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OZET

Olea Europaea (Zeytin) Ailesinden Hatay Yéresine Ozgii “Halhah”
Tiiriiniin Meyve, Yaprak Ve Cekirdek Ekstrelerinin Antioksidan Ve
Antitrombotik Ozelliklerinin Incelenmesi

Amag: Zeytin lilkemizin en 6nemli bitkilerinden bir tanesidir ve ciddi diizeyde
bir ekonomik deger yaratmaktadir. Ancak iilkemizde zeytin sadece sofralik zeytin ve
zeytinyag1 olarak tiiketilmektedir. Oysa zeytin yaprak ve c¢ekirdekleri de zeytinin
degerlendirilmesi gereken bilesenleridir. Biz bu ¢aligmada zeytin yaprak, meyve ve
cekirdeklerinden elde edilen ekstrelerin antioksidan, antimikrobiyal ve antitrombotik
etkinliklerini arastirarak Halhali tiirii zeytinin bazi bilesenlerinin tibbi etkilere sahip
degerlendirilebilir bilesenler oldugunu ortaya koymay1 amagladik.

Materyal-Metot: Bu calismada Hatay yoresinde yetisen Halhali tiirii zeytin
agacindan hasat doneminde toplanan zeytin meyve, yaprak ve cekirdekleri kullanildi.
Soxhalet cihazi kullanilarak yapilan ekstraksiyon ile nonpolar bilesenleri
uzaklagtirilarak polar biyoaktif bilesenlerin bulundugu ekstreler elde edildi. Bu ekstreler
kullanilarak spektrofotometrik yontemlerle total fenolik ve flavanoid madde bilesimi,
DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil radikali) ve hidrojen peroksit sondiiriicii aktivite,
metal selatlayici ve rediiktan potansiyel tayini yapildi. Ilaveten agar diliisyon ydntemi
ile antimikrobiyal aktivite ve agregometri teknigiyle antitrombotik aktivite diizeyleri
belirlendi.

Bulgular: Zeytin cekirdegi ekstresinin 1,000 mg’1 317,24 pg gallik asit esdegeri
(GAE) fenolik madde icerigi ile en yiiksek fenolik madde iceren ekstredir. Flavanoid
icerigi ise 4,43 ng ile en yiiksek meyve ekstresinde saptanmustir. Yaprak ekstresinin
1,000 mg’1 257,6 pg BHT ninkine esdegeri diizeyde indirgeyici potansiyele sahiptir.
Metal selatlayic aktivite i¢in en yiiksek potansiyel 13,33 mg/mL ICso degeri ile yaprak
ekstrelerinde gozlendi. Yine yaprak ekstresi en gii¢lii hidrojen peroksit ve DPPH
radikali sondiiriicii aktivite gosterdi. Antitrombotik ve antimikrobiyal aktivite
bakimindan da en giiclii etki yaprak ekstresinde gozlendi.

Sonu¢: Calisma bulgularimiz gdstermektedir ki; zeytin yaprak, meyve ve
cekirdek ekstrelerinin her iicii de test ettigimiz parametreler bakimindan farkli
diizeylerde olmakla beraber etkili bulunmustur. Yaprak ekstrelerinin genel olarak daha
etkili oldugu ve tamamlayict tip alaninda yaygin olarak kullanim alani bulabilecegi
goriilmektedir. Zeytin ¢ekirdekleri mutlaka degerlendirilerek arti deger yaratilmalidir.
Ulkemizin bu degerli bitkisi besin dgesi olmasinin &tesinde tibbi bir bitki olarak da
dikkate alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin (Olea europaea), antioksidan, antitrombotik,
antimikrobiyal, fenolik bilesik, flavanoid.
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ABSTRACT

Investigation of Antioxidant and Antithrombotic Properties of Fruit, Leaf and
Seed Extracts of Olea Europaea Family's “Halhali” Species Specific to Hatay
Region

Objective: Olive is one of the most important plants of our country and creates a
serious economic value. But olives are consumed only as breakfast olives and olive oil
in our country. However, olive leaves and kernels are the components of olive that
should be evaluated. In this study, we aimed to investigate the antioxidant, antimicrobial
and antithrombotic activity of the extracts obtained from olive leaves, fruits and kernels
and to reveal that all components of olives can evaluable components with medicinal
effects.

Material and Method: : In this study, olive fruits, leaves and kernels collected
from the olive tree grown in the Hatay region during the harvest period were used. Non-
polar components were removed by Soxhalet extraction to obtain extracts with polar
bioactive components. Total phenolic and flavanoid composition, DPPH and hydrogen
peroxide quenching activity, metal chelating and reductant potentials were determined
by spectrophotometric methods using these extracts. In addition, antimicrobial activity
was determined by agar dilution method and antithrombotic activity levels were
determined by aggreggometry technique.

