlara sahip oldugu kabul
edilmelidir. Aktivite spesifik bir antioksidant ve spesifk bir oksidant arasindaki bir
reaksiyonun sabit bir oranini ifade eder. Kapasite verilen serbest radikalin bir 6rnek

tarafindan sondiiriilme miktarinin dl¢iisiidiir (MacDonald-Wicks ve ark. 2006).

Epidemiyolojik ¢alismalar meyve ve sebze alimmin onlarin antioksidant
aktivitesine bagl olarak koroner kalp hastalig1 ve kanser gibi yasa bagli hastaliklarin
neden oldugu 6liim orani arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir (Eberhardt ve
ark. 2000, Ganesan ve ark. 2011). Bu dogal kaynaklarin en 6nemli biyoaktif bilesikleri
sagliga olumlu yonde katkida bulunan fenolikler ve flovanoidlerdir (Bocco ve ark.
1998).

Antioksidant B

Serbest radikal

Antioksidant A
Sekil 2.2. Serbest radikal ile antioksidantlar arasindaki elektron alis-verisi.
Bir serbest radikal reaktif bir tiirdiir.Ciinkii ¢iftlesmemis bir elektrona
sahiptir. Serbest radikalin reaktivitesi bir elektron veren antioksidant A
tarafindan azaltilir ve reaktif bir tiire doniisen antioksidant A ikinci bir
antioksidant B tarafindan tekrar eski haline dontistiiriiliir.
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2.3.1. Sentetik Antioksidantlar

Kullanilan en popiiler sentetik antioksidantlar biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), ter-biitilhidrokinon (TBHQ) ve propilgallat (PG) gibi

fenolik bilesiklerdir (Sekil 2.3). OH
OH
OMe
CH, OH BHA COOC;H;
BHT
HO OH
OH OH
TBHQ PG

Sekil 2.3. Sentetik antioksidantlarin kimyasal yapilar

Sentetik antioksidantlar farmakolojik uygulamalarda ve gidalarda ¢ok yaygin
olarak kullanilir. Sentetik antioksidantlar kati ve sivi yaglardaki ¢oziiniirliklerini
arttirmak i¢in daima alkillere siibstitiie olurlar (Hudson 1990). Ancak, BHA ve BHT nin
toksik ve karsinojenik etkilerinden siiphelenildiginden yasal olarak kullanimi
siirlandirilmistir (Wichi 1988, Sherwin 1990). Bu nedenle besinsel uygulamalar igin
dogal ve daha giivenli antioksidantlara artan bir egilim ve dogal antioksidantlara
yonelik tiiketici tercihlerinde biiyliyen bir ilgi vardir. Boylece antioksidantlarin dogal

kaynaklarin1 kesfetmeye yonelik girisimlere ivme kazandirilmistir (Giilgin 2006Db,
2007).

Bitkisel yaglar icin en uygun antioksidant TBHQ’dur. BHA ve BHT 1s1ya karsi
oldukca dayaniklidirlar. Bu nedenle BHA ve BHT pismis ve kizarmis Uriinlerdeki
yaglarin kararliginda siklikla kullanilir. Propil galat gibi galatlarin dezavantajlari 1s1ya
duyarliliklarindan ve karanlikta demir iyonuyla katilma {iriinii verme egilimlerinden

kaynaklanir.

Bu baglamda dogal iriinler sentetik antioksidantlardan daha saglikli ve daha
giivenli olarak goriiliir (Valenzuela ve Nieto 1996). Yaklasik 1980’den beri dogal

antioksidantlar sentetik antioksidantlara bir alternatif olarak goriilmiistiir.

11
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2.3.2. Dogal Antioksidantlar

Insan besini sahip oldugu antioksidant aktivitelerin veya onlarin yapisal
Besinsel antioksidantlarin en 6nemli temsilcileri vitamin C, tokoferoller , karotenoidler
ve flavonoidlerdir. Vitamin C’nin disinda bu antioksidantlarin her bir grubu ¢ok sayida
yapisal olarak farkli bilesikler igerir. Ornegin; 600°den fazla farkli karotenoidler
zamanla tespit edilmistir ve onlarin yaklasik %50’si insan besininde meydana gelebilir
(Sies ve Stahl 1995, Rice-Evans ve Miller 1996, Rock ve ark.1996).

2.3.2.1. Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit en gii¢lii dogal antioksidantlardan biri olarak diisiiniilebilir ve en
az toksik olan dogal antioksidanttir (Bendich ve ark. 1986, Weber ve ark. 1996).
Askorbik asit suda coziinebilir bir vitamindir ve ¢ogu besinsel gida veya bitkilerde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Genellikle oksidantlarla reaksiyona girer. Askorbik
asit elektron transferiyle radikalik zincir reaksiyonlarinit sonlandirabilir. Askorbik asit
ozeldir. Cunkii bir tek elektron transfer edebilir. Askorbik asit etkili bir indirgendir.
Askorbik asit konjuge sistem olusturan bag yapmamis hidroksil grubu, karbonil ¢ift
bagi ve cift bagdaki elektronlarin oldugu vinilog karboksilik asit olarak davranir.
Askorbik asidin protonlanmamis konjuge bazi iki temel rezonans yapisiyla stabilize
edildiginden askorbik asitteki hidroksil grubu tipik hidroksil grubundan g¢ok daha
asidiktir. Diger bir deyisle, protonlanmamig formun oldugu bir enol olarak
diigiiniilebilen askorbik asit enolatla stabilize edilebilir. Ayn1 zamanda insan plazmasi
yaklasik 60 umol askorbat igerir. ROS’la etkilesiminde askorbik asit, ara iiriin askorbil
serbest radikali  yoluyla dehidro-askorbata  yiikseltgenir.  Dehidroaskorbat,
dehidroaskorbat rediiktaz enzimiyle askorbik asite geri doniistiiriiliir. Boylece

dehidroaskorbat, askorbatla karsilagtirildiginda yalnizca ¢ok diisiik seviyelerde bulunur.

ROS’un bir sondiiriiciisii olarak, askorbik asit siiperoksit radikal anyonu, H,0,
hidroksil radikali ve singlet oksijene karsi etkili olarak gosterilmektedir. Sulu
cozeltilerde, askorbik asit ayrica reaktif nitrojen oksit tiirlerini etkili bir sekilde
sondiiriir. Besindeki askorbik asidin temel kaynaklari 6zellikle narenciye, Kivi, kiraz,
karpuz gibi meyveler ve domates, yesil yapraklar, brokoli, karnabahar ve lahana gibi

sebzelerdir.
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Askorbat ayrica in vivo bir pro-oksidan olarak davranabilir. Serbest gecis metal
iyonlart1 ve askorbatin varliginda, hidroksil radikali (-OH) iretilebilir ve lipit
peroksidasyonunun baglamasi meydana gelebilir. Serbest gecis metallerinin miktarlar

in vivo olarak ¢ok azdir. Ciinkii onlar proteinlere de etkili bir sekilde baglanir.
2.3.2.2. Tokoferoller

Tokoferoller E vitamini aktivitesine sahip olan cogu kimyasal bilesigin bir
smifidir (Giilgin ve ark. 2005a, ArasHisar ve ark. 2004). Tokoferoller iyi bilinen ve en
yaygin olarak kullanilan antioksidantlardir (Pokorny 1987). Tokoferoller ve
tokotrienoller olarak siniflandirilirlar ve bu iki smifin her birinin igerisinde sekiz

tokoferol izomerinin toplamini olusturan dort izomer (a, B, v ve 6) vardir (Sekil 2.4).
R R
5

4
HO
R7 (@) R,

R8
AT}
Tokoferol
R 5 = {V\(\/\(\/\(}
Tokotrienol

Sekil 2.4. Tokoferol ve Tokotrienol’iin kimyasal yapilar

Tokoferoller agag1 yukari tim gida materyallerinde en az miktarlarda bulunurlar.
Genellikle vitamin E’nin en yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu gida kaynaklar1 tiim
tahil tohumlar1 ve kabuklu yemislerle birlikte sebze yaglaridir. Bu grubun en 6nemli
antioksidant1 diger tokoferollerden yenilebilir yaglarda (sofra yagi) daha diisiik
antioksidant aktiviteye sahip olan sekil 2.5°de gosterilen a-tokoferoldiir. a-Tokoferol
yagda ¢oziilebilir bir antioksidanttir. Lipit peroksidasyonunu azaltmanin yaninda o-
tokoferol hiicre i¢i etkilerde kullanilabilir. a-Tokoferol hiicre organelleri ve hiicrenin dig
membraninda bulunan yagda ¢oziinebilen bir vitamindir. a-Tokoferol zincir kiricidir ve

asir1 olan oksidasyondan membranlart korur (Godbout ve ark. 2004).
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CH,

HO RZZ{V\(\/\(\/\( }
H,C @) R,
CH,
Sekil 2.5. o-Tokoferol’iin kimyasal yapisi

a-Tokoferol bilesigi gida iriinlerine eklenebilen tokoferoliin yaygin bir
formudur. Tokoferoller lipit peroksil radikaline hidroksil grubunun hidrojenini vererek
antioksidant olarak davranir. Bir tokoferolden olusan radikal aromatik halka yapisi
tizerindeki tek elektronun dekokalizasyonu yoluyla stabilize edilir. Bilesiklerin bu grubu
oldukga lipofiliktir ve lipoprotein veya membranlarda aktifdir. Onlarin en &nemli
antioksidant fonksiyonu bir tokoperoksil radikalini ve lipit hidroperoksidazla iiretilen
lipit peroksil radikallerini sondiirmeyle, lipit peroksidasyonunu onlemede goriiliir
(Diplock ve ark. 1998). Bu radikal tokokinonlara ve tokoferol dimerlere indirgenebilen
kararli peroksidazlari igeren radikal olmayan driinleri olusturur. o-Tokoferol

hidroperoksidazlarin ayrigsmasini geciktirmeyle iliskilendirilir (Frankel 1996, Etminan
ve ark. 2005).

a-Tokoferol Parkinson hastaligina karsi koruyucu etkiye sahiptir. Tokoferollerin
eksikligi spinoserebeller ataksi ve miyopatiler gibi noérolojik problemlere neden olur.
(Brigelius-Flohé ve Traber 1999). Kati yaglar, sivi yaglar ve lipoproteinlerdeki
tokoferollerin hidrojen verme giicii 6>p=y>a siralamasinda olur (Timmermann 1990).
Kati triagilgliserollerdeki a-tokoferolun antioksidant giiciiniin y-tokoferoliinkinden ¢ok

daha az oldugu bulunmustur (Lampi ve Piironen 1998).

Dogal antioksidantlar hemen hemen tiim bitkiler, mikroorganizmalar, mantarlar
ve hatta hayvan dokularinda bulunur (Pokorny 1999). Fenolik bilesikler ikincil bitki
metabolitleridirler ve bitki kokenli gida iriinlerini de igeren hemen hemen tiim bitki
materyallerinde dogal olarak bulunurlar. Bu bilesiklerin insan ve hayvan besinlerinin
ayrilmaz bir pargast oldugu diistiniiliir (Giilgin 2006b). Dogal antioksidantlarin biiyiik
cogunlugu fenolik bilesiklerdir ve dogal antioksidantlarin en Onemli gruplan

tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir.
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2.3.2.3. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerin yaygin bilesenleridir. 4.000’inin {izerinde flavonoid
igeren ¢esitli bitki tiirlerinde tanimlanmis 8.000’den fazla polifenolik, bitkinin yaprak,
kok, govde, meyve ve tohum gibi hemen hemen tiim kisimlarindan izole edilmistir
(Harborne ve ark. 1999). Temel flavonoid yapist A, B ve C ile isimlendirilen {i¢ halkada
(C6-C3-Cs) bulunan on bes (15) karbon atomundan olusmus flavon ¢ekirdegidir. A, B,ve
C olarak belirlenen iic halkay1 iceren bu bilesiklerin genel yapisi sekil 2.6°de
gosterilmistir. Pironil halka C’deki bir hidroksil grubu, bir karbonil grubu ve bir ¢ift
bagin varligi onlarin ¢esitli alt sinif ve siniflar iginde smiflandirilmasi i¢in kullanilir.
Hidroksil gruplariyla A ve B halkalarinin siibstitiiyonu her bir sinifin iiyelerini tek tek
ayirir (Musialik ve ark. 2009). Flavonoidler dogal olarak meydana gelen bitki
fenoliklerinin biiylik bir grubunu teskil eder. Cs-C3-Cg karbon iskeletiyle karakterize
edilirler.

OH O
Sekil 2.6. Flavonoidin kimyasal yapisi

Flavonoidler ¢ok etkili antioksidantlardir ve flavonoidlerin diisiikk yogunluklu
lipoproteinlerin oksidasyonunu azaltmayla kardiyovaskiiler hastaliga karst koruyucu
oldugu onerilir. Ayrica flavonoidler besinlerimizin temel antioksidant bilesenleridir
(Dragsted ve ark. 1997). Flavonoidler genellikle yiyeceklerden zayif bir sekilde absorbe
edilir. Flavonoidlerin en onemli faydalar1 oksidatif hastaliklara kars1 korumasi, gesitli
enzimlerin aktivitesini modiile etme yetenegi (Middleton ve Kandaswami 1993) ve
spesifik reseptorlerle etkilesimleridir (Williams ve ark. 2004). Genellikle flavonoidlerin
etkili antioksidant yetenegi bazi faktorlere baglidir. Bunlar molekiil g¢evresindeki
hidroksil ve karbonil grubunun diizenlenmesine siki bir sekilde bagli olan metal-
selatlama potansiyeline, hidrojen veya elektron veren siibstitiientlerin varliginda serbest
radikalleri azaltabilme yetenegine ve kararli bir fenoksi radikalinin olusumunu 6nleyen

ciftlesmemis elektronu dekokalize eden flavonoid yetenegine baglidir.
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Flavonoidlerde metaller i¢in dnerilen baglanma bolgeleri B halkasindaki katekol
pargasi, heterosiklik halkadaki (C halkas1) 3-hidroksil, 4-okso gruplar1 ve heterosiklik
halka ve A halkasi arasindaki 4-0kso, 5-hidroksil grublaridir (Sekil 2.7) (Pietta 2000).

Ayrica metal selatlamaya temel katki katekol parcasiyla saglanir.

Sekil 2.7. Flavonoidlerin metal baglama bdolgeleri

Flavonoid yarimindan {iretilen radikalin kararliligt ortaklanmamis elektron
iceren oksijen ve hidroksil arasinda olusan hidrojen bagina dayanir. 4-okso grubuyla
konjuge edilmis karbon ve C halkasindaki C=C ¢ift bagmin varlig1 ¢iftlesmemis
elektronun delokalizasyonu i¢in biiyiik 6nem tasir. Ayrica antioksidant aktivite 3 ve 5
pozisyonlarindaki hidroksil grubunun varligiyla saglanir. Bir 4-okso gruptaki bir ig
hidrojen bagi bu pozisyonlara kinetik olarak esdeger haldedir (Bors ve ark. 1990).
Ayrica, fenolik antioksidantlarin hidrojen atom transferi (HAT) ve proton transferiyle
devam edilen tek-elektron transferi (SET-PT) olarak adlandirilan kabul edilmis iki genel
mekanizmas1 vardir (Wright ve ark. 2001). Hidroksil gruplarimin var olmasimin bir

sonucu olarak, ¢cogu flavonoid biyolojik sistemlerin su fazinda ¢ogunlukla yer alir.

Serbest hidroksil grublariyla flavonoidler serbest radikal sondiiriicii olarak
davranir ve ¢oklu hidroksil gruplariyla 6zellikle B halkasindaki gruplarla, flavonoidlerin
antioksidant aktivitesi artar. B halkasindaki hidroksiller oksidasyon zincirini dnleyen
birincil aktif bolgedir (Jovanoic ve ark. 1994).

Flavonoidler antioksidant ozelliklere sahiptirler ve koroner kalp hastaligini
onleyebilirler (Giilgin ve ark. 2011a, b). Flavonoidlerin biyolojik ve antioksidant
aktiviteleri onlarin kimyasal yapisina baglidir. Flavonoidlerin serbest radikal sondiirme

aktivitesi ve antioksidant aktivitesini belirlemeden sorumlu ii¢ yapisal grup vardir.
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Bunlar;
- B halkasinin katekol kismi

- C halkasindaki 3-hidroksil grubunun varliginda karbonil grubunun 4-okso

fonksiyonuyla konjugasyondaki 2, 3-¢ift bagi ve
- A halkasindaki 3 ve 5 pozisyonlarindaki hidroksil gruplarinin varlig

Quercetin {i¢ yapisal grubun hepsine sahiptir B halkasinda 5' pozisyonundaki bir

hidroksil grubunun varlig1 antioksidant potansiyeli 6nemli 6l¢iide arttirir.
2.3.2.4. Fenolik asitler

Fenolik asitler iizerine ilginin son odagi koroner kalp hastaligi, felg ve kanser
(Giilgin ve ark. 2010a) ve antiglokom (Coban ve ark. 2007, Innocenti ve ark. 2010a, b
Oztiirk Sarikaya ve ark. 2010, 2011, Sentiirk ve ark. 2011) gibi oksidatif hasar
hastaliklarina karsi meyve ve sebzelerin yenmesi yoluyla onlarin potansiyel koruyucu
roliinden kaynaklanir. Fenolik asitler bitkilerde serbest ve bagli formlarinin varliinda
besinsel fenoligin yaklasik %30 unu olusturur (Robbins 2003). Fenolik asitler, sinnamik
asit grubu ve benzoik asit grubundan meydana gelen aromatik karboksilik asitlerin
hidroksi tiirevleridir. Sinnamik asit tiirevleri benzoik asit tiirevlerinden daha aktif
antioksidantlardir (Cuvelier ve ark. 1992, Marinova and Yanishlieva 1994, Chen ve Ho

1997).
0

OH A OH

Benzoik asit Sinnamik asit
Sekil 2.8. Benzoik asit ve Sinnamik asidin kimyasal yapilari

Fenolik asitlerin ve onlarin tiirevlerinin antioksidant aktivitesi aromatik halkaya
bagli hidroksil gruplarinin yeri ve sayisi, baglanma bdlgesi ve aromatik halkadaki
hidroksil gruplarinin karsilikli siibstitiientlerin yeri ve tiiriine baglidir (Rice-Evans ve
ark. 1996; Sroka ve Cisowski 2003). Sekil 2.8’de gosterildigi gibi fenolik asitlerin
hidroksibenzoik asit ve hidrosisinnamik asit olmak {izere iki temel grubu vardir.
Hidroksisinnamik asidin hidroksi benzoik asitten ©Onemli Ol¢iide daha yiiksek
antioksidant aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Sinnamik asitlerdeki CH,=CH-
COOH grubunun varligi benzoik asitteki COOH grubundan daha fazla antioksidant
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kapasite saglar (Cuppett ve ark. 1997). Fenol omurga yapisindaki farkl siibstitiientlerin
varligi onlarin antioksidant 6zelligini 6zellikle onlarin hidrojen verme kapasitesini
modiile eder. Genellikle siibstitiie edilmemis fenol hidrojen verici olarak inaktiftir ve
monofenol, polifenolden daha az etkili bir antioksidanttir. Orto ve para konumundaki
hidroksil grubu gibi elektron verici grubun yer almasi fenol ve fenolik asidin
antioksidant aktivitesini arttirir (Pokorny 1988, Chimi ve ark. 1991). Bir molekiiliin
antioksidant aktivitesi karbonil grubunun aromatik halkadan ayrilmasiyla artar.