Results: 1mg of olive extract is the highest phenolic content of 317.24 pg gaelic
acid equivalent flavonoid content was determined the highest fruit extract with 4.43 ug
Img of leaf extract has a redding potential equivalent to that of 257.6 ng BHT. Highest
potential for metal chelating activity was observed in leaf extracts with an 1Cso of 13.33
mg/mL. Also leaf extract showed the strongest hydrogen peroxide and DPPH radical
extinguishing activity. With regard to antithrombotic and antimicribal activity, the
strongest effect was observed in the leaf extract.

Conclusion: Our study findings show that all three extracts of olive leaf, fruit
and seed were found very effective at different levels in terms of the parameters we
tested. Leaf extracts appear to be more effective in general and can be videly used in
the field of complementary medicine. Olive seeds must be evaluted absolutely and
should be created surplus value. This valuable plant of our country must be considered
as a medical plant beyond its nutritional element.

Key Words: Olive (Olea europaea), antioxidant, antithrombotic, antimicrobial,
phenolik compounds, flavonoids.
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1.GIRIS

Son yiiz yil igerisinde teknoloji ¢ok hizli gelisti ve bu gelisim her gegen giin daha
da artan bir hizda devam ediyor. Teknoloji de yasanan bu hizli gelisim dogal olarak
hayatimiz1 etkileyen bir¢ok alana da ayni hizla girdi. Giinliik yasantimizin hemen her
aninda teknoloji ile i¢ ige bir yasam siiriiyoruz artik. Mutfagimizda, salonumuzda,
ofisimizde, aracimizda hatta sokakta, parkta ya da doga ile bas basa kaldigimizi
sandigimiz bir orman yiirliylisiinde bile manyetik ve/veya elektriksel alana degisen
siddetlerde maruz kalmaktayiz. Yasam alanlarimiza dikilen baz istasyonlari,
ceplerimizde tasidigimiz mobil telefonlar, yiiksek gerilim hatlari, kablosuz internet
aglar ve evlerimizde kullandigimiz elektrikli ev aletleri cevremizde yogun bir manyetik
kirlilik yaratmaktadir. Manyetik kirlilik sonucu canli sistemlerin elektriksel ve
elektromanyetik alanlara maruziyeti basta norolojik hastaliklar olmak iizere bircok

patolojinin etyopatogenezinde rol oynamaktadir (1).

Gelisen endiistri ve teknoloji iiretim sektoriinde devasa ilerlemeler yaratmis,
fabrikalar ve entegre tesislerde tiretim kapasiteleri katlanarak artmis, ancak beraberinde
iiretime paralel bir sekilde atitk madde miktar1 da artmistir. Gaz atiklar soludugumuz
havayi, siv1 atiklar ictigimiz suyu ve kati atiklar ise yasadigimiz ¢evreyi kirletmislerdir.
Cogunlugunu canli sistemlere zararli kimyasallarin olusturdugu bu atiklara akut ya da
kronik maruziyetler sonrasi basta kanser olmak iizere birgok hastaligin insidansi artmis

morbidite ve mortalite oranlar1 ylikselmistir (2).

Hizla artan diinya niifusu insanlig1 gida yetersizligi ve beslenme bozukluklari
riski ile karsi karsiya birakmustir. Tarimsal iiretimi artirmak amaciyla gerek bitkisel
gerekse hayvansal iiretimde yogun bir sekilde pestisid, insektisid ve antibiyotik
kullanimi hatta verimi artirmak amaciyla hormon benzeri etkileri olan ajanlarin
kullanim1 beraberinde bu iirlinleri tiiketen insanlarin da bu kimyasallara maruz
kalmastyla sonu¢lanmistir. Bu tiir ilaclarin teratojenik ve mutajenik etkilerinin yani sira
endokrin sistemi bozdugu, sirkadiyen ritmi degistirdigi, puberta zamanini erkene aldig:

bilinmektedir (3).

Onemli risk guruplarindan biri de agir metallerdir. Karaciger, beyin ve adipoz

doku gibi bir¢ok dokuda birikme egilimi gosteren agir metaller parankim hiicre hasari,



enzim inhibisyonu, néral ileti bozukluklari, fertilizasyon defektleri gibi bir¢ok yapisal

ve fonksiyonel islev yetmezliklerine neden olmaktadir (4).