Sinnamik asit, benzoik asit ile karsilastirildiginda bir antioksidant olarak daha etkilidir.
2.3.2.5. Sinnamik Asit

Sinnamik asit tiirevleri biyoaktif bitki ve besin maddeleridir. Onlar in vivo olarak
saghiga faydali etkiye sahip olan in vitro antioksidant aktivite gosterirler (Kroon and
Williamson 1999). Fenolik asitlerin antioksidant aktivitesi zayif polar organik ortamda
O-H bag ayrisma entalpi degerlerinin biiyiikligiiyle ters orantilidir. Zincir kirma
eyleminin anahtar mekanizmasi fenolik OH’dan peroksil radikaline hidrojen atomu
transferidir (HAT).

Monofenoller, difenol ve polifenollerden daha az etkilidir. Son zamanlarda yap1
ve aktivite arasindaki iliskiyle ilgili bir calismada L-dopa’nin L-tirozin’den daha yiiksek
antioksidant ve radikal sondiirme aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Orta ve para
pozisyonundaki ikinci bir hidroksi grubunun yer almasi antioksidatif aktiviteyi arttirir.
Monofenollerin etkisizliginin dnlenmesi bir veya iki metoksi siibstitiientin yer almasiyla

arttirilir.
2.3.2.6. Karetonoidler

Antioksidantlar farkli radikal ve oksidant kaynaklari i¢in farkli bir yolla yanit
verebilir. Ornegin; Karetonoidler 6zellikle fenolikler ve diger antioksidantlara nispeten
peroksil radikallerinin iyi sondiiriiciileri degildirler, fakat onlar en iyi diger fenolikler ve
antioksidantlarin nispeten etkisiz oldugu singlet oksijeni sondiirmede olaganiistii bir
ozellige sahiptirler (Prior ve ark. 2005). Karotenoidler, yagda ¢6ziinebilen bilesiklerin
dogal smifidirlar. Cogunlukla bitkilerden sentezlenir ve belirlenmis antioksidant
aktiviteyle dogal renklendiricilerdir (Stahl ve Sies 1993). Insan gidasindaki kantitatif en
onemli karetonoidler p-karoten, likopen, lutein, B-kriptoksantin, zeaksantin ve

astaksantindir (Riccioni 2009). Karetonoidler insan aracili ¢aligmalarda belirli yiiksek
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riskli populasyonlarda bazi zararlari ileri siirmeyle birlikte ve gogunlukla sifir bulgu,
bazi1 pozitif bulgularla tartismali sonuglar géstermesine ragmen ucuz ve olasi bir tedavi
olarak hastaliklar1 6nlemede kullanilabilmektedir. Karetonoidler p-karoten, lutein,
zeaksantin ve likopen igeren meyve ve sebzelerin renklerinden sorumlu temel
pigmentlerdir. Her bir ¢ift bag, artan daha uzun dalga boylarinin goriinebilir 151811
absorblayan molekiiliin daha yiiksek enerjili hale gegmesine izin veren elektronlar igin

gerekli olan enerjiyi diisiiriir (Riccioni 2009).
Likopen

Likopen, karpuz, kavun, pembe greyfurt ve pembe guava gibi diger kirmizi
meyveler ve domateste bulunan karetonoid pigmentidir (Sekil 2.9). Likopen ismi
domatesin Solanum lycopersicum siniflanmis tiirlerinden elde edilir. Likopen kirmizi
goriindiigli i¢in gorliniir spektrumun ¢ogunu absorplar. f—karoten, likopen, lutein, B-
kriptoksantin, zeaksantin ve astaksantin gibi bazi karetonoid pigmentlerinin kimyasal

yapilar1 asagida gosterilmistir.

NN N

Sekil 2.9. Likopenin kimyasal yapisi
B-Karoten

Bitki ve meyvelerde bol olan siddetli kirmizi-turuncu renklenmis bir pigmenttir.
Organik bir bilesiktir ve kimyasal olarak bir hidrokarbon smifindandir. Ozellikle onun
izopren birimlerinden elde edilmesini yansitan bir izoprenoid olarak simiflandirlir. f—
karoten 8 izopiren biriminden biyokimyasal olarak sentezlenen tetraterpenler olan
karotenlerin bir tiyesidir ve boylece 40 karbona sahiptir (Sekil 2.10). Karotenlerin bu
genel smifi arasinda, p—karoten molekiiliin her iki sonundaki beta halkalarina sahip

olmasiyla ayirt edilir (Susan ve Arnum 1998).
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A S T T Ve e N

Sekil 2.10. B-Karotenin kimyasal yapist
B-Kriptoksantin

B—kriptoksantin dogal bir karotenoid pigmentidir (Sekil 2.11). B—kriptoksantin
bovin kan serumu, elmalar, yag, yumurta sarisi, kavun, portakal kabugu ve yer kirazi
cinsindeki bitkilerin ¢igeklerini ve ta¢ yapraklarimi igeren gesitli kaynaklardan izole
edilir. (Lorenzo ve ark. 2008).

NS T T Ve O e

HO
Sekil 2.11. B-Kriptoksantin’in kimyasal yapisi
Lutein

Lutein bir ksantophildir ve en iyi bilinen dogal olarak meydana gelen
karotenoidlerden biridir (Sekil 2.12). Lutein ispanak ve lahana gibi yesil yaprakli
sebzelerde bulunur. Lutein mavi 15181 absorplar ve bir antioksidant olarak organizmalar
tarafindan kullanilir. Lutein ayrica yumurta sarisi, hayvansal yag ve retinada da bulunur

(Johnson ve ark. 2000).
OH

A Y E NS

HO
Sekil 2.12. Lutein’in kimyasal yapist

Zeaksantin

Zeaksantin  gbz retinasinin  i¢ini  kapsayan iki temel ksantophil
karotenoidlerinden birisidir (Sekil 2.13). Periferal retinada lutein baskin iken sari
noktanin merkezi i¢ginde zeaksantin baskindir. Ad1 zeaksantindeki temel sar1 pigmenti

saglayan Zea mays’dan gelir (Krishnadev ve ark. 2010).
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Sekil 2.13. Zeaksantin’in kimyasal yapisi

Astaksantin

Cogu karetonoid gibi astaksantin de renklidir ve yagda c¢oziinebilen bir
pigmenttir (Sekil 2.14). Astaksantin, mikroalg, maya, somon, alabalik, karides benzeri
deniz canlisi, karides, kerevit, kabuklular ve bazi kuslarin tiiylerinde bulunur.
Astaksantin pigirilmis kabuklularin ve somon etinin kirmizi rengini saglar. Astaksantin,
baz1 karotenoidlerin aksine insan viicudundaki A vitaminine doniismez. A vitaminin
fazlas1 da insan i¢in toksiktir, fakat astaksantinin toksisitesi daha diisiiktiir. Astaksantin
diger karotenoidlerden biraz daha disiik bir antioksidant aktiviteye sahip bir

antioksidanttir (Mortensen and Skibsted 1997).

Karotenoidler fotooksidatif siireglere karsi bitkilerde koruyucu bir rol oynar.
Ornegin, peroksil radikalleri (Stahl ve Sies 2003) ve singlet molekiiler oksijeni (Di

Mascio ve ark. 1989) sondiirmede etkili antioksidantlardir.
OH

© XX R R R

HO

Sekil 2.14. Astaksantin’in kimyasal yapisi
2.4.0nceki Cahsmalar

Miller (1996) Zehirler, agir metaller, ilaglar, radyasyon, hormonlarin fazlasi,
doymus ve acilagmis yaglar, biyokimyasal reaksiyonlarda meydana gelen metabolitler,
pestisitler, herbisitler, nikotin, stres, proteince zengin diyet gibi faktorler karacigerin
isini zorlastirir. Yiksek yag, seker, protein diyetleri karacigeri strese sokmaktadir. Bu
durumlara maruz kalmak karacigerdeki glutatyon miktarin1 azaltir ve dolayisiyla
karaciger hasara kars1 hassaslasir. Miller Silmarin’in karaciger hiicrelerini antioksidan
etkisi ile de destekledigini, detoksifikasyon asamalarini stimiile ederek etki gosterdigini

bulmustur. Bu etkisini glutatyon iretimine katkida bulunarak yaptigini gostermistir.
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Silmarin’in karaciger hiicrelerindeki glutatyon seviyesini %35- 50 oraninda arttirdigini
deneylerle saptamistir ve karaciger detoksifikasyonunda bu mekanizma 6nemli bir rol
oynamaktadir. Miller ayrica Silmarin’in serbest radikallerin zararli etkilerini de
onledigini gostermistir.

Miller (1996) Silibin’in in vitro deneylerde bobrek hiicrelerindeki oksidatif
zarar1 da azalttigi gozlemistir. Siganlarda silibin’in sisplatinin  neden oldugu
nefrotoksisiteyi engelledigini ve Silmarin’in antioksidan olarak pankreas: da zararlardan

korudugunu gézlemistir.

Brown (1996) Silmarin’in ayn1 zamanda kirmizi kan hiicrelerinde bulunan diger
bir antioksidan olan siiperoksit dismutazin da etkisini arttirdigin1 bulmustur. Silmarin’in
insan plateletlerinde lipit peroksidasyonunu doza bagli olarak inhibe ettigini
gostermistir. Bu etkiler 06zellikle alkol alanlarda Onemlidir. Alkol bagimlilig
immunsupresyon yaptigi i¢in bazi bireylerde 6nemli hasara neden olabilir. Bu sebepten
alkol tiiketiliyorsa antioksidan destegi almak gereklidir. Brown Silmarin’in ayrica
eritrosit membranini lipit peroksidasyonuna ve hemolize kars1 korudugunu gostermistir.
Yapilan aragtirmalara gore bu bitkinin karoten, selenyum, C ve E vitamininden daha

potansiyel bir antioksidant oldugunu ifade etmistir.

Flora ve ark. (1998) Silmarin’in karacigerin kimyasal, fonksiyonel ve morfolojik
degisimleri iizerindeki etkisini incelemek iizere yaptiklari bir calismada, alkolden
kaynaklanan nispeten hafif ve subakut karaciger hastalarina giinde 420 mg dozda
silimarin verilmistir. Baglangigta serum transaminaz seviyesi yiiksek iken 4 hafta sonra
SGPT ve SGOT seviyelerinde onemli bir azalma goriilmiistiir. Ayrica karaciger
hiicrelerinde meydana gelen histolojik degisimler de normale donmiistiir, boylece
silmarin’in alkol metabolizmasin1 yavaglattigi ve karacigeri potansiyel hasardan

korudugu sonucuna varmislardir.

Barrite ve ark. (2002) S. marianum flavonolignanlarinin karacigere iki spesifik
etkisi oldugunu ortaya koymuslardir. Birincisinin silmarin’in karaciger hiicresi
membranina baglandigini ve bdylece karacigeri ¢evresel toksinlerin olas1 zararlarindan
korudugunu (6rnegin mantar zehiri, endojen zehirler, serbest radikaller) . Ikincisinin ise

silmarin’in karaciger hiicrelerine girdigini ve karaciger sagligi i¢in hayati olan
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enzimlerin  yapimimi  arttirdigin1i = bdylece  rejenerasyonu  stimiile  ettigini

gbzlemlemislerdir.

Wang ve ark. (2002) Karaciger, aktive olmus l6kotrienler gibi zararli bilesikler
nedeniyle hasar gorebilir. Bunlar bir oksijen molekiilii doymamis yag asidine transfer
olurken meydana gelir. Bu reaksiyonun olmasi i¢in lipoksijenaz enzimi gerekmektedir.
Silimarin’in bu enzimin etkisini inhibe ettigini, l6kotrienlerde de bir azalma oldugunu
gozlemislerdir. 5-Lipoksijenaz baskilanmasi ile Silmarin’in hidrojenperoksit ve
siiperoksit nedeniyle olan yaralanmalardan da koruma etkisine sahip oldugunu ifade
etmiglerdir. Silmarin’in ayn1 zamanda reaktif oksijen ¢esitlerini (ROS ve R-OH) ve
Niikleer faktor-kappa B’yi baskiladigini gostermisler ve bu yolla enflamasyon ve
karsinojenezi diizenledigini ifade etmislerdir. Mikroglia beyin hiicrelerinin makrofaj
benzeri bir popiilasyonudur, merkezi sinir sistemi savunma ve doku tedavisinde rol
oynar. Silmarin’in efektif olarak lipopolisakkarit nedenli siiperoksit iiretimi ve niikleer
faktor kappa B aktivasyonunu engelledigini, merkezi sinir sisteminde norodejeneratif
hastaligin ilk basamaklarinda gelisen mikroglia aktivasyonu denen antienflamatuar
cevabi inhibe ettigini, dolayisiyla Niikleer Faktor aktivasyonunun inhibisyonuna aracilik
ettigini bulmusglardir ve LPS-indiiklii ndrotoksisiteden dopaminerjik noronlari

korudugunu gostermislerdir.

Fraschini ve ark. (2002) S. marianum infiizyonunun farelerde karaciger enzim
fonksiyonlar1 iizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Sonugta hayvan dokularinda
glutatyonun arttigini, sitokrom P450 ve transaminazlarin azaldigini gozlemislerdir,
bunun da bitkinin hepatoprotektif etkisinden ileri geldigini ileri siirmiislerdir. Ayrica
asirt demir aliminda selat olusturarak glutatyon pargalanmasini azaltici etkiye sahip
oldugu sonucuna varmislardir. Yaptiklar1 bir ¢aligmada glutatyonun %35 oraninda

arttigin1 géstermislerdir.

Gunaratne ve Zhang (2003) ile Dehmlow ve ark.(1996) Silibin’in antioksidan
etkisini, Kupffer hiicreleri tarafindan nitrik oksit ve siiperoksit anyon radikallerinin
iretimini azaltarak gosterdigini ifade etmislerdir. Bunun yani sira Silibin’in kupffer
hiicrelerinin {rettigi 16kotrien olusumunu inhibe ettigini gostermislerdir. Silimarin’in
karaciger, bagirsak ve mide tarafindan salgilanan glutatyon iretimini arttidigini

bulmuslardir. Glutatyon karacigerdeki detoksifikasyon hiicrelerince hormon, kimyasal
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madde ve ilaglarin metabolizmasinda kullanilir. Silibin’in ise asir1 demir yiiklenmesi ile
olusan hepatit ve mitokondrial glutatyonun oksidasyonunu azalttigini, ayrica
fosfotidilkolin sentezini stimiile edip kolinfosfotidiltransferaz aktivitesini arttirdigini
gostermislerdir. Siiperoksit anyon radikal ve nitrik oksit yapimini doz bagimli olarak

inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Singh ve Agarwal (2005) Yaptiklar1 bir ¢alismada UV radyasyonunun deri
hiicrelerinde oksidatif stresi arttidigini, reaktif oksijen ¢esitleri (ROS) olusturdugunu ve
bunun da kanserin baglamasima neden oldugunu gostermislerdir. ROS olusum
yolaklarin1 antioksidanlarin engelleyebildigini ileri siirmiislerdir. Yiiksek kanser
riskinde ve ileri giines yamiginda silimarin’in antioksidant olarak kullanilabilecegini

ortaya koymuslardir.

Victorrajmohan ve ark. (2005) Yaptiklart bir ¢alismada yetigkinlerde kronik
karaciger hastaliginda Legalon® preparati 560 mg/giin dozda verilmis aspartat
transferaz, alanin transferaz, I-glutamiltransferaz enzimlerinin sirasiyla % 36; 34; 46

oraninda diistiigiinii gézlemlemislerdir.

Ahmed ve ark. (2006) Silypbum marianum triterpenoitlerinin konsantrasyona

bagli olarak kemotripsini inhibe etdigini bulmuslardir.

Hoh ve ark. (2006) Silibin’in oral alim1 hakkindaki yaptiklart bir pilot calismada
kemirgenlerde kolorektal kanseri 6nleyici etkisini bulmuslardir. Bu etkisinin, intestinal

kanserde kuvvetli bir antioksidan oldugu sonucuna varmiglardir.

Li ve ark. (2006) Silibin’in UV nedenli insan keratinosit hiicrelerinde kaspase 8
yolaklar1 yoluyla apoptozisi inhibe ettgini, incelenen bu etkinin uygulamadan 9 saat

sonra goriildiiglinii tespit etmiglerdir.

Nencini ve ark. (2006) Silmarin’in sigan beyninde oksidatif hasardan koruyucu
etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Yiiksek dozda oral yolla asetaminofen alimi
glutatyon degerinde azalmaya neden olur. Sicanda asetaminofen nedenli beyin
hasarinda enzimatik-nonenzimatik antioksidan savunma sistemi arastirilmistir. Albino
Wistar siganlarina Once asetaminofen verilmis, glutatyon; askorbik asit miktar1 ve
sliperoksit dismutaz aktivitesinin azaldigi, okside olmus glutatyon ve malondialdehit

seviyesinin ise arttigi gézlenmistir. Silmarin uygulanmis siganlarda glutatyon, askorbik
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asit miktarmin ve siiperoksit dismutaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide artmis oldugunu

bulmuslardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

Bu c¢alismanin materyalini olusturan Silypum marianum L. Gaertner
(Meryemana dikeni) bitkisinin tohumu Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Bolimii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Siileyman KIZIL tarafindan kiiltiiri yapilarak

elde edilmistir.

3.1.1. Kullanilan Bitkinin Botanik Ozelligi, Yayihsi ve Kullanim Alanlari

Silybum marianum L. Gaertner (Meryemana dikeni) Asteraceae familyasina
bagl bir bitki olup iilkemizde 6zellikle Bati ve Giiney Anadolu’da Izmir, Aydin,
Denizli, Mersin, Adana ve Antakya yorelerinde ve Marmara bdlgesinin sahil kesiminde;
yol ve tarla kenarlar1 ile bos alanlarda yetismektedir. Bu bitki {ilkemizde Meryemana
dikeni, deve dikeni, alakenger, siitlii kengel gibi isimlerle taninmaktadir (Giimisgii ve
ark. 1998).

v ".\') : f‘ ’

Sekil 3.1. S. marianum’un mor tiiriiniin bitki, ¢igek ve tohum kisimlari

Silybum marianum govdesi koseli, seyrek tiyli, 1-2 yillik 40-150 cm’e kadar
uzanan otsu bir bitkidir. Bitkiler hayat dongiilerini erken filizlenip yeterince biiylirlerse
bir yilda tamamlar. Filizlenme sonbahar ve ilkbaharda meydana gelir. Kurakliga
dayanikhdir, giinesli yerleri ve tagh topragi sever. Yapraklar kesik ve yuvarlaktir, 20
cm uzunluga ve 10 cm genislige ulasabilir. Geng¢ yapraklar1 ise daha kiigiik ve az
lobludur. Sap1 sert ve siyahtir. Cicekleri; bas seklinde olup bir arada toplu
goriinimdedir, 2-6 cm’e kadar biyiiyebilirler. Cicekler parlak kirmizi-pembe veya
eflatun-kahverengidir, borumsu ve yogun dikenlidir. Her bir ¢i¢ek yaklagik 190 tohum

tagir. Tohumu ise; koyu renkli oval farkli yiizeylerden olusmustur ve 6 mm
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uzunlugundadir. Tohumlar 9 yil siireyle kullanilabilir. Cogalma da tohumlar yoluyla
olur. Meyveleri 7 mm uzunlukta, esmer-siyah renkli, parlak, lekelidir (Tanker ve ark.
2004). Turkiye’de kiiltiirti yapilmaktadir, iki alt tiirii bulunmaktadir, S. marianum ssp.
marianum ve S. marianum ssp. anatolicium’dur. Ozellikle Akdeniz gevresindeki
iilkelerde uzun yillardir karaciger i¢in tonik olarak kullanilmaktadir. Bitkinin tiim
kisimlar1 yiyecek olarak kullanilabilir, ¢linkii toksik degildir. Halk arasinda toprak iistii
kismi idrar soktiiriicii, ates distriicli, yatistirici, istah agic1 ve romatizma agrilarinda
meyveleri ise, karaciger hastaliklarinda ve safra arttiric1 olarak kullanilmaktadir (Tanker
ve Tanker 1998, Baytop 1999).

Sekil 3.2. Meryem ana dikeni tohumlari

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Malzeme Marka
1. Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) Sigma
2. 1, 1- difenil-2-pikril hidrazin (DPPH) Sigma
3. Gallik Asit (3, 4, 5- trihidroksibenzoik asit) Sigma
4. Deoksiriboz Sigma
5. Agaroz Sigma
6. Bovin Serum Albumin Sigma
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Malzeme

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Glasiyel asetik asit

Tris-HCI

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Bromofenol blue

Glisin

Amonyumpersiilfat (APS)
Hidroklorik asit (HCI)

Etanol (CH3CH,OH)

Guanidin hidrokloriir

Biitillenmis hidroksi anisol (BHT)

Potasyum asetat (CH3COOK)

Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

Potasyum ferrisiyanit (KsFe(CN)s)

Trikloroasetik asit (TCA)
Askorbik asit

Stilfiirik asit (H2SOy)
B-merkapto etanol

2, 4-dinitrofenil hidrazin
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Marka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka

Fluka
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Malzeme

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

2-tiyobarbiitirik asit (TBA)

Ferrozin

Dihidrojen potasyum fosfat (KH,PO,)
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,)
Quercetin dihidrat

Etil asetat

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sodyum Karbonat (Na,COg)
Etilendiamintetra astik asit (EDTA)
Aliiminyum nitrat (Al(NO3))

Metanol (CH3OH)
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Fluka

Fluka

Fluka

Fluka

Fluka
Carlo-Erba
Carlo-Erba
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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3.1.3. Kullanilan Aletler

© 00 N o O B~ W N e

e e N o e
0 N O L A WN RP O

. Varian marka, Cary 100 Bio model UV-VIS Spektrofotometre
. Bio Rad Gel Doc XR marka, Jel Goriintiileme Sistemi

. Bio Rad mini protean marka, Elektroforez

. Hettich marka, Universal 320 R model, Santrifiij

. Heraus marka, Sterilizator

. Hiramaya marka, Otoklav

. Metler Toledo marka, Terazi

. Heiidolph marka, Vortex

. Metler Toledo marka, pH —metre

. Heiidolph marka, Laborota 4000 model, Soxhlet

. Bibby Strilin Ltd marka, RE-100B model Evaporat6r
. Sanyo marka, Derin dondurucu

. Argelik marka, Buzdolab1

. Arcelik marka, Mikrodalga firin

. Memmert marka, Calkalayic1

. Ependorf marka, Mikropipet

. Schleicher-Schvell marka, Membran filtresi

. Ogiitiicii
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3.2. METOT

3.2.1. Bitki Tohumunun Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bitki tohumu ogiitiici yardimiyla iyice ogitiildi. Silybum marianum
bilesiklerinin ekstraksiyonu yagmin ¢ikarilmas:t ve etanol ekstraktinin elde edilmesi
olmak iizere iki adimda gergeklestirildi. Bunun i¢in Soxhlet diizenegi kuruldu. Bitki
tohumu iki seliiloz kartusda da 10 gr olacak sekilde tartildi. Once 370 ml petrol eteri ile
ekstraksiyon islemi baslatildi. Elde edilen ¢ozeltinin ¢oziiciisii evaporatérde uguruldu.
Daha sonra 350 ml etanol ile ekstraksiyon islemi baslatildi. Elde edilen ¢ozeltinin
¢oziiclisii evaporatdorde ucguruldu. Yapilan tiim islemler 2 kez tekrarlandi ve bu
islemlerin sonunda 1.0786 gr sar1 renkli etanol ekstrakti elde edildi. Elde edilen etanol

ekstrakt1 ve bitki yagi 4 %C’de renkli cam siselerde saklandi.

Silybum marianum
10 gr tohum

Petrol eteri ile

soxhlet
Petrol eteri evapore
edildi
Kalan kisim Silybum marianum yagi

1) Etanol ile soxhlet
2) Etanol evapore edildi

Silybum marianum etanol ekstrakti

Sekil 3.3. Bitki tohumunun etanol ekstraktinin hazirlanmasinin sematik gosterimi
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geri sogutucu '\ su gilag
su girisi
soxhlet
ekstraktérm
seliiloz kartug

Sekil 3.4. Soxhlet diizenegi
3.2.2. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin toplam fenolik bilesen miktari
Folin-Ciocalteus yontemine gore belirlendi (Singleton ve ark. 1999). Standart olarak
gallik asit kullanild1 (Sekil 3.5). Gallik asitin 0.5 mg/mI’lik stok ¢ozeltisi etanol iginde
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Silypum marianum ekstaktinin 0.5
mg/ml’lik ¢ozeltisi etanolde hazirlandi. Daha sonra konsantrasyonlarna gore gallik
asitten ve ekstrakt ¢ozeltisinden 40 pl alip, lizerlerine 1160 pl saf su ve 200 pl 2N
folin reaktifinden ilave edilip iyice karistirildi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika
bekletildikten sonra iizerine 600 pl % 20°lik Na,COj ¢ozeltisi ilave edilip iyice
kanigtirildi. Olusan karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda calkalandi. Bu siirenin

sonunda UV’de 765 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Galik asidin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gegirildi

ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A) = 0.0024 x gallik asit (ug) (R>=0.9967)

Bu esitlik kullanilarak S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin igerdigi

toplam fenolik bilesen miktar1 gallik aside esdeger (GAE) olarak hesaplandi.
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HO OH

OH
Sekil 3.5. Gallik asit

3.2.3. Toplam Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin toplam flavonoid bilesen tayini
Zhishen ve ark. (1999) tarafindan tanimlanan yontem ile tayin edildi. Standart olarak
quercetin kullanildi (Sekil 3.6). Bu yontemin dayandigi temel prensip quercetin igindeki
flavonoid bilesen miktarini quercetinin artan konsantrasyonlarina karst grafige gecirip,
bitki ekstrakti igindeki toplam flavonoid bilesen miktarini quercetine esdeger olarak

hesaplamaktir.

Quercetinin metanol i¢indeki 100 pg/ml’lik stok ¢dzeltisinden 1, 5, 10, 15, 20 ve
25 pg/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Silybum marianum
ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik ¢ozeltisi etanolde hazirlandi. Daha sonra deney ortamina 0.1
ml % 10’luk A1(NO3)s3, 0.1 ml 1M CH3COOK ve 3.8 ml metanol birakildi. Bu karisim
tizerine konsantrasyonlarina gore 1ml quercetin ve 1 ml ekstrakt ¢ozeltisinden kendi
deney tiiplerine eklenip karisim iyice karistirildi. Sonra elde edilen son karisim 25
OC>deki su banyosunda 40 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda UV’de

415 nm’de absorbans olciildii.

Quercetinin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gegirildi
ve asagidaki esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.028 x quercetin (ug) (R*= 0.9999)
Bu esitlik kullanilarak S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin igerdigi

toplam flavonoid bilesen miktari quercetine esdeger (QUE) olarak hesaplandi.

34



Aynur SERCE

Sekil 3.6. Quercetin

3.2.4. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin DPPH radikalini (Sekil 3.7)
sondiirme aktivitesi DPPH metodu kullanilarak belirlendi (Blois 1958, Shimada ve ark.
1992). Bu yontemde BHT ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrollerin
ve bitki ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok
¢ozeltilerden 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi. 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi metanolde hazirlandi. Tohum ekstraktinin ve pozitif
kontrollerin seyreltilmis c¢ozeltilerinden konsantrasyonlarina gére 3 ml alindi ve
tizerlerine 0.1 mM DPPH ¢ozeltisinden 1 ml ilave edildi. Tiiplerde olusan karigim iyice
karistirildiktan sonra 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Bu siirenin sonunda UV’de 517 nm’de absorbons 6l¢iildii. Bu metotta negatif kontrol
olarak 3 ml metanol ve 1 ml 0.1 mM DPPH karisimi1 kullanilirken kor olarak da 4 ml

etanol kullanild.

Sonug olarak artan ekstrakt konsantrasyonuna karsi % inhibisyon degerleri

grafige gecirildi. % inhibisyon degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% 1 = [(Axontrol~Asmek)/Akontrol] > 100

% I = DPPH radikalini sondiirme aktivite ylizdesi (yiizde inhibisyon)
NO
2

Sekil 3.7. DPPH Radikali
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3.2.5. indirgeme Giicii

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin indirgeme giicii Oyaizu (1986)
metoduna gore belirlendi. Bu yontemde BHT ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi.
Pozitif kontrollerin ve tohum ekstraktlarinin 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonda stok
cozeltileri hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu ¢dzeltilerden 1ml
aliip iizerlerine 2.5 ml fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.6) ve 2.5 ml %1 lik potasyum
ferrisiyaniir [KsFe(CN)g] ilave edildi ve karisim iyice karistirildiktan sonra 50 °C’de 20
dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda karisima 2.5 ml %10’luk
trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve karisim iyice karigtirildiktan sonra 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij yapild:. iki faza ayrilan karisimin iist tabakasindan 2.5 ml alinip iizerine
sirastyla 2.5 ml saf su ve 0.5 ml % 0.1°lik FeClz ¢o6zeltisi ilave edilip iyice karistirildi.
Sonra bu karisim oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
UV’de 700 nm’de absorbans 6lg¢iildii ve artan konsantrasyona karsi absorbans degerleri
grafige gecirildi. Bu metotta negatif kontrol ekstrakt veya pozitif kontrol icermeyen test
Ornegidir.

Reaksiyon karigiminin yiiksek absorbansi yliksek indirgeme giiciinii gosterir.

3.2.6. H,O, Sondiirme AKktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin hidrojen peroksit (H,O,) sondiirme
aktivitesi Zhao ve ark. (2006)’nin metoduna goére belirlendi. Bu metotta askorbik asit
pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrol ve bitki ekstraktinin 2.5 mg/ml’lik
konsantrasyonda stok cozeltileri hazirlandi. Deney iki yol izlenerek yapildi. Birinci
yolda 0.5 ml 0.1 mM H;0, ve 100 ug/ml konsantrasyondaki ekstrakt ve pozitif
kontrolden 1 ml alindi. Bu karigim tizerine 100 ul %3’liilk amonyum molibdat, 10 ml 2
M siilfiirik asit (H2SO4) ve 7 ml 1.8 M potasyum iyodiir (K1) eklendi. Sar1 renkli olan
bu karigim sar1 rengi kaybolana kadar 5 mM sodyum tiyosiilfat (Na,S;03) ile titre
edildi. ikinci yolda ise 1 ml 0.1 mM H,0; ve 100 ug/ml konsantrasyondaki ekstrakt ve
pozitif kontrolden 0.5 ml alindi. Bu karisim iizerine 100 pl % 3’liik amonyum molibdat,
10 ml 2 M siilfiirik asit (H2SO4) ve 7 ml 1.8 M potasyum iyodiir (KI) ilave edildi. Sar1

renkli olan bu karisim yine sar1 rengi kaybolana kadar 5 mM Na,S,0s ile titre edildi.
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Her iki yolda da ekstraktin hidrojen peroksit sondiirme aktivitesi asagidaki esitlige gore

hesaplandi.
Hidrojen peroksit sondiirme aktivitesi (%) = [(Vo-V1) / Vo] x 100
V=Kontrol numunesinin titrasyonu i¢in kullanilan Na,;S,03 ¢ozeltisinin hacmi

V1=S. marianum tohumunun etanol ekstrakti ve pozitif kontrol i¢in kullanilan

Na,S,03 ¢ozeltisinin hacmi

Bu metotta kullanilan kontroller askorbik asit i¢in saf su, ekstrakt i¢in etanoldiir.

3.2.7. Protein Oksidasyonu Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin protein oksidasyonu Wang
metoduna gore belirlendi (Wang ve ark. 2006). Bu metotta pozitif kontrol olarak BHT
kullanildi. Negatif kontrol olarak pozitif kontrol ve ekstrakt icermeyen test Grnegi
kullanildi. Bitki ekstraktinin ve pozitif kontroliin 2.5 mg/ml’lik konsantrasyonda stok
¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Deney tiipiine sirasiyla 800 pl 20 mM
pH=7.4 potasyum fosfat tamponu veya ekstrakt ve pozitif kontroliin konsantrasyona
bagl seyreltik ¢ozeltileri 4 mg/ml’lik konsantrasyonda 400 pl BSA, 50 uM 400 pl
FeCls, 1 mM 400 pl H,O, ve 100 u M 400 pul askorbik asit ilave edildi. Toplam hacmi
1.2 ml olan karisim daha sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakild1. Inkiibe edilen
karisimdaki Orneklerin protein karbonil bilesenini belirlemek i¢in karisitma 2 M
HCI’deki 10 mM 2.4-dinitrofenilhidrazinin (DNPH) 2 ml’si ilave edildi. Karisim oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda karisima % 10’luk soguk
trikloroasetik asitten (TCA) 2 ml ilave edildi ve karisim 15 dakika buz banyosunda
bekletildi. Bu siirenin sonunda karisim 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santifiijlendi.
Santifiij sonunda olusan protein pelleti etanol/etil asetat (1:1) karisiminin 2 ml’si ile 3
defa yikandi ve pellet guanidin hidokloridin (6 M, pH=2.3) 2 ml’si ile ¢oziildi. Bu

islemin sonunda UV’de 370 nm’de absorbans olgiildii.

Sonu¢ olarak artan ekstrakt konsantrasyonuna karst % inhibisyon degerleri

grafige gecirildi. % inhibisyon degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

%l = [(AkontroI'Aérnek)/Akontrol] %100
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3.2.8. Lipit Peroksidasyonunu Onleme Aktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu o6nleme
aktivitesi tiyobarbitiirik asit (TBA) metoduna gore belirlendi (Lo ve Cheung 2005). Bu
metotta pozitif kontrol olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kullanildi. Negatif
kontrol olarak pozitif kontrol ve ekstrakt icermeyen test Ornegi kullanildi. Bitki
ekstraktinin ve pozitif kontroliin 0.5 mg/ml’lik stok g¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden 5, 10, 25, 50, 100 ve 250 pg/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi. Daha sonra deney tiipiine Onceden hazirlanmis olan karaciger
homojenatindan (siipernatant) 100 pl alindi ve tizerine sirasiyla 200 pl ekstrakt ve
pozitif kontroliin konsantrasyonlarina gore seyreltilmis ¢ozeltileri, 100 pl 10 uM FeCls;
ve 100ul 0.1 mM askorbik asit ilave edildi. Karisim vortexle iyice karistirildi ve 37
°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibe edilen karigim iizerine 500 ul % 28’lik
trikloroasetik asit (TCA) ve 380 pl % 2’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) ilave edildi ve
karigim 20 dakika 100 °C’de inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda érnekler buz
iizerinde Sogutuldu. Daha sonra reaksiyon karisimi 3000 rpm’de 10 dakika boyunca

santrifiijlendi. Bu islemin sonunda UV’de 532 nm’de siipernatant’in absorbansi 6l¢iildii.

Sonug olarak artan ekstrakt konsantrasyona kars1 % inhibisyon degerleri grafige

gecirildi. % inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore hesaplandi.

%l = [(Akontrol'Aérnek)/Akontrol] x 100

3.2.9. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin H,0,/Fe**/askorbik asit sistemi ile
Bovin Serum Albumin (BSA) proteininde meydana getirilen oksidatif hasarini koruyucu
etkisi elektroforetik olarak incelendi. Pozitif kontrol olarak BHT kullanildi. Pozitif
kontrol ve tohum ekstraktindan 6 mg/ml’lik konsantrasyonda stok ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu stok ¢ozeltilerden 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltik
¢ozeltiler hazirlandi. BSA 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH=7.4) i¢inde ¢oziildii.
Deney tiipiine sirastyla 200 ul potasyum fosfat tamponu (pH=7.4) veya ekstrakt ve
pozitif kontroliin konsantrasyona bagli seyreltik ¢ozeltileri, 200ul BSA, 200 pl 1.0 mM
FeCls, 200 ul 3.0 mM EDTA, 200 pl 2.5 mM H;0; ve 200 pl 1.0 m M askorbik asit
ilave edildi. Toplam hacmi 1.2 ml olan karisim 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakild.