Teknolojik gelisim insan giliciiniin yerini makinalarin almasina, bdylece fiziksel
aktiviteye dayali iiretim proseslerinin yerine makina ve entegre otomasyon sistemlerinin
gecmesine neden olmustur. Toplumun genelinde giinliik fiziksel aktivite orani diismiis
sedanter yasam tarzi biiylik oranda yaygin hale gelmistir. Obezite, hiperlipidemi,
hipertansiyon ve ateroskleroz goriilme sikligr artmis olup bu bulgularin bir kacinin
birlikte bulundugu bir sendrom olarak tanimlanan metabolik sendrom yaygin bicimde
goriilmeye baslanmistir. Gliniimiizde 6lim nedenleri arasinda ilk sirada bulunan
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan en 6nemli faktdrlerden bir tanesi

metabolik sendromdur (5).

Degisen beslenme tarzi, maruz kalinan toksik ajanlarin sayisinda ve maruziyet
sekli ile siiresindeki artig, manyetik kirlilik, sedanter yasam bi¢imi ve yogun emosyonel
stres canli sistemleri birgok patolojiye karsi yatkin ve savunma giicli azalmis hale
getirmektedir. Zayiflayan immiin sistem, bozulan homeostaz ve artan oksidatif stres
kanser basta olmak iizere goriilme siklig1 artan hastaliklarin gelisip ilerlemesine zemin
hazirlamaktadir. Oyle ki bundan yaklasik 30-40 yil dncesine kadar geng insanlarda
nadir goriilen daha cok ileri yas hastalig1 olarak bilinen kanser bugiin en sik tani
konulan hastaliklar arasinda yer almaktadir. Ozellikle kadinlarda meme ve rahim
kanserleri erkeklerde ise akciger ve prostat kanserleri insidanst en fazla artan
hastaliklardan olmustur. Bu siirecin gelisiminde baslica rolii olan faktdrler; bozulan
beslenme aligkanliklari, fast food tarzi beslenme, diizenli egzersizden ve giin ici fiziksel
aktiviteden uzak sedanter yasam, gida, hava ve sudaki kirlilik, manyetik kirlilik,

emosyonel ve oksidatif stres, genetik etmenler seklinde siralanabilir (6).

Modern tibbin hastaliklara iki temel yaklasim big¢imi bulunmaktadir. Bunlardan
bir tanesi radikal yaklasim olup cerrahi uygulamalar1 icermektedir. Bir digeri ise
medikal tedavi olup hastaliklarin ilaglarla tedavi edilme yontemidir (7). Ancak bu
yaklagimlarin her ikisi de hastaliklarin gelisip tant konmasindan sonraki siireclerde
uygulanmaktadir. Oysa koruyucu hekimlik ve geleneksel tip uygulamalar1 hastaliklarin
tedavi edilmesi uygulamalariyla birlikte hastaliklardan koruyucu yaklasimlar1 da
icermektedir. Koruyucu ve tedavi edici geleneksel tibbi uygulamalarin en Onemli

silahin1 tibbi bitkiler ve bu bitkilerden hazirlanan farkli preparatlar olugturmaktadir. Bu
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amaglarla kullanilan yiizlerce farkli bitki tiirlinden s6z edebiliriz. Hatta bu bitkilerden
bazilar1 da iilkemiz topraklarma 6zgii endemik tiirlerdir. Uygulamalarda biyoaktif
bilesen yogunlugu ve biyoyararlanimi dikkate alinarak bitkilerin yaprak, kok, ¢igek ya
da meyve gibi bilesenleri tek basina ya da birlikte kullanilabilmektedir (8).

Geleneksel tibbin yaygin bigimde kullandigi tibbi bitkilerden bir tanesi de
zeytindir. Zeytinin meyvesi, yapragi ve cekirdegi ile hazirlanan degisik preparatlar ve
zeytinya81 ylizyillardir insanoglunun farkli hastaliklarin tedavisinde kullandigi halk
ilaclar1 arasinda yer almaktadir (9). Bu calismada tilkemizde yetisen Onemli zeytin
tiirlerinden biri olan Halhali tiirii zeytinin meyve, yaprak ve ¢ekirdeklerinden hazirlanan
ekstrelerin antioksidan ve antitrombotik aktiviteleri degerlendirilmistir. Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalarda ¢ogunlukla yaprak ve meyve iizerinde yogunlagilmis ve zeytin
cekirdeginin muhtemel tibbi etkileri géz ardi edilmistir. Bizim bu ¢aligmadaki temel
amaclarimizdan biri de zeytinin yaprak ve meyvesi ile birlikte ¢ekirdek ekstrelerini de
arastirarak bu organin da degerlendirilmesi gereken bir bilesen oldugunu ortaya

koymaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Zeytin

Zeytin bitkisi (Olea europaea) Oleaceae familyasindandir ve ismini Yunanca
“elaia” ve latince “olea”dan almaktadir. Tiirk¢e isminin kdkeni ise Semitik orjinali olan
zayit kelimesinden gelmektedir. Boyu 2 ila 20 m arasinda degisebilmekle beraber
ortalama 8-10 m civarindadir. Zeytin agacinin meyveleri baslangigta yesil renktedir
ancak olgunlastikca renk koyulasir ve mor bir renk alir. Olgunlasma dénemi Ekim
aymin ortalarindan Kasim aymin sonuna kadar olan bir dénemi kapsamaktadir. Ug yiiz
elli y1l civarinda bir ortalama dmre sahip olan zeytin agaclarinin iki bin ve daha iizeri
yasinda olanlarina da rastlanabilmektedir. Son derece dayanikli ve kolay c¢ogalan bir

bitkidir (10).

Zeytin agacmin ana vatanimin Giiney On Asya oldugu ileri siiriilmekte olup bu
bolge bugiin {ilkemiz simirlar1 icinde bulunan Maras, Antep ve Hatay dolaylaridir. Ilk
1slah calismalarinin Samiler tarafindan M.O. 4000 yillarinda gergeklestirildigi rapor
edilmistir (10,11)

Zeytin meyvesinin bilesimi (%); Su 50 — 60; Yag 18 — 25; Protein 1,5 — 2; Seker
18; Seliilloz 5; Mineral Madde (kiil) 1,5; Hidrokarbonlar 08 — 1; Polifenoller 0,5 - 0,8;
Tokoferoller 0,3 - 0,8 seklindedir (12).

Zeytin agacinin yapraklari da tibbi kulanim alanima sahip bitkisel materyaller
arasindadir. Igerdigi fenolik bilesenlerin  giiclii antioksidan, antimikrobiyal,

antienflamatuvar ve antiaging etkili oldugu rapor edilmistir (13).

Halk tibb1 pratiklerinde zeytinin g¢ekirdeginin de tedavi amach kullanildigi
bilinmektedir; yara iyilesmesini hizlandirmak amaciyla zeytinin g¢ekirdegi ile birlikte
ezilip lezyon {iizerine siiriilmesi ya da gastrit ve mide ilserlerinde zeytin ¢ekirdeginin

biitiin olarak yutulmasi bu uygulamalardan birkaci olarak verilebilir (14).

2.1.1.Zeytin Cesitleri
Diinyada degisik iilke ve cografyalarda yetisen zeytin tiirlerinin biiyiik bir kismi
tilkemizde de yetistirilmektedir. Ulkemizde yetisen baslica zeytin tiirlerini siralayacak

olursak;



-Ayvalik ¢esidi
-Cakar ¢esidi

-Celebi ¢esidi
-Edincik su ¢esidi
-Erkence ¢esidi
-Halhali ¢esidi
-Kalembezi ¢esidi
-Karamiirsel su ¢esidi
-Kiraz ¢esidi
-Memeli ¢esidi
-Samanli ¢esidi

-Sar1 ulak ¢esidi
-Tavsan yiiregi ¢esidi

-Yag celebi ¢esidi

-Biiytik topak ulak ¢esidi
-Cekiste ¢esidi
-Domat ¢esidi
-Egriburun ¢esidi
-Gemli ¢esidi

-Izmir sofralik cesidi
-Kan ¢elebi gesidi
-Kilis yaglik ¢esidi
-Memecik ¢esidi
-Nizip yaglik cesidi
-Sar1 hasebi ¢esidi
-Saurani ¢esidi

-Uslu ¢esidi

seklindedir. Caligmamizda kullanilan ve Hatay ile civar yoreye 6zgii bir tiir olan

Halhal1 tiirii zeytin ¢gesidine biraz daha yakindan bakacak olursak; (15)

2.1.2.Halhah Zeytini

Mardin, Hatay, Gaziantep, Kahramanmaras civarinda yetisir. (Resim2.1)



Resim 2.1.2. Halhali tiirii zeytin meyvesi

Cografi dagilim alanmi i¢inde 2 milyon civarinda aga¢ bulunmaktadir. Orta
kuvvette gelisir, meyveleri orta iriliktedir. Cekirdekleri iri olup meyveleri % 21.9

oraninda yag igerir.
Orijini: Mardin ili Derik ilgesi
Agac Kuvveti: orta
Meyve Biiyiikliigii: orta
Meyve Sekli: yuvarlaga yakin oval
Meyve Eti % : 82,79
Cekirdek % : 17,21
Periyodisite Durumu: kuvvetli
Déllenme Durumu: bilinmemekte
Uriiniin Degerlendirilmesi: siyah, yesil sofralik yaglik
Cigeklenme: 16 Mayis — 3 Haziran
Meyve Baglama: 21 Mayis — 10 Haziran
Yesil Olum: Ekim ayimin ikinci yarisi

Siyah Olum: Kasim ayinin son haftasi (16).