Inkiibe edilmis reaksiyon karisimi Laemli’s (1970) metodu kullanilarak % 10’luk
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sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel (SDS-PAGE) iginde elektroforezle analiz
edildi. Ornekler tamponla (Tris HCI pH=6.8, % 2 SDS, %5 2-merkapto etanol, % 10
stikroz ve % 0.002 bromofenol blue) esit hacimde karistirildi. Daha sonra bu karigim 5
dakika 100 °C’de sitildi. Bu siire sonunda her bir drnekten 10 pl elektroforez
kuyucuklarma yiiklendi. Jel BioRad 1.000/500 gii¢ kaynagi kullanilarak minijel i¢in 25
MAmp sabit bir deger ve maximum voltajda yiiriitiicii tamponla (Tris HCI pH=6.8, % 2
SDS, % 5 2-merkapto etanol, %10 siikkroz ve % 0.002 bromofenol blue) BioRad
tankinda yiirtitiildii. Bu islemin sona ermesiyle jeller % 15’lik Coomassie parlak mavi
R-250 boyast ile 2 saat siireyle renklendirildi. Daha sonra boya ¢ikarma soliisyonu (su:
meteol: glasiyel asetik asit: 6: 3: 21 v:v:v) ile jellerden boya ¢ikarildi. Daha sonra bu

jeller jel goriintiileme sistemiyle dijital olarak fotograflandirildi.

3.2.10. Band Yogunlugunun Olgiilmesi ve Grafikle Sunulmasi

Protein hasarmin miktarin1i ve band yogunlugunu belirleme jel goriintiileme
sistemi kullanilarak yapildi (Gel-Doc-XR; BioRad, Hercules, CA, USA). Jeller
tizerindeki bantlar Quantity One Programme sistemiyle belirlendi (version 4.5.2,
BioRad). Boylece her bir bandin yogunlugu hesaplandi ve kontrol grubla standardize

edildi. Sonuglar 3 farkli 6l¢timiin ortalamasi olarak gosterildi.

3.2.11. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

S. marianum tohumunun farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstraktinin ve
yagimin supercoiled DNA’y1 H,0, fotolizi sonucu olusan OH radikaline karsi koruyucu
etkilerinin agaroz jel elektroforezi pBluescript M13(+) plazmit DNA {izerinde kontrol
edildi. Plazmit DNA, Qiagene plazmit miniprep kiti kullanilarak izole edildi (Kizil ve
ark. 2003). Plazmit DNA, tohum ekstraktinin farkli konsantrasyondaki g¢ozeltileri
varliginda H;0,+UV islemiyle okside edildi ve Attaguile metodunda yapilan
modifikasyon ile agaroz jel (%1) iizerinde kontrol edildi (Attaguile ve ark. 2000).
Agaroz (1 gr) trisasetat tamponuna (100 ml; 40 mM tris asetat, 1 mM EDTA, pH=8.2)
ilave edildi ve karisim jelin ¢Ozlinmesi i¢in mikrodalga firinda 3 dakika kadar
kaynatildi. Bu siirenin sonunda jel yaklasik 60 0C’ye gelinceye kadar sogumaya
birakildi. Daha sonra 1.5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi ve karistirildi.
Cozelti kenarlar1 otoklav bandiyla sarilmis ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya

dokildii. Jel donmasi i¢in oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Tohum ekstrakti ve
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yagindan 10 mg/ml’lik konsantrasyonda stok ¢ozelti 1 ml’lik ependorfda hazirlandi.
Deneyler, toplam hacim 10 ul olacak sekilde, fosfat tamponu (7.14 mmol fosfat ve
14.29 mmol NaCl, pH=7.4) igerisinde, her tiip 200 ng plazmit DNA, 2.5 mmol/l H,0,
ve sirastyla 100, 500, 750, 1000 pg/ml konsantrasyonda etanol ekstrakti ve yaginin
varliginda ve yoklugunda gerceklestirildi. Reaksiyonlar oda sicakliginda 300 nm’de UV
transilliiminator (8000 pW cm™) yiizeyinde UV 1sinlamasiyla baslatildi ve 3 dakika
devam edildi. Isinlamadan sonra her tiipe 3ul yiikleme tamponu eklendi ve Ornekler
agaroz jele (% 1) yiiklendi. Elektroforez 3 saat 40 V’ta yapildi. Islem gdrmemis
pBluescript M13(+) plazmit DNA, yalnizca UV uygulanmig ve yalnizca H,0; eklenmis
plazmit DNA kontrol olarak kullanildi. DNA zincir kesiminin yiizde (%) inhibisyonu
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi (Fukuhara ve Miyata 1998).

%I = 1-[(Sm+a-Sc)/(Sm-Sc)] * 100
Sc=Kesilmemis kontrol DNA’daki supercoiled formunun yiizdesi

Sm=DNA’nin kesimini Onleyen madde disindaki reaksiyon karigimiyla

etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesi

Sm+a=DNA’nin kesimini onledigi diisiiniilen maddenin varhigmdaki reaksiyon
karisimiyla etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesi

3.2.12. istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS for 12.0 paket programu ile bilgisayarda yapildi. Coklu
karsilastirmalar i¢in parametrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra gruplar arasi farkliliklar

Tukey testi ile belirlendi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik ¢6zeltisinin igerdigi
toplam fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteus yontemine gore gallik aside esdeger
olarak hesaplandi. Gallik asidin 0.5 mg/ml’lik stok c¢ozeltisinden 50-400 pg/ml
konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi ve bu konsantrasyon araligina
karsilik gelen absorbans degerleri 765 nm dalga boyunda &lgiildii. Olgiilen bu
abasorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.1) ve asagidaki esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0024 x gallik asit (ug)

Bu esitlik kullanilarak tohum ekstraktinin toplam fenolik bilesen miktar1 gallik

aside esdeger olarak hesaplandi.

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg’nin igerdigi toplam fenolik

bilesen miktar1 310+4.93 pg gallik aside esdeger olarak bulundu (Cizelge 4.1).

4.2. Toplam Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik ¢ozeltisinin igerdigi
toplam flavonoid bilesen miktar Zhishen, Mengcheng ve Jianming (1999) tarafindan
tanimlanan yontem ile quercetine esdeger olarak hesaplandi. Quercetin’in 1 mg/ml’lik
stok c¢ozeltisinden 1-25 pg/ml’lik konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi ve bu konsantrasyon araligina karsilik gelen absorbans degerleri 415 nm
dalga boyunda 6lgiildii. Olgiilen bu absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.2) ve
asagidaki esitlik elde edildi.

Absorbans (A) = 0.028 x quercetin (ug)

Bu esitlik kullanilarak tohum ekstraktinin toplam flavonoid bilesen miktar

quercetine es deger olarak hesaplandi.

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg’inin icerdigi toplam

flavonoid bilesen miktar1 19.66+0.11 pg quercetine esdeger olarak bulundu (Cizelge
4.2).
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4.3. DPPH Radikalini Sondiirme AKktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme
aktivitesi DPPH metodu kullanilarak belirlendi. Bu metotta BHT ve BHA pozitif
kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrollerin ve tohum ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik stok
cozeltilerinden 5-150 pg/ml’lik konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi.
517 nm’de absorbans Olciildii ve olciilen degerler asagidaki esitlik kullanilarak %
inhibisyon olarak hesaplandi. Artan ekstrakt konsantrasyonuna karsi % inhibisyon

degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.3).
% | = [(Axontrol~Asmek)/ Akontrol] < 100

DPPH radikalini sondiirme aktivitesi incelenirken 5-150 pg/ml konsantrasyon
araliginda ¢alisildi. Bu aralikta S. marianum 14.694+3.96 — 91.95+5.20 arasinda pozitif
kontrol olan BHT 39.22+7.25 — 87.98+5.66 arasinda ve BHA 74.64+4.29 — 87.85+2.09
arasinda % inhibisyon gosterdi (Cizelge 4.3).

4.4. Indirgeme Giicii

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin indirgeme giicii Oyaizu (1986)
metoduna gore belirlendi. Bu metotta BHT ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi.
Pozitif kontrollerin ve tohum ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik stok ¢ozeltilerinden 5-150
pg/ml konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltileri hazirlandi. 700 nm’de absorbans

oOlciildii ve artan konsantrasyona karsi absorbans degerleri grafige ge¢irildi (Sekil 4.4).

Indirgeme giicii aktivitesi incelenirken 5-150 pg/ml konsantrasyon araliginda
calisildi. Bu aralikta S. marianum 0.05+0.00-0.15+0.01 arasinda pozitif kontrol olan
BHT 0.06+0.00-0.46+0.07 arasinda ve BHA 0.08+£0.00—0.83+0.08 arasinda indirgeme
giicii gosterdi (Cizelge 4.4.).

45. H,0O, Sondiirme Aktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin hidrojen peroksit (H,O7) sondiirme
aktivitesi Zhao, Xiang, Ye, Yuan ve Guan (2006) metoduna gore belirlendi. Bu metotta
pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanildi. Tohum ekstraktinin ve pozitif kontroliin
2.5 mg/ml’'lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Tek konsantrasyondaki bu c¢dozeltiler

kullanilarak titrasyonla bitki ekstraktinin ve pozitif kontroliin H,O; sondiirme aktivitesi
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gbzlemlendi ve asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Konsantrasyona karst % H,0;

sondiirme aktivite degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.5).

H,0, Sondiirme aktivitesi (%) = [(Vo-V1)/Vo] x 100
Vo=Kontrol numunesinin titrasyonu i¢in kullanilan Na,S,03 ¢6zeltisinin hacmi

V=Pozitif kontrol ve S. marianum etanol ekstrakti i¢in kullanilan Na,S,03

¢Ozeltisinin hacmi

Calisilan konsantrasyonda (2.5 mg/ml) S. marianum tohumunun etanol
ekstraktinin H,O, sondiirme aktivitesi % 57.1+0.04 olarak bulunurken pozitif kontrol
olan askorbik asidin H,O, sondiirme aktivitesi % 60.5+0.01 olarak bulundu (Cizelge
4.5).

4.6. Protein Oksidasyonu Tayini

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin protein oksidasyonu 6nleme etkisi
Wang (2006) metoduna gore belirlendi. Bu metotta pozitif kontrol olarak BHT
kullanildi. Tohum ekstraktinin ve pozitif kontroliin 2.5 mg/ml’lik konsantrasyondaki
stok c¢ozeltilerinden 50-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltileri
hazirlandi. 370 nm’de absorbans Olciildii ve Olgiilen degerler asagidaki esitlik
kullanilarak % inhibisyon olarak hesaplandi. Artan ekstrakt konsantrasyonuna kars1 %

inhibisyon degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.6).

%I1= [(AkontroI'Aémek)/AkontroI] x 100

Protein oksidasyonu incelenirken 50-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda
caligildi. Bu aralikta S. marianum 9.16+£0.61 — 86.27+1.01 arasinda pozitif kontrol BHT
12.56+0.9 — 49.23+1.35 arasinda % inhibisyon gdosterdi (Cizelge 4.6).

4.7. Lipit Peroksidasyonunu Onleme Aktivitesi

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu Onleme
aktivitesi tiyobarbitiirik asit (TBA) metoduna gore belirlendi. Bu metotta pozitif kontrol
olarak BHT kullanildi. Tohum ekstraktinin ve pozitif kontrolin 0.5 mg/ml’lik
konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerinden 5-250 pg/ml konsantrasyon araliginda seyreltik

cozeltiler hazirlandi. 532 nm’de absorbans 6lg¢iildii ve Olciilen degerler asagidaki esitlik
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kullanilarak % inhibisyon olarak hesaplandi. Artan ekstrakt konsantrasyonuna karst %

inhibisyon degerleri grafige gecirildi (Sekil 4.7)
% 1 = [(Axontrol-Asmek)/Akontrot] * 100

Tohum ekstraktinin lipid peroksidasyonunu 6nleme aktivitesi incelenirken 5-250
pug/ml konsantrasyon araliginda g¢alisildi. Bu konsantrasyon araliginda S. marianum’un
lipit peroksidasyonunu onleme aktivitesi % 5.87+0.25 — 26.14+0.72 arasinda, pozitif
kontrol BHT nin lipit peroksidasyonunu onleme aktivitesi % 12.17+0.51 — 31.40+0.63
arasinda bulundu (Cizelge 4.7).

4.8. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin H,0,/Fe**/askorbik asit sistemi ile
Bovin Serum Albumin (BSA) proteininde meydana getirilen oksidatif hasarin1 koruyucu
etkisi elektroforetik olarak incelendi. Pozitif kontrol olarak BHT kullanildi. Tohum
ekstraktinin ve pozitif kontroliin 6 mg/ml’lik konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerinden 50-
1000 pg/ml konsantrasyon araliginda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu
seyreltik ¢ozeltiler H,0,/Fe** /askorbik asit sistemiyle 3 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibe edilmis reaksiyon karisimi  Laemmli’s  (1970) metoduna  gore
sodyumdodesilsiilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) iginde elektroforezle analiz edildi.
Jel goriintiileme sistemiyle protein hasar miktar1 ve band yogunlugu belirlendi. Quantity
One Pragramme sistemiyle jeller tizerindeki bantlarin miktar1 belirlendi. Boylece her bir

bandin yogunlugu hesapland: ve kontrol grupla standardize edildi.

Tohum ekstraktinin protein oksidasyonuna koruyucu aktivitesi incelenirken 50-
1000 pg/ml konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Bu konsantrasyon araliginda S.marianum
etanol ekstraktinin % 75.74+2.9 — 92.92+3.3 arasinda band yogunluguna ve
H,0,/Fe**/askorbik asit sistemiyle baglatilan BSA oksidasyonu iizerinde koruyucu
etkiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.8A-B). Pozitif kontrol olan BHT’nin ayni
konsantrasyon araliginda % 54.924+4.1 — 96.73+4.1 arasinda band yogunluguna sahip
oldugu ve H,0,/Fe**/askorbik asit sistemiyle baslatilan BSA’da olusturulan oksidatif

hasar1 hemen hemen tamamiyle dnledigi gozlemlendi (Sekil 4.9A-B).
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4.9. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

S. marianum tohumunun farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstraktinin ve
yaginin supercoiled DNA’y1 H,O, fotolizi sonucu olusan hidroksil radikaline (-OH)
kars1 koruyucu etkilerinin agaroz jel elektroforezi pBluescript M13(+) plazmit DNA
tizerinde kontrol edildi. Plazmit DNA, bitki yagi ve ekstraktinin farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltileri varliginda H,O,+UV islemiyle okside edildi ve Attaguile
metodunda yapilan modifikasyon ile agaroz jel (%]1) lizerinde kontrol edildi (Attaguile
ve ark. 2000). Bu metoda gore bitki ekstrakti ve yagimin 10 mg/ml’lik konsantrasyonda
stok cozeltilerinden 100-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda seyreltik c¢ozeltiler
hazirlandi. Bu konsantrasyon araliginda hazirlanmis reaksiyon karigimi etidyum bromiir
varligindaki elektroforezle analiz edildi. islem gérmemis pBluescript M13(+) plazmit
DNA, yalnizca UV uygulanmis ve yalnizca H,O; eklenmis plazmit DNA kontrol olarak
kullanildi. DNA zincir kesiminin yiizde (%) inhibisyonu asagidaki esitlik kullanilarak
hesapland1 (Fukuhara ve Miyata 1998). Artan ekstrakt konsantrasyonuna karsi %
inhibisyon degerleri grafige ge¢irildi (Sekil 4.12).

%I = 1'[(Sm+a'5c)/(8m'sc)] X 100
Sc=Kesilmemis kontrol DNA’daki supercoiled formunun yiizdesi

Sm=DNA’nin kesimini Onleyen madde disindaki reaksiyon karigimiyla

etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesi

Sm+a=DNA’nin kesimini onledigi diisiiniilen maddenin varligindaki reaksiyon

karisimiyla etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesi

Tohum ekstrakti ve yagmin DNA’y1 hidroksil radikaline (-OH) karsi koruma
aktivitesi incelenirken 100-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Bu
konsantrasyon araliginda S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin supercoiled
DNA’y1 H,0; fotolizi sonucu olusan hidroksil radikaline (-OH) kars1 koruyucu etkisi %
4.72 — 82.80 arasinda bulundu (Sekil 4.10A-B). S. marianum yaginin supercoiled
DNA’y1 H,0; fotolizi sonucu olusan hidroksil radikaline (-OH) kars1 koruyucu etkisi %
1.22 — 35.07 arasinda bulundu (Sekil 4.11A-B).
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Cizelge 4.1. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin gallik aside esdeger toplam
fenolik bilesen miktar1. Elde edilen deger ii¢ (n = 3) deney sonucunun
ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir

(p > 0.05)
Toplam Fenolik Bilesen
Madde Gallik asit esdegeri
(ng GAE/mg ekstrakt)
S. marianum tohumunun 310+4.93
etanol ekstrakti
121
1 B
H
c 08
©
¢ =00024
2 06 s =2
g R? = 09967
g
2 04
<
*
02 1
0 T T T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1. Gallik asidin artan konsantrasyonlarina karsilik 6l¢iilen absorbans
degerleri
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Cizelge 4.2. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin quercetine esdeger
toplam flavonoid bilesen miktart. Elde edilen deger ii¢ (n = 3)
deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD)
hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)

Toplam Flavonoid Bilesen

Madde Quercetin Esdegeri
(ng QUE/mg ekstrakt)
S. marianum tohumunun 19.66+0.11

etanol ekstrakti

o o o o
[3;] [2) ~ ©
1 1 1 ]

y =0,028x
R? =0,9999

Absorbans (415 nm)
o o
w =

o o
- N
1 1

o

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. Quercetinin artan konsantrasyonlarina karsilik 6l¢iilen absorbans
degerleri
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Cizelge 4.3. S. marianum tohumunun etanol ekstrakti, BHT ve BHA’nin DPPH radikalini
sondiirme aktivitelerinin % inhibisyon degerleri. Her deger ii¢ deney (n = 3)

sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak

verilmistir (p > 0.05)
Konsantrasyon (ug/ml)
5 10 25 50 100 150

S. marianum | 14.69+3.96 | 24.38+0.97 | 44.43+0.44 | 72.59+2.84 90.95+4.89 91.95+5.20
BHT 39.22+7.25 | 55.49£9.27 | 79.33+7.38 | 86.96+4.56 86.14+2.21 87.98+5.66
BHA 74.64+4.29 | 82.17+£3.53 | 85.48+3.82 | 85.19+2.75 87.27+4.04 87.85+£2.09

100
—_
$ 1
N

I

- L1 —i=
£ 80+
2
~—
R
< —=— BHT

D

£ 601 —— BHA
= —— S. marianum
=

=
g
— 404
E
=
=
=
£ 204
=
=9
-9
a

0 T T T

0 50 100 150

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.3. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin farkl
konsantrasyonlarinin DPPH radikali iizerindeki sondiiriicii etkisi.
BHT ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi. Her noktada bulunan
deger ii¢ deney (n = 3) sonucunun ortalamasi alinarak ve =+ standart
sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)
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Absorbans (700 nm)

1.0

0.8+

0.6+

0.4+

0.2+

0.0

—— BHT
—— BHA
—— S. marianum

T T
50 100 150 200

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.4. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlari

nin Fe**ii Fe?"ye indirgeme giiciiniin spektrofotometrik olarak
analizi. BHT ve BHA pozitif kontrol olarak kullanildi. Her noktada
bulunan deger ti¢ deney (n = 3) sonucunun ortalamasi alinarak ve +
standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)
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Cizelge 4.5. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin ve askorbik asidin H,O,
sondiirme aktivitesinin % inhibisyon degerleri. Her deger ti¢ deney (n = 3)
sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak
verilmistir (p > 0.05)

Konsantrasyon % Inhibisyon
S. marianum tohumunun Askorbik asit
etanol ekstrakti
2.5 mg/ml
57.1£0.04 60.5+0.01

80

70+
;\? —— Askorbik asit
et 60 —— S. marianum
g
Z 504
=
P 40
o _
£
15
':.g
= 304
Q
w
cS: 20
I

10+

0 T T T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Konsantrasyon mg/ml

Sekil 4.5. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin H,O, sondiirme
aktivitesi. Askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.