2.1.3. T1ibbi Bir Bitki Olarak Zeytin

Bugiine kadar yapilmis olan arastirmalarda zeytin ve zeytin yaginin insan sagligi
tizerindeki olumlu etkileri defalarca ortaya konmustur ancak bu etkilerin zeytin
blinyesindeki polifenollerden mi yoksa doymamis yag asitlerinden mi ya da bu ikisinin
sinerjik etkilesiminden mi kaynaklandig1 net bir bicimde agikliga kavusturulamamustir.
Akdeniz diyetinin temelini olusturan zeytin ve zeytin yagl yiyeceklerin glukoz
metabolizmasint diizenledigi, HDL-kolesterol diizeylerini artirarak LDL-kolestreolii
diisiirdiigii giiniimiizde artik bir sir degildir. [laveten LDL oksidasyonunu 6nleyici etkisi
kardiyovaskiiler sistem agisindan son derece 6nemlidir. Metabolik sendrom olusumunda
zincir kirici etkisi konusunda siiphe bulunmamaktadir. Tsartsou ve arkadaslar1 (2019),
(17) insanlar iizerinde yapilmis otuz adet calismayi irdeledikleri meta analizinde zeytin
ve zeytin yagmin insan sagligi tizerindeki tiim olumlu etkilerini ortaya koymus bunlarin
bir kismindan antioksidan etkili polifenolleri sorumlu tutarken antiaterojenik
etkilerinden ise igerdigi mono ve poli ansature yag asitlerini sorumlu tutmuslardir. Etkili
polifenoller arasinda 6ne ¢ikanlar; oleuropein, tirozol, hidroksitirozol, verbascoside,
ligstroside, luteolin ile kafeik, kumarik ve ferulik asittir. Ote yandan zeytin cekirdegi ise
nuezhenide adli polifenolle dikkat ¢ekmektedir. Bu bilesigin ¢ekirdege 6zgili olmasi

zeytin ¢ekirdegini 6ne ¢ikarmaktadir (17).
2.2.0ksidan / Antioksidan Kavramlar ve Biyolojik Onemi

Temel kimya ¢er¢evesinden bakildiginda oksidasyon (yiikseltgenme) bir atom ya
da molekiiliin elektron kaybetmesi, rediiksiyon (indirgenme) ise biinyesine elektron
katmas1 anlamina gelmektedir. Ancak her iki kavrami da biraz daha spesifik bir bakis
acistyla, biyokimyasal ya da canli sistemler kimyast i¢inde degerlendirdigimizde, bir
cok radikalik yapinin merkezinde aerob canlilar i¢in vazgegilmez bir element olan
oksijenin bulundugu goriilmektedir(18). Bu nedenle pek ¢ok kaynakta serbest radikal
yerine “serbest oksijen radikalleri” kisaca SOR kullanilirken, yabanci kaynaklarda ise

“reaktif oksijen tiirlerine” karsilik gelmekte olan ROS kisaltmasi kullanilmaktadir.
2.2.1.Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikal tanimini en basit haliyle atomik orbitalinde bir adet ¢iftlesmemis
elektron igeren yapilar seklinde ifade edebiliriz. Ciftlesmemis halde bulunan bu elektron

serbest radikal molekiiliinii son derece reaktif hale getirmektedir. Bu molekiil kimyasal



davranig bakimindan iki farkl yol izleyebilir; biinyesinde barindirdig: fazla elektronu
bir baska molekiile aktararak elektron dondrii olarak davranabilir ya da kendisi bir
elektron alarak elektron akseptorii gibi davranabilir. Sonug olarak bir serbest radikal

duruma gore indirgen ya da yiikseltgen gibi davranabilir (18).

Canli sistemlerde yer alan ve biinyesinde oksijen barindirdig: i¢in reaktif oksijen
tirleri olarak tanimlanan molekiiller; singlet oksijen, hidroksil radikali, siiperoksit
anyon radikali, hidrojen peroksit, hipoklorit, nitrik oksit ve peroksinitrit molekiilleridir.
Bu molekiillerin ya kendileri ya da metabolitleri siddetli reaktif 6zellikte olup yiiksek
konsantrasyonlarda tiim biyomolekiillere saldirarak oksidatif hasar olustururlar.
Hedeflerindeki biyomolekiiller karbonhidratlar, lipidler, enzimler ve diger hiicresel

proteinler, niikleik asitler, vitaminler ve koenzimlerdir (19).
Hiicrelerde radikal olusumu temelde 3 farkli yolla gerceklesmektedir,

1) Normal aerobik metabolizma sirasinda elektron transport zincirindeki
elektron kacaklari.

i1) Fagositlerin hedefteki enfekte hiicreyi ya da enfektan etkeni ortadan
kaldirmak tizere kullandiklar1 solunumsal patlama.

ii1) Ksenebiyotiklerin metabolizmasi (20).
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Sekil 2.2.1. Serbest oksijen radikallerinin hiicre i¢inde olusumu (21)



Normal fizyolojik siireclerde olusan fizyolojik konsantrasyonlardaki serbest
radikaller organizma igin gereklidir. Ornegin gen ekspresyonunun regiilasyonunda rol
oynayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglarlar. Hiicre gelisiminde ve
enfeksiyon etkenleri ile miicadelede kullanilirlar. Etkili olduklar1 sinyal iletim
yolaklarindan biri de MAPKs yolagidir. Ote yandan prenatal ve embriyonik gelisim
stireclerinin kontrol ve diizenlenmesinde ROS nin rol oynadig1 rapor edilmistir. H202
tiroksin sentezinin diizenlenmesinde, tiroid hiicrelerinin uyarimini gergeklestirmektedir.
Yine apoptozisin uyariminin ROS tarafindan yapildig: bilinmektedir. Timor hiicreleri
ve viriisle enfekte hiicreler iizerine TNF-a aracili sitotoksisite de radikaller tarafindan
diizenlenmektedir. Sonug¢ olarak hiicrede bir¢cok farkli siiregte iiretilen serbest oksijen

radikalleri fizyolojik sinirlar i¢inde organizma icin yararh etkilere sahiptir (22,23).

Farkli endojen ya da eksojen etkenler ile radikal tretimi tetiklendiginde, agiri
miktarda olusan ROS’lar kimyasal yapilar1 geregi ¢ok farkl tiirdeki biyomolekiiller ile
reaksiyona girer ve onlar1 ya oksidasyon iirlinlerine doniistiiriir ya da daha az reaktif
olan sekonder radikallerin olusumuna yol acar. Ozellikle hiicre ve hiicre alt1
organellerin membranlari igermis olduklar yiiksek doymamis yag igerikleri nedeniyle
radikalik hasara yliksek diizeyde duyarhidirlar. Burada baslayan oksidasyon bir radikalik
zincir reaksiyon seklinde siirer ve ortamda Vitamin E benzeri lipofilik bir zincir kirici
antioksidan yok ise membran stabilitesi tamamen bozulana kadar devam eder (24).
Proteinlerde olusan oksidatif hasar c¢ogunlukla proteinin {i¢ boyutlu yapisinin
bozulmasiyla iliskili fonksiyon kayiplarina neden olur. Ilaveten protein-protein gapraz
baglarinin olusumu, protein fragmentasyonu ve hasarli proteinlerin proteolitik
degredasyona maruz kalmast da s6z konusu olmaktadir. Proteinler biinyesindeki
aminoasitlerden 6zellikle triptofan, sistein ve metiyonin yan guruplarinin ( R ) yapilar
nedeniyle oksidasyona en agik olanlardir. Olgiilebilen oksidasyon iiriinleri ¢ogunlukla

aldehit veya keton yapili protein karbonilleridir (25).

Diger hiicresel biyomolekiillerle kiyaslandiginda daha iyi korunan ve daha stabil
bir yapidaki DNA molekiilli de serbest radikaller tarafindan oksidasyona
ugratilmaktadir. Baz modifikasyonlari, tek ve cift zincir kiriklari, piirin ya da pirimidin
baz kayiplar1 ve deoksiriboz oksidasyonu DNA iizerinde olusabilecek hasarlardir. Bu
hasarlarin 6nemli bir kismindan OH:- radikali sorumludur. OH- radikali ile etkilesim

sonrasi pirin ve pirimidin bazlarinda oksidasyon veya rediiksiyona bagh



modifikasyonlar akabinde de bazin kaybi gerceklesmektedir. Onemli modifikasyon
tiriinleri arasinda 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), 4- , 5- ya da 8-hidroksiadenin,
timin peroksid ve 5-hidroksimetil urasil sayilabilir. Niikleotidlerin seker bilesenine
gerceklesen serbest radikal saldirilar sonucunda ise seker peroksil radikalleri olusur ve
zincir kiriklart meydana gelir. DNA’nin genetik materyal olmasi itibariyle bahse konu

hasarlarin olusumu hiicre 6liimii, kanser veya yaslanma ile sonuglanir (26).

2.2.2.Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidan molekiiller organizmada bu etkilerini, serbest radikallerin
olusumunu engellemek, olusan radikalleri temizlemek ya da onlar1 daha diisiik aktiviteli
radikal yapilara doniistiirmek, hiicresel hasar1 engellemek ve/veya olusan hasari
onarmak seklinde gosterirler (27). Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak iki
gurupta incelenebildigi gibi kaynagina gore dogal ve sentetik antioksidanlar olarak da
kategorize edilmektedirler. Nonenzimatik antioksidanlar yapisal Ozelliklerine gore
yagda ¢Ozlinen ve suda ¢oziinenler olarak iki guruptur ve yagda coziinenler hiicre
membranlarina niifuz edebilme yetenegine sahip oldugu i¢cin hem membran hasarina

kars1 hem de hiicre i¢i radikalik saldirilara karsi koruyucu etkiye sahiptirler (28).