Her noktada bulunan deger ii¢ deney (n = 3) sonucunun ortalamasi
alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir

(p > 0.05)
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Cizelge 4.6. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin ve BHT nin protein oksidasyonu
onleme aktivitesinin % inhibisyon degerleri. Her deger ii¢ deney (n = 3) sonucunun
ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)

Konsantrasyon (ug/ml)

50 100 250 500 750 1000
S. marianum 9.16+0.61 | 9.46+0.75 11.36£0.90 | 21.10+1.42 | 42.75+2.51 86.27+£1.01
BHT 12.56+0.9 | 37.33+1.53 38.16£0.57 | 40.43+1.72 | 45.40+£2.32 | 49.23+1.35

100
S EEE BHT
= 804 S. marianum
g
Z
2
= 60
=
o
=
2 40+
s
=
‘s 204
e
&

0

alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir

e : R
100

E
250

L | .
500

T
750

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.6. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin protein
oksidasyonu 6nleme aktivitesi. BHT pozitif kontrol
olarak kullanildi. S. marianum etanol ekstraktinin ve
BHT’nin BSA iizerindeki inhibisyon etkisi Fenton
sistemiyle (Fe**/H,0,/askorbik asit) baslatilan protein
karbonil inhibisyonu olarak tanimlandi. Her noktada
bulunan deger ii¢ deney (n = 3) sonucunun ortalamast

(p > 0.05)

o1

I :
1000




4. ARASTIRMA BULGULARI

Cizelge 4.7. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin ve BHT "nin lipit peroksidasyonunu
onleme aktivitesinin % inhibisyon degerleri. Her deger ti¢ deney (n = 3) sonucunun
ortalamasi alinarak ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)

Konsantrasyon (pug/ml)

Lipit Peroksidasyonunu Onleme Kapasitesi (%)

5 10 25 50 100 150
S. marianum 5.87+0.25 12.99+0.69 | 10.75+£0.57 | 14.25+0.31 | 24.19+0.31 | 26.14+0.72
BHT 12.17+0.51 14.79+£0.47 | 15.54+0.65 | 18.72+0.56 | 21.01+0.52 | 31.40+0.63
40
B BHT
E== S. marianum
30
20

25

50

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.7. S. marianum tohumunun etanol ekstraktmin lipit peroksidasyonunu

onleme aktivitesi. BHT pozitif kontrol olarak kullanildi.Her noktada
bulunan deger ii¢ deney (n=3) sonucunun ortalamasi alinarak ve +
standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p > 0.05)
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(A)

(B)

Bant yogunlugu (% kontrol)

du-.q

+ + + + + + BSA
+ + + + + Fe®/H,0,/Asc
- 50 100 250 500 1000 S.marianum (ug/ml)

100+

50+

B3 S, marianum
1 -:-_q!;-a- 7
i
i
i
S
S
i
i
i
i
i

T
kontrol Fe*'/H,0,/Asc 90 100 250 500 1000

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.8(A). S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin

Fe®/H,0,/Askorbik asit sistemi ile Bovin Serum
Albumin (BSA) proteininde meydana getirilen
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisinin Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile analizi. 1. kuyucuk: BSA;

2. kuyucuk: BSA+Fe**/H,0,/Asc; 3. kuyucuk:
BSA+Fe**/H,0,/Asc+S. m (50 pg/ml); 4. kuyucuk:
BSA+Fe**/H,0,/Asc+S. m (100 pg/ml); 5. kuyucuk:
BSA+Fe**/H,0,/Asc+S. m (250 pug/ml); 6. kuyucuk:
BSA+Fe**/H,0,/Asc+S. m (500 pug/ml); 7. kuyucuk:
BSA+Fe*'/H,0,/Asc+S. m (1000 pg/ml).

8(B). S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin
Fe**/H,0,/Askorbik asit sistemi ile Bovin Serum
Albumin (BSA) proteininde meydana getirilen
oksidatif hasara kars1 koruyucu aktivitesinin bant
yogunluguna karsilik gelen densitometrik analizi. Her
deger li¢ deney (n=3) sonucunun ortalamasi alinarak
ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir
(p>0.05)
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N - -

+ + + + + + + BSA
- + + + + + +  Fe*/H,0,/Asc
- - 50 100 250 500 1000  BHT (pg/ml)

(B) EE BHT

[N
o
S
1
|
|

(2]
o
1
e e
e e

Bant yogunlugu (% kontrol)

%
%

I I
kontrol Fe**/H,0,/Asc 50 100 250 500 1000

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.9(A). Biitillenmis hidroksi toluenin (BHT) Fe**/H,0,/
Askorbik asit sistemi ile Bovin Serum Albumin
(BSA) proteininde meydana getirilen oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkisinin Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
ile analizi. 1. kuyucuk: BSA; 2. kuyucuk: BSA+
Fe*'/H,0,/Asc; 3. kuyucuk: BSA+Fe*/H,0,/Asc+
BHT (50 pg/ml); 4. kuyucuk: BSA+Fe*'/H,0,/Asc+
BHT (100 pg/ml); 5. kuyucuk: BSA+Fe**/H,0,/Asc+
BHT (250 pg/ml); 6. kuyucuk: BSA+Fe*/H,0,/Asc+
BHT (500 pg/ml); 7. kuyucuk: BSA+Fe®*/H,0,/Asc+
BHT (100 pg/ml) 9(B). Biitillenmis hidroksi toluenin
(BHT) Fe*'/H,0,/Askorbik asit sistemi ile Bovin
Serum Albumin (BSA) proteininde meydana getirilen
oksidatif hasara karg1 koruyucu aktivitesinin bant
yogunluguna karsilik gelen densitometrik analizi. Her
deger ii¢ deney (n=3) sonucunun ortalamasi alinarak
ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir
(p>0.05)
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(A)

80 100

60

% DNA / Kuyucuk
40

20

(B)

+ +
- +
Sekil 4.10 (A).

mForml
BFormll

Form Il

Form |

+ + + + + + + DNA
- + - + + + + H,0,
+ + + + + + + uv

- - 500 100 500 750 1000 S.m

S. marianum tohumunun farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstraktinin
supercoiled DNA’y1 H,0, fotolizi sonucu olusan hidroksil radikaline
kars1 koruyucu etkisinin Agaroz Jel Elektroforezinin her kuyucuktaki
pBluescript M13(+) plazmit DNA’nin Form I ve Form II yiizdeleri.

10 (B). S. marianum tohumunun farkl: konsantrasyonlardaki etanol
ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H,0, fotolizi sonucu olusan hidroksil
radikaline kars1 koruyucu etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi. Her kuyu
cuk 200 ng DNA ve 2.5 mmol/l H,0O, igerir. Biitiin deneylerde UV
uygulamasi 3 dk yapildi. 1. kuyucuk: DNA; 2. kuyucuk: DNA+H,0,;
3. kuyucuk: DNA+UV; 4. kuyucuk: DNA+H,0,+UV; 5. kuyucuk:
DNA+S. m (500 pg/ml)+UV; 6. kuyucuk: DNA+S. m (100 pg/ml)+
H,O,+UV; 7. kuyucuk: DNA+S. m (500 pg/ml)+H,0,+UV;

8. kuyucuk: DNA+S. m (750 pg/ml)+H,0,+UV; 9. kuyucuk: DNA+
S. m (1000 pg/ml)+H,0,+UV
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mForml
o
(A) S 1 BFormll
x 8 -
=)
(8]
=)
> o |
=] ©
X
: 9]
a
S 9
o A |
(B) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Form Il
Form |
DNA
- + - + - + + + + H,0,
- - + + + + + + + uv

- - - - 500 100 500 750 1000 S.myag

Sekil 4.11 (A). S. marianum tohum yaginin farkli konsantrasyonlardaki petrol eteri
ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H,0, fotolizi sonucu olusan hidroksil
radikaline kars1 koruyucu etkisinin Agaroz Jel Elektroforezinin her
kuyucuktaki pBluescript M13(+) plazmit DNA’nin Form I ve Form 11
yiizdeleri. 11 (B). S. marianum tohum yaginin farkli konsantrasyonlardaki
petrol eteri ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H,0, fotolizi sonucu olusan
hidroksil radikaline kars1 koruyucu etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi.
Her kuyucuk 200 ng DNA ve 2.5 mmol/l H,0, igerir. Biitiin deneylerde
UV uygulamasi 3 dk yapildi. 1. kuyucuk: DNA; 2.kuyucuk: DNA+H,0;
3. kuyucuk: DNA+UV; 4. kuyucuk: DNA+H,0,+UV; 5. kuyucuk:
DNA+S. m yagi (500 pg/ml)+UV; 6. kuyucuk: DNA+S. m yagi
(100 pg/ml)+H,0,+UV; 7. Kuyucuk: DNA+S. m yagi (500 pg/ml)+
H,0,+UV; 8. kuyucuk: DNA+ S. m yagi (750 pg/ml)+H,0,+UV;

9. kuyucuk: DNA+S. m yagi (1000 pg/ml)+H,0,+UV
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Cizelge 4.8. S. marianum tohumunun farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstrakti ve
yagimin H,0, fotolizi sonucu olusan hidroksil radikaline karst DNA’y1

koruyucu etkilerinin % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (ug/ml)
100 500 750 1000
S. marianum 4,72 41.08 66.95 87.80
S. marianum yagi 1.22 28.62 31.63 35.07
100}
80
2,
@ 601
2 M 100 pg/ml
g ™ 500 pg/ml
e 40 W 750 pg/ml
204 B 1000 pg/ml
0 4
Sm

S.myagi
Sekil 4.12. S. marianum tohumunun farkl

konsantrasyonlardaki etanol ekstrakti ve

yaginin H,0, fotolizi sonucu olugan hidroksil
radikaline karst DNA’y1 koruyucu etkilerinin

% inhibisyon grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Son on yil iginde kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarin, yaslanmanin
ve kanserin gelismesi ve ilerlemesinde serbest radikallerin bilinen etkilerinden dolay1
yiyecek ve gidalarin antioksidant aktivitesi {izerine yapilan calismalarda bir artis
olmustur (Garcia-Parrilla 2008). Bu amag i¢in ¢ogu farkli prosediir gidalarin toplam
antioksidant kapasitesini test etmek i¢in gelistirilmistir (Pellegrini ve ark. 2003; Pérez-

Jiménez ve Saura-Calixto 2005).

Antioksidant 6zelliklerin belirlenmesi i¢in ideal bir yontem reaksiyon sartlarinda
bulunan gida bilesiklerinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS)
tarafindan in vivo olarak baslatilan oksidatif stres tizerindeki etkisini benzerleriyle

degerlendirmektir (Magalhaes ve ark. 2009).

Gida bilesenlerinin antioksidant kapasitesini belirlemek i¢in kullanilan metotlar
genellikle iki temel gruba ayrilirlar ve iki temel mekanizmayla radikalleri
sondiirebilirler. Bunlar; tek elektron transferine (SET) dayanan analizler ve hidrojen
atomu transferine (HAT) dayanan analizlerdir. SET’e bagli metotlar metalleri,
karbonilleri ve radikalleri igeren herhangi bir bilesigi indirgemek igin bir elektron
transfer eden potansiyel bir antioksidantin kapasitesini belirler (reaksiyon 1-3). SET
analizi indirgenmis bir oksidantin rengindeki degisim boyunca gézlenir (Huang ve ark.
2005). SET metotlarindaki bagil reaktivite aslinda reaktif fonksiyonel grubun
iyonizasyon (Wright ve ark. 2001) ve protondan arindirma (bir molekiilden hidrojen
iyonlarini ayrigtirma) (Lemanska ve ark. 2001) potansiyeline baglidir. Bu yiizden SET
reaksiyonlart pH’ya baghdir. Genellikle iyonizasyonun potansiyel degerleri pH’in
artmastyla azalir Ciinki reaktif fonksiyonel grubun protondan arindirmayla elektron
verme kapasitesi artar. SET reaksiyonlar1 genellikle yavastir ve tamamlanmast uzun
zaman gerektirebilir, bu ylizden antioksidant kapasite hesaplamalar1 kinetikten ziyade
triindeki ylizde azalmaya dayanir.

AH + X: — AH.-" + X~ (1)
AH-*+ H,0 A+ HO" (2 SET
X + H,O* XH + HZO (3)

3+
AH + M

AH + M (4) } HAT
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HAT’a bagli metotlar hidrojen atomu vericisi olarak bir antioksidantin serbest
radikalleri sondiirme kapasitesini Olger (reaksiyon 4). HAT reaksiyonlar1 ¢oziicii ve
pH’den bagimsizdirlar ve HAT reaksiyonlar1 genellikle olduk¢a hizlidirlar, tipik olarak
iki dakikada tamamlanirlar. Metaller gibi indirgeyici ajanlarin varligt HAT analizlerini
zorlastirir ve bu ajanlar yanlislikla yiiksek goriinen reaktiviteye neden olabilir (Prior ve
ark. 2005). HAT reaksiyonuna bagli metotlarda, antioksidant hidrojen atomu vererek

serbest radikalleri sondiirebilir (reaksiyon 5).

AH + X: A+ XH ()

Son zamanlarda bitkilerde bulunan polifenoller / flavonoidler dogal antioksidant
olarak arastirmacilar arasinda ¢ok ilgi gormiistiir. Bitki fenolikleri serbest-radikal
sondiiriiciiler veya temel antioksidantlar olarak davranan bilesiklerin baslica
gruplarindan birini olusturur. Ayni genel yapiyr paylasan fenolikler aromatik hidroksil
cekirdeginden olusurlar ve igerdikleri bu hidroksil gruplarindan dolayr radikal
sondiiriicii 6zelligi olan ¢cok 6nemli bitki bilesenleridir (Karaman ve ark. 2009, Oztiirk
ve ark. 2011). Folin-Ciocalteu indirgeme kapasite analizi (FCR) siklikla bitkilerdeki
toplam fenolik bilesikleri belirlemek i¢in kullanilir (Giilgin ve ark. 2003a, Oktay ve ark.
2003). Gidalardaki toplam fenolik bilesenler alkalin ortamindaki fenolik bilesenlerden
elektronlarin transferiyle Folin-Ciocelteu reaktifinin indirgenmesine gore degerlendirilir
ve metot kolaylikla ve yaygin bir sekilde kullanilir (Singleton ve Rossi 1965, Cai ve
ark. 2004; Song ve ark. 2010). FCR’nin tam kimyasal dogasi bilinmemektedir, fakat
fosfomolibdik/fosfotungstik asit komplekslerini igerdigi kabul edilmektedir (Singleton
ve Rossi 1965). Fenolikler bazik ortamda O, ’nin olusumuyla sonuglanan sirasiyla
tersinir olan bir veya iki elektron transfer reaksiyonuyla enerjitik olarak ytikseltgenirler
ve fenolikler 750 nm’ye yakin ¢ok yogun bir absorbansa sahip olan (P-MoW11QO40)"
mavi kompleksleri olustururlar (reaksiyon 6-7). Olusan mavi kompleksler fenolik
bilesiklerin yapisindan bagimsizdir (Singleton ve ark. 1999, Giilgin ve ark. 2004c,
Elmastas ve ark. 2006a). Ayrica FCR ayiraci cogu fenolik olmayan bilesiklerle (6rnegin
vitamin C, Cu(I) gibi) indirgenebildigi i¢in fenolik bilesiklere spesifik degildir.

4-
NaZWO4 / N&2M004 + Fenol ——— (Fenol - M0W1104o) (6)

4+

(7)

5+ .
Mo + e — s Mo
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Genellikle S. marianum’un tohum ekstrakti toplam silmarin olarak ifade edilir
(Quaglia ve ark. 1999). Silmarin; silikristin, izosilikristin, silidianin, silibin A ve B,
izosilibin A ve B’yi iceren bazi flavonolignanlari, flavonoidleri, %20-30 oranindaki yag

asitlerini ve diger polifenolleri igerir (Kvasnicka ve ark. 2003).

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik ¢ozeltisinin igerdigi
toplam fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteus yontemine gore 310+4.93 ng gallik
aside esdeger olarak bulundu (Cizelge 4.1). Bulunan bu deger S. marianum ekstraktinin
icerdigi fenolik bilesen miktarinin yiiksek oldugu ve ekstraktin antioksidant aktiviteye
sahip oldugunu gosterir. Ciinkii Silmarin’in sekil 5.1°deki yapilar1 dikkate alindiginda

icerdigi aromatik hidroksil gruplarindan dolay: radikal sodiiriicii 6zellige sahiptir.