2.2.3.Enzimatik Antioksidan Sistemler

Catalase

Sekil 2.2.3. Enzimatik antioksidanlar ve etkili olduklari reaksiyonlar (29).
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Stiperokdit dismutaz (SOD) enzimi sitozol ve mitokondride lokalize olan ve
stiperoksit anyon radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu
katalizleyen antioksidan bir enzimdir. Biinyesinde barindirdigi kofaktor metal
iyonlarma gore Mn-SOD ve Cu, Zn-SOD seklinde iki tiirii bulunmaktadir. Ugiincii bir

tiirii olan ve demir iceren Fe-SOD ise bakterilerde bulunur (30).

Hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri sorumludur. Katalaz peroksizomda lokalize olmustur ve hidrojen peroksidi
oksijen ve suya doniistiiriir. GPx ise sitozol ve ekstraselliller ortamda bulunur ve
hidrojen peroksidi tiimiiyle suya doniistiiriir. GPx enzimi antioksidan etkisini hidrojen
peroksid ile birlikte organik peroksitlere karsi da gosterebilme yetenegine sahiptir.
Hidrojen peroksidin tiim hiicrelerde gerek fizyolojik siirecler sonucunda gerekse
endojen ve eksojen tetikleyici faktorlerin etkisiyle siirekli olarak degisen oranlarda
tiretimi s6z konusundur. Daha az olmakla beraber organik hidroperoksitler de 6zellikle
serbest radikal {retiminin arttigt zamanlarda artmaktadir (31). Sekil 2.2.1°de de
goriildiigi iizere glutatyon peroksidazin aktivite gosterebilmesi i¢in rediikte glutatyona
(GSH) ihtiyac1 vardir. Her bir detoksifikasyon i¢in iki adet rediikte glutatyon kullanilir
ve reaksiyon tamamlandiginda bu glutatyonlar okside glutatyona (GSSG) doniismiis
olurlar. Detoksifikasyonun devamlilig1 i¢in ortamda belirli konsantrasyonda rediikte
glutatyon bulunmalidir, ancak hiicre i¢i rediikte glutatyon miktar1 sinirhidir ve okside
olan formun tekrar rediikte forma doniistiiriilmesi gerekir, bu isleme glutatyonun
rejenerasyonu adi verilir. Rejenerasyon isleminden glutatyon rediiktaz (GRed) enzimi
sorumludur dolayisiyla GRed enzimi dogrudan radikal temizleyici etki gostermese de

antioksidan enzim sistemlerinin ¢ok 6nemli bir bilesenidir (32).

2.2.4.Nonenzimatik Antioksidanlar
Non enzimatik antioksidanlar dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki gurupta

toplanabilirler. Dogal antioksidanlara daha yakindan bakacak olursak,

2.2.4.1.Vitaminler
Antioksidan etkiler bakimindan vitaminler igerisinde vitamin E, C ve A 0One

¢cikmaktadirlar.
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Sekil 2.2.4.1. (1) Vitamin E, (2) Vitamin C, (3) Vitamin A molekiil yapilari

Vitamin E lipofilik karakteri ile lipid peroksidasyonuna karsi zincir kirici
etkisiyle vitaminler arasinda antioksidan etkinlik agisindan en fazla one ¢ikandir.
Hiicrenin membran yapisini ve biitlinliiglinii bozarak hiicrenin lizisine ve OGliimiine
neden olan membran lipidlerinin peroksidasyonu serbest radikallerin neden oldugu en

ciddi oksidan hasarlardan biridir.
LOO: + a-Tokoferol-OH - LOOH + a-Tokoferol-O- (33)

Reaksiyonu uyarinca olusan a-Tokoferil radikali nispeten daha stabil, kararli,
yar1 dmrii uzun ve reaktivitesi diisiiktiir. Membrana diffiize olarak lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonunu lipid hidroperoksid (LOO<) radikali ile etkilesime girerek
sonlandiran bdylece zincir kirict etkisiyle hiicre biitiinliiglinii koruyan Vitamin E
hidroksil (OH") ve alkoksil (OR-) radikallerine kars1 ise etkili bir antioksidan degildir
(34).