CH,OH
OMe
OH
Silibin
OH
OMe
CH,OH

izosilibin

Silikristin
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HO

Silidianin

Sekil 5.1. Silmarin bilesenlerinin temel yapisi

Emen ve ark. (2009) C. niveum bitkisi ile yaptiklart antioksidant aktivite
calismasinda bu bitkinin (1 mg/ml) metanol ekstraktinin toplam fenolik bilesen
miktarmin  200.9+35.0 pg gallik aside esdeger oldugunu tespit etmislerdir.
Konsantrasyon ve elde edilen deger dikkate alindiginda S. marianum tohumunun etanol
ekstraktinin fenolik bilesen miktarinin C. niveum bitkisinin metanol ekstraktindan daha

yiiksek oldugu sonucuna varildi.

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 0.5 mg/ml’lik ¢ozeltisinin igerdigi
toplam flavonoid bilesen miktar1 19.66+0.11 pg quercetine esdeger olarak bulundu
(Cizelge 4.2). Yine bulunan bu deger S. marianum ekstraktinin igerdigi flavonoid
bilegen miktarinin yiiksek oldugunu gosterir. Ciinkii S. marianum’un dogal yapisinda

flavonoidler mevcuttur.

DPPH radikali sondiirme analizi antioksidant aktiviteyi belirleyen en eski
indirekt metottur. DPPH radikali 517 nm’de maksimum bir absorbans gosteren koyu
mor renk tasiyan birkag¢ kararli organik azot radikallerinden biridir. DPPH radikalleri
antioksidant gibi bir proton verici substratla karsilastiklar1 zaman radikaller sondiiriiliir
ve absorbans diiser (Blois 1958, Giilgin ve ark. 2009). Sekil 5.2°de gosterildigi gibi bu
analizde mor kromojen radikal (DPPH-) uguk sar1 hidrazine (DPPH-H) karsilik radikal
sondiiriicii bilesiklerle indirgenir (Blois 1958, Elmastas ve ark. 2006b).
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NO, NO,
AH A
O,N NO, E % O,N NO,
Ne. ITIH
Oh® SRS
Sekil 5.2. DPPH radikalinin indirgenmesi

DPPH ve fenoller arasindaki reaksiyonun iki farkli mekanizma, direkt HAT
(reaksiyon 8) veya SET mekanizmalar1 (reaksiyon 9-11), boyunca ilerledigi kabul edilir
(Foti ve ark. 2004 a, b, Musialik ve Litwinienko 2005).

Ar-OH + DPPH: ———> Ar-O:+ DPPH-H (8) }HAT

Ar-OH —/——>= Ar0 +
Ar-O + DPPH - Ar-O- + DPPH’ (10) SET
DPPH + H ——»> DPPH-H (11)

DPPH ve fenoller arasindaki reaksiyonun mekanizmasi bir elektron transferi
(SET) reaksiyonuna bagli iken hidrojen atomu transferiyle (HAT) gerceklestirilen
reaksiyon marjinal bir reaksiyon yoludur. Ciinkii; metanol ve etanol gibi gii¢clii hidrojen
baginin var oldugu ¢oziiciilerde reaksiyon ¢ok yavas bir sekilde meydana gelir (Foti ve
ark. 2004 a, b). Ayrica ¢oziiciide bulunan beklenmedik asitler ve bazlar fenollerin
iyonizasyon esitligini 6nemli Olclide etkiler. Diger elektron transferine dayanan
analizlerde meydana geldigi gibi DPPH radikaline kars1 sondiirme kapasitesi ¢oziicii ve
reaksiyonun pH’1 ile dnemli dl¢iide etkilenir (Magalhaes ve ark. 2008). Ayrica DPPH
radikalinin sterik erisilebilirligi reaksiyonun ana belirleyicisidir. Ciinkii, radikal
bolgesine erismenin daha kolay oldugu kiiciik molekiiller nispeten daha yliksek
antioksidant kapasiteye sahip olurlar (Huang ve ark. 2005). Diger bircok biiyiik
antioksidant bilesik bu analizde yavas bir sekilde veya etkisiz olarak reaksiyona

girebilir.
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Antioksidant molekiilleri elektron vermeyle veya hidrojen atomlar1 saglamayla
DPPH serbest radikallerini sondiirebilir; olast serbest radikal yoluyla DPPH
molekiiliine antioksidant molekiiller saldirir ve onlar1 renksiz ve solgun iiriinlere
dontstiiriir. Bu analizde DPPH’in baslangi¢c absorbansi potansiyel antioksidant eklenir
eklenmez Olgiiliir. Absorbansin diigmesi antioksidantin etkisinden dolay1r serbest
DPPH’in bir o6l¢iisiidiir (Giilgin ve ark. 2007b, Samadi ve ark. 2011). Sonuglar
genellikle etkin konsantrasyon (ECsp) olarak rapor edilir. ECsy degeri baslangigtaki
DPPH- radikal konsantrasyonunun % 50’sini azaltmak i¢in gerekli olan antioksidant
miktaridir (Brand-Williams ve ark. 1995). Daha diisik ECsy daha yiiksek radikal
sondiirme etkinligi gosterir. ECsp’yi belirlemenin temel smir1 DPPH- radikalinin
baslangi¢ konsantrasyonuna bagli olan sondiiriilmiis radikalin yiizdesidir (Magalhaes ve

ark. 2008).

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme
aktivitesi 5-150 pg/ml konsantrasyon araliginda calisildi. En yiiksek aktiviteye 150
pg/ml konsantrasyonda ulasildi. Bu konsantrasyonda (150 ug/ml) S. marianum
tohumunun etanol ekstraktt % 91.95£5.20 DPPH radikalini sondiirme aktivitesi
gosterdi. Pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve BHA 150 pg/ml’lik konsantrasyonda
sirastyla % 87.9845.66 ve % 87.85+2.09 DPPH radikalini sondiirme aktivitesi
gosterdiler (Cizelge 4.3). Ekstraktin elde edilen DPPH radikalini sondiirme aktivitesini
pozitif kontrollerle kiyasladigimizda pozitif kontrollerden biraz daha yiiksek aktiviteye

sahip oldugu sonucuna varildi.

Emen ve ark. (2009) C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin DPPH radikalini
sondiirme aktivitesini 250 pg/ml konsantrasyonda % 90+1.2 olarak bulmuslardir.
Calisilan konsantrasyonlar ve elde edilen degerler dikkate alindiginda S. marianum
tohumunun etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin C. niveum

bitkisinin metanol ekstraktindan daha yiiksek oldugu sonucuna varildi.
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Biyoaktif bilesikler veya besinsel bilesenlerin indirgeme giicii elektron verme
kapasitesini yansitir ve antioksidant aktiviteyle iliskilidir. Antioksidant etkilerle
biyoaktif bilesikler oksidantlar1 indirgeyebilir ve inaktive edebilir (Koksal ve Giilgin
2008). Biyoaktif bir bilesigin indirgeme kapasitesi Fe[(CN)g]s’nin dogrudan
Fe[(CN)e]2’ye indirgenmesiyle olgiilebilir (reaksiyon 12). Indirgenmis iiriine serbest
Fe***iin eklenmesiyle 700 nm’de giiglii bir absorbansa sahip olan yogun Perl’s Prussian
mavi kompleksi Fe4[Fe(CN)s]3 elde edilir (reaksiyon 13).

Fe(CN);- m, Fe(CN)64_ (12)

Fe(CN), + Fo' ———= Fe[Fe(CN)J,  (13)

Reaksiyon karigiminin absorbansindaki bir artis kompleksin olusumundaki bir
artistan dolay1 indirgeme kapasitesindeki bir artis1 gosterir. Bu analizde test ¢ozeltisinin
sar1 rengi antioksidant orneklerinin indirgeme giiciine bagli olarak mavi ve yesilin
cesitli tonlarina doniisiir (Giilgin ve ark 2002a). Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun
olas1 antioksidant aktivitesinin 6nemli bir indikatorii olarak goriliir (Giilgin ve ark.

2010c).

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin indirgeme giici aktivitesi
incelenirken 5-150 pg/ml konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak BHT
ve BHA kullanildi. Ekstraktin ve pozitif kontrollerin indirgeme potansiyelinin
konsantrasyon artisiyla Dbirlikte arttign gozlemlendi. Ancak pozitif kontrollerin
ekstraktan daha giiglii indirgeme potansiyeline sahip oldugu goriildi (Cizelge 4.4).
Ekstrakt ve pozitif kontroller arasinda BHA > BHT > S. marianum tohumunun etanol
ekstrakti siralamasiyla indirgeme potansiyeli izlendi. Ayni sekilde Emen ve ark. (2009)
yaptiklar1 ¢aligmada C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin ve standart bilesiklerin
indirgeme potansiyelleri arasinda BHT > a-tooferol > C. niveum’un metanol ekstrakti

strasin1 gozlemislerdir.

Hidrojen  peroksit (H20,) oksijen metabolizmasiyla iretildigi i¢in
organizmalarda dogal bir sekilde var olabilir. Hemen hemen her canli H,O;’in diisiik
konsantrasyonlarini zararsiz ve katalitik olarak suya ve oksijene ayristiran peroksidaz
olarak bilinen enzimlere sahiptir. Biyolojik sistemler H,O; iiretebilir (Giilgin ve ark.
2003c). H20, membranlara kolaylikla gegebilir fakat H,O, diisiik konsantrasyonlarda

reaktif degildir ve ¢ogu bilesikle tamamen yavas bir sekilde reaksiyona girer. Ancak
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bazen H,O;’in in vitro hiicre 6liimiinii baslattigi ve hiicrelerde toksik oldugu bilinir,
clinkii H,O, hiicre i¢cinde hidroksil radikaline yol agabilir. HO;’in toksisitesi onun

hidroksil radikaline (-OH) doniismesinden kaynaklanir (Giilgin ve ark. 2003c).

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin H,O, sondiirme aktivitesi titrimetrik
olarak incelendi. incelenen bu metotta KI, Na,S,0s ile reaksiyonundan 2 e alarak
indirgenir (reaksiyon 14). Olusan I" anyonu asidik ortamda H,O, ile reaksiyona girer ve
indirgeyici olarak davranir (reaksiyon 15). Ancak H,0O; ile asidik ortamda I" reaksiyonu
oldukca yavas gerceklesir. Asit konsantrasyonunun artmasiyla bu reaksiyon daha hizl
gerceklestiginden ¢ozelti ortamina amonyum molibdat ilave edilir. Herhangi bir H,O;
sondiiriicii veya bir antioksidant reaksiyon ortamina eklenirse bunlar H,O,’1 sondiirmek
icin I ile yarigir. Uygulanan bu metotta askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.
Ekstraktin ve pozitif kontrolin 2.5 mg/ml’lik tek konsantrasyondaki ¢ozeltileri
kullanilarak titrasyonla H,0; sondiirme aktiviteleri gozlemlendi. Calisilan
konsantrasyonda S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin H,O, sondiirme aktivitesi
% 57.1£0.04 olarak bulunurken pozitif kontrol olan askorbik asidin H»O, sondiirme
aktivitesi % 60.5+0.01 olarak bulundu (Cizelge 4.5). Elde edilen bu degerler dikkate
alindiginda askorbik asidin H,O, sondiirme aktivitesinin ekstraktin H,O, sondiirme

aktivitesinden biraz daha yiiksek oldugu sonucuna varildi.

- - 2-
l,+280, ——= 21 + SO (14)
2 +HO, +2H = 1, +2H,0 (15)

Proteinler, hiicre ve dokunun 6nemli elemanlaridirlar. Ayrica reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve reaktif azot tiirlerine (RNS) (6rnegin -OH, HOCI ve ONOQ") kars1
korunmasizdirlar. Protein oksidasyonunun belirlenmesi i¢in en yaygin metot bir
hidrazon kromoforla 2,4-dinitrofenil hidrazinin reaksiyonuyla protein oksidasyonunun

kararli bir irtinii olan karbonil grubunun sinirlarini degerlendirmektir.

Proteinlerdeki yapisal degisimlere yol agan temel molekiiler mekanizmalar
karbonil olusumuyla karakterize edilen serbest radikal aracili protein oksidasyonudur.
Aslinda, karbonil olusumunun Ol¢iilmesi proteinlerin oksidatif hasar1 i¢in hassas bir

analiz olarak kulanilmaktadir (Reznick ve Pocker 1994).

FeCl3/H,0,/askorbik asit karisimi fosfat tamponundaki bovin serum albiimin

(BSA) proteini ile inkiibe edildigi zaman iiretilen hidroksil radikalleri BSA’ya saldirir.
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BSA’nin hidroksil radikalleriyle oksidasyonuyla peptit baglarmin yikilmasi sonucu
karbonil olusumu belirlenir. Hidroksil radikalleriyle (-OH) ile baslatilmig olan
albuminin (BSA) oksidatif hasar1 {izerinde BHT ve S. marianum tohumunun etanol
ekstraktinin onleyici etkisi sekil 4.6’da gosterilmistir. BHT nin, H,O,/ Fe™®/askorbik asit
sistemiyle Dbaglatilan ve karbonil grubunun olusumuyla sonuglanan alblimin
oksidasyonunu konsantrasyon artisina bagli olarak diislirdiigli ve S. marianum
tohumunun etanol ekstraktinin sirasiyla 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pug/ml ekstrakt
konsantrasyonlarinda % 9.16, 9.46, 11.36, 21.10, 42.75 ve 86.27 ile karbonil olusumu
tizerinde konsantrasyona bagli olarak onleyici etkiyi gosterdigi gozlendi (Cizelge 4.6).
Hem BHT’nin hem de S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin 1000 pg/ml’lik
tespit edildi. Ancak bu konsantrasyonda S. marianum tohumunun etanol ekstrakti ve
BHT’nin 6nleme etkileri arasinda 6nemli bir farklilik bulundu. S. marianum ile protein
oksidasyonunun 6nlenmesi serbest radikalleri iireten Fe*?/askorbat iizerinde sondiiriicii

etkisiyle sonuglandi.

S. marianum tohumunun etanol ekstraktimn H,O,/Fe*?/askorbik asidinin
proteinler tizerindeki atagina kars1 koruyucu 6zelligi elektroforetik olarak da incelendi.
Bu yontemde de bovine serum albiimin (BSA) protein olarak kullanildi. Pozitif kontrol
olarak BHT kullanildi. Bu metotta da hem BHT hem de S. marianum tohumunun etanol
ekstraktinin konsantrasyon artisina bagli olarak BSA’y1 oksidatif hasardan koruyucu
aktivite gosterdikleri tespit edildi (Sekil 4.8A, B ve Sekil 4.9A, B).

Emen ve ark. (2009) C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin Bovin Serum
Albumin (BSA) iizerinde hidroksil radikalleriyle baslatilmis olan oksidatif hasari
onleme aktivitesini incelemislerdir. C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin sirasiyla
25, 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda % 6.60, 13.00, 21.00 ve 38.00 ile karbonil
olusumu iizerinde konsantrasyona bagli olarak Onleyici etki gosterdigini
gozlemlemislerdir. Konsantrasyonlar ve yiizdeler arasindaki farkliliklar dikkate
alindiginda S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin BSA {izerinde hidroksil
radikalleriyle baslatilmis olan oksidatif hasar1 6nleme aktivitesinin C. niveum bitkisinin

metanol ekstraktindan daha yiiksek oldugu sonucuna varildi.

Kizil ve ark. (2009) Hypericum scabroides (HS) ve Hypericum triquetrifolium
(HT) bitkilerinin etanol ekstraktlarinin Bovin Serum Albumin (BSA) iizerinde hidroksil
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radikalleriyle baslatilmis olan oksidatif hasar1 6nleme aktivitesini incelemislerdir. HS ve
HT bitkilerinin etanol ekstraktlarinin 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda sirasiyla %
46+2.8 ve % 48+1.5 ile karbonil olusumu iizerinde konsantrasyona bagl olarak dnleyici
etki gosterdigini gozlemlemislerdir. Bu konsantrasyonda (1000 pg/ml) elde edilen
degerler karsilastirildiginda S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin BSA {izerinde
hidroksil radikalleriyle baslatilmis olan oksidatif hasar1 dnleme aktivitesinin HS ve HT

bitkilerinin etanol ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu sonucuna varildi.

Metalle baslatilan oksijen radikallerinin {iretiminin hiicre c¢ekirdegindeki
yalnizca DNA’ya saldirmadigi ayrica oksidasyona asir1 duyarli olan fosfolipidlerin
coklu doymamis yag asidi gibi diger hiicresel elemanlara da saldirdigi bilinir
(Esterbaurer ve ark. 1991, Mamett 1999). Doymamis yag asidi oksidasyonun baslangi¢
trtinii olan lipid hidroperoksidaz kisa Omiirlidiir dolayisiyla metallerle reaksiyona
girdigi zaman kendiliginden reaktif olan (aldeditler ve epoksitler) ¢cok sayida iiriin
meydana getirirler. Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun baglica aldehit
tirtinlerinden biridir. Malondialdehit memeli hiicrelerinde mutajeniktir ve siganlarda
karsinojeniktir (Valko ve ark. 2004).

S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin antioksidant aktivitesi sigan
karaciger homojenatinda demir (Fe?*) ile baslatilmis olan lipid peroksidasyonunu
onlemede tohum ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin kapasitesi nicelestirilerek
degerlendirildi. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu
onleme aktivitesi tiyobarbitiirik asit (TBA) metoduna gore belirlendi. Pozitif kontrol
olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kullanildi. Bu metotta 5-250 pg/ml
konsantrasyon araliginda c¢aligsildi. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin ve
BHT’nin 250 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla % 26.1440.72 ve % 31.40+0.63 ile en
yiiksek lipid peroksidasyonunu dnleme aktivitesi gosterdigi tespit edildi. Caligilan tiim
konsantrasyonlar dikkate alindiginda S. marianum tohumunun etanol ekstrakti ve BHT
arasinda oOnemli bir farklilk bulunmadigi ve her ikisinin de diisiik lipit

peroksidasyonunu 6nleme aktivitesi gosterdigi gozlendi.

Emen ve ark. (2009) C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin lipid

peroksidasyonunu Onleme aktivitesini sigan beyni homojenati iizerinde in vitro olarak
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aragtirmiglardir. 2 mg/ml’lik konsantrasyonda C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin

lipid peroksidasyonunu dnleme aktivitesini % 84.9 olarak bulmuslardir.

ROS ile baslatilmis DNA hasar1 hem yapisal hem de kimyasal olarak
tanimlanabilir ve modifikasyonun karakteristik bir 6rnegini gosterir. Cesitli kanser
dokularinda serbest radikal aracilit DNA hasari iyi bilinir (Valko ve ark. 2001). Tim
bazlarin modifikasyonu, bazik-serbest alanlarin {iretilmesi, silinmeler, iskeletin
kaymasi, zincir kirilmalari, DNA-protein ¢apraz baglar1 ve kromozal yeniden
diizenlemeyi iceren ROS’la gergeklesen bu degisimlerin biiyiikk ¢ogunlugu deneysel
olarak yeniden yapilabilir. Fenton reaksiyonuyla hidroksil radikalinin tretilmesini
kapsayan DNA hasar1 6nemlidir (Brezova ve ark. 2003). Deroksiriboz omurgasi ile
birlikte piirin ve pirimidin bazlar1 gibi DNA molekiiliiniin tiim bilesikleriyle hidroksil
radikalinin reaksiyona girdigi bilinir (Valko ve ark. 2004). DNA UV ile isinlandig1 ve
H20,’e maruz kaldiginda, H,O, hidroksil radikallerini tiretilecektir ve DNA’nin siiper

coiled formu (siiper kivrimli gembersel DNA; kirik yok, form I) boliinecektir.

Plazmit DNA Qiagene miniprep Kitiyle izole edildi. Sekil 4. 10 (A) ve 4. 11
(A)’de Siipercoiled-DNA (form 1) ve Open circular-DNA (form II) i¢in nicelestirilmis
bant yogunlugu gosterilmistir. Sekil 4. 10 (B) S. marianum tohumunun farkl
konsantrasyonlardaki etanol ekstraktinin, Sekil 4. 11 (B) S. marianum tohum yaginin
farkli konsantrasyonlardaki petrol eteri ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H,O, fotolizi
sonucu olusan hidroksil radikaline karsi koruyucu etkilerinin elektroforetik Grnegini

gostermektedir.

Daha hizli hareket eden bant supercoiled DNA’nin dogal formuna karsilik gelir,
1. kuyucukta ¢ift bant seklinde gosterilir ve daha yavas hareket eden bant open circular
(oc DNA) formuna karsilik gelir. H,O,’in varliginda DNA’nin UV 1sinlanmast (4.
kuyucuk), H,0;’in UV fotolizinden elde edilen hidroksil radikalinin DNA iizerindeki
zincir kesimi etkisiyle, sc DNA’nin (form I) oc DNA’ya ( form II) boliinmesiyle
sonuglandi. Reaksiyon karigimina ekstraktin eklenmesi (kuyucuk 5-9) oc DNA’nin
olusmasini engelledi ve sc DNA’nin kismi bir yeniden kazanimi saglandi. DNA’nin
H,0; fotolizi sonucu supercoiled formun hemen hemen tamaminin open circular forma

doniistiigii tespit edildi. S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin ve S. marianum
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tohum yaginin net kesimi dnleme yiizdeleri 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda sirasyla %
87.80 ve % 35.07 olarak bulundu.

Emen ve ark. (2009) C. niveum bitkisinin metanol ekstraktinin DNA’y1 serbest
radikallerden koruma etkisini DNA Agaroz Jel Elektroforeziyle incelemislerdir. C.
niveum bitkisinin metanol ekstraktinin hidroksil radikalleri sonucu olusan net DNA
kesimini 6nleme yiizdesini 500 pg/ml konsantrasyonda % 83.94 olarak bulmuslardir.
Konsantrasyonlar ve yiizdeler arasindaki farkliliklar dikkate alindiginda S. marianum
tohumunun etanol ekstraktinin hidroksil radikalleri sonucu olusan DNA kesimini
onleme aktivitesinin C. niveum bitkisinin metanol ekstraktindan daha diisiik oldugu

sonucuna varildi.

Kizil ve ark. (2009) Hypericum scabroides (HS) ve Hypericum triquetrifolium
(HT) bitkilerinin etanol ekstraktlarinin DNA’y1 serbest radikallerden koruma etkisini
DNA Agaroz Jel Elektroforeziyle incemislerdir. HS ve HT bitkilerinin etanol
ekstraktlarinin hidroksil radikalleri sonucu olugan net DNA kesimini dnleme yiizdelerini
400 pg/ml konsantrasyonda sirastyla % 97.00+£2.6 ve % 95.61+2.6 olarak bulmuslardir.
Konsantrasyonlar ve yiizdeler arasindaki farkliliklar dikkate alindiginda S. marianum
tohumunun etanol ekstraktinin hidroksil radikalleri sonucu olusan DNA kesimini
onleme aktivitesinin HS ve HT bitkilerinin etanol ekstraktlarindan daha diisiik oldugu

sonucuna varildi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda S. marianum tohumunun etanol ekstraktinin
antioksidant aktivite testlerinde pozitif kontrollerle kiyaslanabilecek derecede
antioksidant aktivite gosterdigi ve radikal sondiiriicii 6zelliginin oldugu tespit edildi.
Tohum ekstraktinin Bovine Serum Albumin (BSA) oksidasyonunu (50-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda) Onledigi tespit edilmistir. Ayrica ekstraktin  DNA
oksidasyonu ve lipit peroksidasyonunu onleyici 6zellige sahip oldugu gozlenmistir. Bu
caligmadaki sonuclar bu bitki materyalinin 6zellikle tohumunun farkli hastaliklar i¢in

antioksidant kaynagi olarak kullanilabilir oldugunu gostermistir.

70



Aynur SERCE

6. KAYNAKLAR

Aktay, G. , Deliorman, D. , Ergun, E. , Ergun, F. , Yesilada, E. , Cevik, C. 2000.
Hepatoprotective effects of Turkish folk remedies on experimental liver injury. J. of
Ethnopharm, 73: 121-129.

ArasHisar, S. , Hisar, O. , Beydemir, S., Giilgin, 1. , Yanik, T. 2004. Effect of vitamin E
on carbonic anhydrase enzyme activity in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) erythrocytes in
vitro and in vivo. Acta Vet Hung, 52: 413-422.

Attaguile, G. , Russo, A. , Campisi, F. , Savoca, F. , Acquaviva, R. , Ragusa, N. ,
Vanella, A. 2000. Antioxidant activity and protective effect on DNA cleavage of extracts from

Cistus ancanus L. and Cistus monspeliensis L. Cell Biol Toxicol, 16: 83 — 90.

Aruoma, Ol. 1994. Nutrition and health aspects of free radicals and antioxidants. Food
Chem Toxicol, 62; 671-683.

Baser, KHC. 1990. Tibbi Bitkiler ve Baharatlarin Diinya’da ve Tiirkiye’deki Ticareti ve
Talep Durumu, Tarim ve Kiy Isleri Bakanhg Dergisi, 53: 18-21.

Baytop, T. 1984. Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi, Istanbul Univ. Yay. No. 3637,
Eczacilik Fakiiltesi, No. 40, Istanbul, 240-376.

Baytop, T. 1999. Tiirkiye'de Bitkilerle Tedavi-Gegmiste ve Bugiin. Nobel Tip

Basimevi: Istanbul s.: 198.

Beckman, JS. 1996. Oxidative damage and tyrosine nitration from peroxynitrite. Chem
Res Toxicol, 9: 836-844.

Bendich, A. , Machlin, LJ. , Scandurra, O. , Burton, GW. , Wayner, DDM. 1986. The
antioxidant role of vitamin C. Free Radical Bio Med, 2: 419-444.

Blois, M.S. 1958. Nature. 26: 1199-1200.

Bocco, A. , Cuvelier, ME. , Richard, H. , Berset, C. 1998. Antioxidant activity and
phenolic composition of citrus peel and seed extracts. J Agric Food Chem, 46: 2123-2129.

Bors, W. , Heler, W. , Michel, C. , Saran, M. 1990. Flavonoids as antioxidants:

determination of radical-scavenging efficiencies. Methods Enzymol, 186: 343-355.

Brand-Williams, W. , Cuvelier, ME. , Berset, C. 1995. Use of a free radical method to

evaluate antioxidant activity. Lebensm Wissen Technol, 28: 25-30.

71



6. KAYNAKLAR

Braughler, JM. , Chase, RL. , Pregenzer, JF. 1987. Biochimica et Biophysica Acta-
Elsevier, 921(3) : 457-464.

Brezova, V., Valko, M., Breza, M. , Morris, H. , Telser, J. , Dvoranova, D. , Kaiserova,
K., Varecka, L. , Mazur, M. , Leibfritz, D. 2003. Role of radicals and singlet oxygen in
photoactivated DNA cleavage by the anticancer drug camptothecin: An electron paramagnetic
resonance study. J Phys Chem B, 107: 2415-2425.

Brigelius-Floh¢, R. , Traber, MG. 1999. Vitamin E: function and metabolism. FASEB
J, 13: 1145-1155.

Burton, GW. , 1989. Journal of Nutrition, 119 (1): 109-111.

Cai, YZ. , Luo, Q. , Sun, M. , Corke, H. 2004. Antioxidant activity and phenolic
compounds of 112 traditional Chinese medicinal plants associated with anticancer. Life Sci, 74:
2157-2184.

Chen, JH. , Ho, CT. 1997. Antioxidant activities of caffeic acid and its related
hydroxycinnamic acid compounds. J Agric Food Chem, 45: 2374-2378.

Chimi, H. , Cillard, J. , Cillard, P. , Rahmani, M. 1991. Peroxyl and hydroxyl radical

scavenging activity of some natural phenolic antioxidants. J Am Oil Chem Soc, 68: 307-312.

Cuppett, S., Schnepf, M. , Hall, C. 1997. Natural antioxidant-are they a reality? Natural
antioxidants: chemistry, health effects, and applications. AOCS Press, Champaign

Cuvelier, ME. , Richard, H. , Berst, C. 1992. Comparison of the antioxidative activity of
some acid-phenols: structure-activity relationship. Biosci Biotech Biochem, 56: 324-325.

Cooke, MS. , Evans, MD. , Dizdaroglu, M. , Lunec, J. 2003. FASEB Journal, 17:
1195-1214.

Coban, TA. , Beydemir, S. , Giilgin, I. , Ekinci, D. 2007. Morphine inhibits erythrocyte

carbonic anhydrase in vitro and in vivo. Biol Pharm Bull, 30: 2257-2261.

Dalle-Donne, I. , Guistraini, D. , Colombo, R. , Rossi, R. , Milzani, A. 2003. Trends in
Molecular Medicine-Elsevier, 9 :169-176.

Di Mascio, P. , Kaiser, S. , Sies, H. 1989. Lycopene as the most efficient biological

carotenoid singlet oxygen quencher. Arch Biochem Biophy, 274: 532-538.

Dinis, TCP. , Madeira, VMC. , Almedia, LM. 1994. Action of phenolic derivates
(acetoaminophen, salycilate and 5-aminosaly-cilate) as inhibitors of membrane lipid

peroxidation and as peroxyl radical scavengers. Arch Biochem Biophys, 315: 161-1609.

72



Aynur SERCE

Diplock, AT. , Charleux, JL., Crozier-Willi, G. , Kok, FJ. , Rice-Evans, C. , Roberfroid,
M. , Stahl, W. , Vina-Ribes, J. 1998. Functional food science and defence against reactive
oxidative species. Brit J Nut, 80: 77-112.

Dragsted, LO. , Strube, M. , Leth, T. 1997. Dietary levels of plant phenols and other
non-nutritive components: could they prevent cancer? Eur J Cancer Prev, 6: 522-528.

Eberhardt, MV. , Lee, CY. , Liu, RH. 2000. Antioxidant activity of fresh apples.
Nature, 405: 903-904.

Elmastas, M. , Giilgin, I. , Beydemir, S. , Kiifrevioglu, OI. , Aboul-Enein HY. 2006 A
study on the in vitro antioxidant activity of juniper (Juniperus communis L.) seeds extracts.
Anal Lett, 39: 47-65.

Elmastas, M. , Giil¢in, 1. , Isildak, O. , Kiifrevioglu, OI. , Ibaoglu, K. , Aboul- Enein,
HY. 2006a. Antioxidant capacity of bay (Laurus nobilis L.) leave extracts. J Iran Chem Soc, 3:
258-266.

Elmastas, M. , Tiirkekul, 1. , Oztiirk, L. , Giilgin, I. , Isildak, O. , Aboul-Enein, HY.
2006b. The antioxidant activity of two wild edible mushrooms (Morchella vulgaris and
Morchella esculanta). Comb Chem High T Scr, 9: 443-448.

Emen, S., Ceken, B. , Kizil, G. , Kizil, M. 2009. DNA damage protecting avtivity and
in vitro antioxidant potential of methanol extract of Cyclotrichium niveum. Pharmaceutical
Biology, 47 (3): 219-229.

Esterbauer, H. , Gebicki, J., Puhl, H. , Jurgens, G. 1992. The role of lipid peroxidation
and antioxidants in oxidative modification of LDL. Free Rad Biol Med, 13: 341-390.

Etminan, M. , Gill, SS. , Sami, A. 2005. Intake of vitamin E, vitamin C, and carotenoids

and the risk of Parkinson’s disease: a metaanalysis. Lancet Neurol, 4: 362—-365.

Elzaawely, AA. , Xuan, TD. , Tawata, S. 2005. Antioxidant and antibacterial activities
of Rumex japonicus HOUTT. aerial parts. Biol. Pharm. Bull, 28: 2225-2230.

Esterbaurer, H. , Schaur, RJ. , Zollner, H. 1991. Chemistry and biochemistry of 4-
hydroxydesoxynonenal, malonaldehyde and related aldehydes. Free Radic Biol Med , 11: 81-
128.

Evans, MD. , Cooke, MS. 2004. BioEssays, 26: 533-542.

73



6. KAYNAKLAR

Foti, MC. , Daquino, C., Geraci, C. 2004a. Abnormal solvent effects on hydrogen atom
abstraction. 2. Resolution of the curcimun antioxidant controversy. The role of sequential proton
loss electron transfer. J Org Chem, 69: 5888-5896.

Foti, MC. , Daquino, C. , Geraci, C. 2004b. Electron-transfer reaction of cinnamic acids
and their methyl esters with the DPPH" radical in alcoholic solutions. J Org Chem, 69: 2309-
2314,

Fukuhara, K. , Miyata, N. 1998. Resveratrol as a new type of DNA-cleaving agent.
Bioorg Med Chem Lett, 8: 3187-3192.

Ganesan, K. , Kumar, KS. , Rao, PVS. 2011. Comparative assessment of antioxidant
activity in three edible species of green seaweed, Enteromorpha from Okha, Northwest coast of
India. Innov Food Sci Emerg, 12: 73-78.

Garcia-Parrilla, MC. 2008. Antioxidantes en la dieta mediterranea. Nutricion Clinica

en Medicina 3: 129 — 140.

Godbout, JP. , Berg, BM. , Kelley, KW. , Johnson, RW. 2004. a-Tocopherol reduces
lipopolysaccharide-induced peroxide radical formation and interleukin-6 secretion in primary

murine microglia and in brain. J Neuroimmunol, 149: 101-1009.

Gromadzinska, J. , Wasowicz, W. , Rydzynski, K. , Szeszenia-Dabrowska, N. 2003.
Biological Trace Element Research, 91 (3) : 203-215.

Giilgin, 1. , Biiyiikokuroglu, ME. , Oktay, M. , Kiifrevioglu, OI. 2002a. On the in vitro

antioxidant properties of melatonin. J Pineal Res, 33: 167-171.

Giilgin, 1. , Biiyiikkokuroglu, ME. , Kiifrevioglu, OI. 2003a. Metal chelating and

hydrogen peroxide scavenging effects of melatonin. J Pineal Res, 34: 278-281.

Giilgin, 1. , Oktay, M. , Kirecci, E. , Kiifrevioglu, Ol. 2003c. Screening of antioxidant
and antimicrobial activities of anise (Pimpinella anisum L.) seed extracts. Food Chem, 83: 371
382.

Giilgin, I. , Mshvildadze, V. , Gepdiremen, A. , Elias, R. 2004c. Antioxidant activity of
saponins isolated from ivy: a-Hederin, hederasaponin C, hederacolchiside-E and
hederacolchiside F. Planta Med, 70: 561-563.

Giilgin, 1. , Berashvili D. , Gepdiremen A. 2005a. Antiradical and antioxidant activity of

total anthocyanins from Perilla pankinensis decne. J Ethnopharmacol, 101: 287-293.

74



Aynur SERCE

Giilgin, 1. 2007. Comparison of in vitro antioxidant and antiradical activities of L-

tyrosine and L-Dopa. Amino Acids, 32: 431-438.

Giilgin, I. , Elmastas, M. , Aboul-Enein, HY. 2007b. Determination of antioxidant and
radical scavenging activity of basil (Ocimum basilicum) assayed by different methodologies.
Phytother Res, 21: 354-361.

Giilgin, 1. , Elias, R. , Gepdiremen, A. , Taoubi, K. , Kdksal, E. 2009. Antioxidant
secoiridoids from fringe tree (Chionanthus virgin-icus L.). Wood Sci Technol, 43: 195-212.

Giilgin, 1. 2010. Antioxidant properties of resveratrol: a structureactivity insight. Innov

Food Sci Emerg, 11: 210-218.

Giilgin, 1. , Bursal, E. , Sehitoglu, HM. , Bilsel, M. , Géren, AC. 2010a. Polyphenol
contents and antioxidant activity of lyophilized aqueous extract of propolis from Erzurum,
Turkey. Food Chem Toxicol, 48: 2227-2238.

Giilin, I. , Huyut, Z. , Elmastas, M. , Aboul-Enein, HY. 2010c. Radical scavenging and
antioxidant activity of tannic acid. Arab Chem, 3: 43-53.

Giilgin, 1. , Topal, F. , Cakmakg1, R. , Géren, AC. , Bilsel, M. , Erdogan, U. 2011a.
Pomological features, nutritional quality, polyphenol content analysis and antioxidant properties
of domesticated and three wild ecotype forms of raspberries (Rubus idaeus L.). J Food Sci, 76:
C585-C593.

Giilgin, 1. , Topal, F. , Oztiirk Sarikaya, SB. , Bursal, E. , Géren, AC. , Bilsel, M. 2011b.
Polyphenol contents and antioxidant properties of medlar (Mespilus germanica L.). Rec Nat
Prod, 5: 158-175.

Glmiiscii, A. , Arslan, N. , Giirbiiz, B. 1998. Farkli ekim zamanlarinin meryemana
dikeni (S. marianum)’nin verim ve baz1 6zelliklerine etkisi, Prooceedings of XIIth International

Symposium on Plant Originated Crude Drugs, Ankara. 106.

Halliwell, B. , Gutteridge, JMC. , Auroma, Ol. 1987. The deoxyribose method: A
simple “test tube” assay for determination of rate constants for reaction of hydroxyl radicals.

Anal Biochem, 165: 215 - 219.

Halliwell, B. , Gutteridge, JMC. 1989. Free radicals in biology and medicine, 2nd edn.

Clarendon Press, Oxford.

Halliwell, B. , Gutteridge, JMC. 1990. Role of free radicals and catalytic metal ions in

human disease: an overview. Meth Enzymol, 186: 1-85.

75



6. KAYNAKLAR

Halliwell, B. , Gutteridge, JMC. , Cross, CE. 1992. Free radicals, antioxidants and
human disease: Where are we now? J Lab Clin Med. , 119: 598 - 620.

Halliwell, B. 1995. Antioxidant characterization; methodology and mechanism.
Biochem Pharmacol, 49: 1341-1348.

Halliwell, B. 1997. Antioxidants in human health and disease. Ann Rev Nut, 16: 33-50.

Halliwell, B. , Gutteridge, JMC. Free Radicals in Biology and Medicine. 3" ed. Oxford
University Pres. Inc, London 1999.

Harborne, JB. , Baxter, H. , Moss GP. 1999. Phytochemical dictionary: handbook of

bioactive compounds from plants, 2nd edn. Taylor and Francis, London

Heim, KE. , Taigliaferro, AR. , Bobilya, DJ. 2002. Flavonoid antioxidants: Chemistry,

metabolism and structure-activity relationships. J Nutr Biochem ., 13: 572-584.

Hou, YC. , Janczuk, A. , Wang, PG. 1999. Current trends in the development of nitric
oxide donors. Curr Pharm Des, 5: 417-441.

Huang, D., Ou, B., Prior, RL. 2005. The chemistry behind antioxidant capacity assays.
J Agric Food Chem, 53: 1841-1856.

Innocenti, A. , Giilgin, 1. , Scozzafava, A. , Supuran, CT. 2010a. Carbonic anhydrase
inhibitors. Antioxidant polyphenol natural products effectively inhibit mammalian isoforms I-
XV. Bioorg Med Chem Lett, 20 :5050-5053.

Innocenti, A. , Oztiirk Sarikaya, SB. , Giilgin, I. , Supuran, CT. 2010b. Carbonic
anhydrase inhibitors. Inhibition of mammalian isoforms I-XIV with a series of natural product
polyphenols and phenolic acids. Bioorg Med Chem, 18: 2159-2164.

Johnson, EJ. , Hammond, BR. , Yeum, KJ. , Qin, J. , Wang, XD. , Castaneda, C. ,
Snodderly, DM. , Russell, RM. 2000. Relation among serum and tissue concentrations of lutein

and zeaxanthin and macular pigment density. Am J Clin Nutr, 71: 1555-1562.

Jovanovic, SV., Stenken, S., Tosic, M., Marjanovic, B. , Simic, MG. 1994. Flavonoids
as antioxidants. J Am Chem Soc, 116: 4846-4851.

Kahkonen, MP. , Hopia, Al. , Vuorela, HJ. , Rauha, JP. , Pihlaja, K. , Kujala, TS. ,
Heinonen, M. 1999. Antioxidant activity of plant extracts containing phenolic compounds. J
Agric Food Chem. , 47: 3954-3962.

76



Aynur SERCE

Karaman, S., Tiitem, E. , Baskan, KS. , Apak, R. 2009. Comparison of total antioxidant
capacity and phenolic composition of some apple juices with combined HPLC-CUPRAC assay.
Food Chem, 120: 1201-1209.

Kizil, G. , Kizil, M. , Ceken, B. 2009. Protective Ability of Ethanol Extracts of
Hypericum scabroides Robson & Poulter and Hypericum triquetrifolium Turra aganist Protein
Oxidation and DNA Damage. Food Sci. Biotechol, 18: 130-136.

Kizil, M. , Yilmaz, EI. , Pirinccioglu, N. , Aytekin, C. 2003. DNA cleavage activity of

diazonium salts :Chemical nucleases. Turk J Chem, 27: 539-544.

Koksal, E. , Giilgin, 1. 2008. Antioxidant activity of cauliflower (Brassica oleracea L.).

Turk J Agric For, 32: 65-78.

Krishnadev, N. , Meleth, AD. , Chew, EY. 2010. Nutritional supplements for age-
related macular degeneration. Curr Opin Ophthalmol, 21 :184-189.

Kron, PA. , Williamson, G. 1999. Hydroxycinnamates in plants and food: current and
future perspectives. J Sci Food Agric, 79: 355-361.

Kumar, A. , Chattopadhyay, S. 2007. DNA damage protecting activity and antioxidant
potential of pudina extract. Food Chem. , 100: 1377-1384.

Kvasnicka, F. , Biba, B. , Sevick, R. , Voldrich, M. Kratka, J. 2003. Analysis of the
active components of silymarin. J. Chromatog. , A. 990, 239-245.

Laemli, UK. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 27: 680-685.

Lampi, AM. , Piironen, V. 1998. a and c-Tocopherols as efficient antioxidants in butter
oil triacylglycerols. Fett/Lipid, 100: 292-295.

Lemanska, K. , Szymusiak, H. , Tyrakowska, B. , Zielinski, R. , Soffer AEMF. ,
Rietjens, IMCM. 2001. The influence of pH on the antioxidant properties and the mechanisms

of antioxidant action of hydroxyflavones. Free Radical Biol Med, 31: 869-881.

Lo, KM. , Cheung, CK. 2005. Antioxidant activity of extracts from the fruiting bodies
of Agrocybe aegerita var. Alba. Food Chem, 85: 533-5309.

Lorenzo, Y., Azqueta, A., Luna, L., Bonilla, F. , Dominguez, G., Collins, AR. 2008.
The carotenoid b-cryptoxanthin stimulates the repair of DNA oxidation damage in addition to

acting as an antioxidant in human cells. Carcinogenesis, 30: 308-314.

77



6. KAYNAKLAR

MacDonald-Wicks, LK. , Wood, LG. , Garg, ML. 2006. Methodology for the
determination of biological antioxidant capacity in vitro: a review. J Sci Food Agric, 86: 2046—
2056.

MacNee ,W. 2000. M. D. Oxidants/Antioxidants and COPD. Chestjournal, 117: 3035—
317.

Magalhaes, LM. , Segundo, MA. , Reis, S., Lima, JLFC. 2008. Methodological aspects
about in vitro evaluation of antioxidant properties. Anal Chim Acta, 613: 1-19.

Magalhdes, LM. , Santos, M. , Segundo, MA. , Reis, S. , Lima, JLFC. 2009. Flow

injection based methods for fast screening of antioxidant capacity. Talanta, 77: 1559-1566.

Marnett, LJ. 1999. Lipid peroxidation-DNA damage by malondialdehyde. Mutat Res
Fundam Mol Mech Mugag, 424: 83-95.

Marinova, EM. , Yanishlieva, NV. 1994. Effect of lipid unsaturation on the

antioxidative activity of some phenolic acids. J Amer Oil Chem Soc, 71: 427-434.

Middleton, EJR. , Kandaswami, C. 1993. In the flavonoids advances in research since
1986. In: Harborne JB (ed) Chapman & Hall/CRC, New York.

Milligan, JR. , Ward, JF. , 1994. Official Journal of the Radiation Research, 137: 295-
299,

Mortensen, A. , Skibsted, LH. 1997. Importance of carotenoid structure in radical
scavenging reactions. J Agric Food Chem, 45: 2970-2977.

Musialik, M. , Litwinienko, G. 2005. Scavenging of dpph* radicals by vitamin E is
accelerated by its partial ionization: the role of sequential proton loss electron transfer. Org Lett,
7:4951-4954,

Oktay, M. , Giilgin, I, Kiifrevioglu, OI. 2003. Determination of in vitro antioxidant

activity of fennel (Foeniculum vulgare) seed extracts. Lebensm WissenTechnol, 36: 263-271.

Oyaizu, M. 1986. Studies on products of browning reaction : Antioxidative activity of

products of browning reaction prepared from glucosamine. J Nutr, 44: 307-315.

Oztiirk Sarikaya, SB. , Giilgin, I, Supuran, CT. 2010. Carbonic anhydrase inhibitors.
Inhibition of human erythrocyte isozymes | and Il with a series of phenolic acids. Chem Biol
Drug Design, 75: 515-520.

78



Aynur SERCE

Oztiirk Sarikaya, SB. , Topal, F. , Sentiirk, M. , Giilgin, I. , Supuran, CT. 2011. In vitro
inhibition of a-carbonic anhydrase isozymes by some phenolic compounds. Bioorg Med Chem
Lett, 21: 4259-4262.

Packer, L. 1996. Nitric oxide. Part A: sources and detection of NO; NO synthase.
Method Enzymol, 268: 331-340.

Pellegrini, N. , Serafini, M. , Colombi, B. , Del Rio, D. , Salvatore, S. , Bianchi, M. ,
Brighenti, F. 2003 Total antioxidant capacity of plant foods, beverages, and oils consumed in
Italy assessed by three different in vitro assays. J Nut, 133: 2812-28109.

Pérez-Jiménez, J. , Saura-Calixto, F. 2005. Literature data may underestimate the actual

antioxidant capacity of cereals. J Agric Food Chem, 53: 5036 — 5040.
Pietta, PG. 2000. Flavonoids as antioxidants. J Nat Prod, 63: 1035-1042.

Pokorny, J. 1987. Major factors affecting the autoxidation of lipids’. In: Chan HWS (ed)
Autoxidation of unsaturated lipids. Academic Press, London, pp 141-206.

Pokorny, J. 1988. Autoxidation of unsaturated lipids. In: Chan H (ed) Academic Press,
London, p 141.

Pokorny, J. 1999. Antioxidants in food preservation’. In: Shafiur Rahman M (ed)
Handbook of food preservation. Marcel Dekker, New York, pp 309-337.

Prior, RL. , Wu, XL. , Schaich, K. 2005. Standardized methods for the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. J Agric Food Chem, 53:
4290-4302.

Quaglia, MG. , Bossu, E. , Donati, E. , Mazzanti, G. , Brandt, A. 1999. Determination of
silymarin in the extract from the dried Silybum marianum fruits by high performance liquid
chromatography and capillary electrophoresis. J. Pharmaceut. Biomed. Anal., 19 (3-4), 435 -
442.

Rajeshwar, Y. , Kumar, S. , Gupta, M. , Mazumder, UK. 2005. Studies on in vitro
antioxidant activities of methanol extract of Mucuna pruriens (Fabaceae) seeds. European Bull
Drug Res. , 13: 31-39.

Reaven, PD. , Witztum, JL. 1996. Oxidized low density lipoproteins in atherogenesis:

role of dietary modification. Ann Rev Nut, 16: 51-71.

Reznick, AZ. , Packer, L. 1994. Oxidative damage to proteins: Spectrophotometric
method for carbonyl assay. Methods Enzymol, 233: 357-363.

79



6. KAYNAKLAR

Rice-Evans, CA. , Miller NJ. 1996. Antioxidant activities of flavonoids as bioactive
components of food. Biochem Soc T, 24: 790-795.

Riccioni, G. 2009. Carotenoids and cardiovascular disease. Curr Atheroscler Rep, 11:
434-4309.

Robbins, RJ. 2003. Phenolic acids in foods: an overview of analytical methodology. J
Agric Food Chem, 51: 28662887

Rock, CL. , Jacob, RA. , Bowen, PE. 1996. Update on the biological characteristics of
the antioxidant micronutrients: vitamin C, vitamin E, and the carotenoids. J Am Diet Assoc, 96:
693-702.

Samadi, A. , Soriano, E. , Revuelta, J. , Valderas, C. , Chioua, M., Garrido, I. ,
Bartolomé, B. , Tomassolli, I. , Ismaili, L. , Gonzalez-Lafuente, L. , Villarroya, M. ,
Garcia, AG. , Oset-Gasque, MJ. , Marco-Contelles, J. 2011. Synthesis, structure,
theoretical and experimental in vitro antioxidant/pharmacological properties of a-aryl,
N-alkyl nitrones, as potential agents for the treatment of cerebral ischemia. Bioorg Med
Chem 19: 951-960.

Schreck, R. , Baeuerle, PA. 1994. Assessing oxygen radicals as mediators in activation
of inducible eukaryotic transcription factor NF-KB. Method Enzymol, 234: 151-163.

Sen, CK. , Packer L. 1996. Antioxidant and redox regulation of gene transcription.
FEBS Lett, 10: 709-720.

Sherwin, ER. 1990. In: Branen AL, Davidson PM, Salminen S (eds) Food additives,
Marvel Dekker Inc., New York, pp 139-193.

Shimada, K. , Fujikava, K., Yahara, K. , Nakamura, T. 1992. Antioxidative properties
of xanthane on the autoxidation of soybean oil in cyclodextrin emulsion. J Agric Food Chem,
40: 945 — 548.

Sies, H. 1991. Oxidative stress: from basic research to clinical application. Am J Med,
91: 31-39.

Sies, H. 1993. Strategies of antioxidant defence. Eur J Biochem, 215: 213-219.
Sies, H. 1997. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Exp Physiol, 82: 291-295.

Sies, H. , Stahl, W. 1995. Vitamins E and C, b-carotene, and other carotenoids as
antioxidants. Am J Clin Nut, 62: 1315-1321.

80



Aynur SERCE

Singleton, VL., Rossi, JA. 1965. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. Am J Enol Vitic, 16: 144-158.

Singleton, VL., Orthofer, R. , Lamuela-Raventos, RM. 1999. Analysis of total. phenols
and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent. Metods
Enzymol, 299: 15 -178.

Song, FL., Gan, RY., Zhang, Y., Xiao, Q. , Kuang, L., Li, HB. 2010. Total phenolic
contents and antioxidant capacities of selected Chinese medicinal plants. Int J Mol Sci, 11:
2362-2372.

Sroka, Z. , Cisowski, W. 2003. Hydrogen peroxide scavenging, antioxidant and anti-

radical activity of some phenolic acids. Food Chem Toxicol, 41: 753-758.
Stadtman, ER. , Levine, RL. 2003. Amino Acids Journal, 25: 207-218.

Stahl, W. , Sies, H. 1993. Physical quenching of singlet-oxygen and cistrans

isomerization of carotenoids. Ann NY Acad Sci, 691; 10-19.

Stahl, W. , Sies, H. 2003. Antioxidant activity of carotenoids. Mol Asp Med, 24: 345-
351.

Susan, D. , Arnum, V. 1998. Vitamin A in Kirk-Othmer encyclopedia of chemical
technology. Wiley, New York, pp 99-107.

Sentiirk, M. , Giilgin 1. , Beydemir, S. , Kiifrevioglu, OI. , Supuran, CT. 2011. In vitro
inhibition of human carbonic anhydrase | and Il isozymes with natural phenolic compounds.
Chem Biol Drug Des, 77: 494-499.

Tanker, M. , Tanker, N. 1998. Farmakognozi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Yayinlari. Ankaras. : 213 - 214.

Tanker, N. , Koyuncu, M. , Coskun, M. 2004. Farmasotik Botanik. Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Yayinlari. No: 88 : 281, 324 - 325.

Timmermann, TV. 1990. Tocopherole-antioxidative Wirkung bei Fetten und O len. Fat
Sci Technol, 92: 201-206.

Valenzuela, AB. , Nieto, SK. 1996. Synthetic and natural antioxidants: food quality
protectors. Grasas y Aceites, 47: 186-196.

Valko, M. , Morris, H. , Mazur, M. , Rapta, P. , Bilton, RF. 2001. Oxygen free radical
generating mechanisms in the colon: Do the semiquinones of vitamin K play a role in the

aetiology of colon cancer? Biochim Biophys Acta, 1527: 161-166.

81



6. KAYNAKLAR

Valko, M. , Mario, I. , Mazur, M. , Rhodes, CJ. , Telser, J. 2004. Role of oxygen
radicals in DNA damage and cancer incidence. Mol Cell Biochem, 266: 37-56.

Wang, BS. , Lin, SS. , Hsiao, WC. , Fan, JJ. , Fuh, LF. , Duh, PD. 2006. Proctective
effects of an aqueous extract of Welsh onion green leaves on oxidative damage of reactive
oxygen and nitrogen species. Food Chem, 98: 149-157.

Weber, P., Bendich, A., Schalch, W. 1996. Vitamin C and human healtha review of
recent data relevant to human requirements. Int J Vit Nut Res, 66: 19-30.

Wichi, HP. 1988. Enhanced tumour development by butylated hydroxyanisole (BHA)
from the perspective of effect on forestomach and oesophageal squamous epithelium. Food
Chem Toxicol, 26: 717-723.

Williams, RJ. , Spencer, JP. , Rice-Evans, C. 2004. Flavonoids: antioxidants or
signalling molecules? Free Radical Biol Med, 36: 838-849.

Wright, JS. , Johnson, ER. , DiLabio, GA. 2001. Predicting the activity of phenolic
antioxidants: theoretical methods, analysis of substituent effects, and application to major
families of antioxidants. J Am Chem Soc, 123: 1173-1183.

Zhao, GR. , Xiang, ZJ., Ye, TX., Yuan, YJ., Guo, ZX. 2006. Antioxidant activities of
Salvia miltiorrhiza and Panax notoginseng. Food Chemistry, 99: 767-774.

Zhishen, J., Mengcheng, T. , Jianming, W. 1999. Food Chemistry , 64: 555-559.

Zhou, K., Laux, JJ., Yu, L. 2004. Comparison of Swiss red wheat grain and fractions
for their antioxidant properties. J Agric Food Chem. , 52: 1118-1123.

82



Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Medeni Hali
Yabanci Dili

OZGECMIS

: Aynur SERCE
: Diyarbakir
:12.07.1986

: Bekar

: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

[kogretim

Lise

Lisans

Yiiksek Lisans

: Mersin Bahgelievler IOO (1992-2000)
: Mersin Pakize Kokulu Lisesi (2000-2003)
: Dicle Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii (2005-2009)

: Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya A.B.D.(2010-2012)

83