Vitamin C (askorbik asit) polar karakterde suda ¢oziinebilen bir radikal siipiiriicti
antioksidandir. Bir diger 6nemi ise membran lipidlerini oksidasyondan koruyan vitamin
E’ nin rejenerasyonunu saglamaktadir. Serbest radikallerle etkilesimi sonrasinda tipki
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Vitamin E’ye benzer sekilde Vitamin C de daha stabil ve reaktivitesi diisiik olan

askorbat radikaline doniismektedir (35).

OH OH OH
0, 0 " 0, 0 . 0 o
W \ [ s \_[ —» W
+HJ- —
Ascorbic acid Ascorbate Ascorbate radical
(AscHy) (AscH) AscH
Sekil 2.2.4.1.2. Askorbik asit ve askorbat anyon radikaline doniisiimii (36)

2.2.4.2.Bioflavanoidler

Bioflavanoidler kimyasal yapilar1 bakimindan bir gurup benzo-y-piran tiirevi
molekiildiir ve ¢ok giiclii antioksidan etkileriyle bilinmektedirler. Birgok meyve ve
sebzede yaygin olarak bulunur ve major antioksidan etkilerini radikal siipiiriicii
potansiyelleri ile gosterirler. Buna ilaveten Onemli metal selatlayici aktiviteleri
sayesinde bakir ve demir gibi +2 degerlikli metal iyonlarim1 baglayarak Fenton

reaksiyonu iizerinden hidroksil radikali iiretimini engellerler (37).

Bitkisel kaynaklarda c¢ogunlukla flavanol (quercetin, myricetin), flavon
(apigenin, luteolin), flavonolol (taxifolin), flavan-3-ol (catechin, epigallocathechin),
flavanone (hesperetin, naringenin), antosiyanidin (cynidin, delphidin), isoflavon

(genistein, daidzein) molekiil yapilarinda bulunurlar (37,38).
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OH

0

(E) (F)

Sekil 2.2.4.2. (A):Flavanol, (B):Flavon, (C):Flavonolol, (D):Flovan-3-ol, (E):Flovanon,
(F):Anthocyanidin (38)

2.2.4.3.Karotenoidler

Karotenler (lycopene, B-carotene) ve ksantofiller (zeaxhantine, lutein) olmak
tizere iki gurup bilesiktir. Bitkisel kokenli, yaygin olarak bulunan ve doymamis bag
iceren uzun alkil zinciri nedeniyle lipofilik karakterli antioksidan molekiillerdir. 600 den
fazla farkli tiirevi bulunmakta olup en 6nemlileri likopen ve B-karotendir (39). Lipofilik
antioksidan molekiiller membran fosfolipidlerinin oksidasyonuna karsi koruyucu rol
oynarlar. Likopen domates, kayist ve karpuz gibi kirmiz renkli meyvelerde B-karoten

14



ise yine kayis1 ve havuc gibi turuncu renkli meyvelerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. B-karoten hayvansal organizmalara alindiktan sonra [-karoten-15,15’-
dioksijenaz enzim sistemi tarafindan iki molekil Vitamin A’ya doniistiiriilir. A
vitamini, g6z hastaliklarin1 ve kérliigii onler. Immiin sistemi giiclendirir, cilt saghigin
korur. Ayrica gastrointestinal sistemde gelisen {ilseratif lezyonlar1 iyilestirir, {ist
solunum yolu enfeksiyonlar1 ile bdobreklerde, mesanede, akcigerlerde ve mukus
zarlarinda olusan yangisal hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterir. Likopenin kimyasal
yapisinda onii¢ adet ¢ift bag bulunur ve bunlardan onbir tanesi konjuge, iki tanesi
nonkonjugedir. Molekiil yapisinda B-iyonon siklik yapi1 bulunmadigindan vitamin A
fonksiyonlarma sahip degildir. Cizgisel bir molekiil geometrisine sahip olan bu
karotenoid yagli bolgelerde daha fazla lokalize olur. Organizmada en fazla kanda LDL
ve VLDL lipoprotein yapilarinda ve karaciger, bobrek {istii bezleri, prostat ve testislerde

bulunur (40).

2.2.4.4.Hidroksinnamatlar

Bu gurup igerisinde kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit ve kumarik asit
sayilabilir. Etkinliklerini likopeninkine benzer bicimde LDL oksidasyonunu onleyerek
gosterirler. Bu guruptaki antioksidan molekiiller de antiaterojenik etkiye sahiptirler.
Aterom plak olusumunda en 6nemli basamak LDL’in oksidasyonudur (Sekil 2.2.4.4).
Okside LDL damar endotel hiicrelerinin artan gecirgenliginden yararlanarak intima
tabakasina geger ve okside LDL’i fagosite etmeye calisan makrofajlar gerekli enzim
sistemine sahip olmadiklarindan kopiik hiicrelere doniisiirler ve plak olusumunun ilk ve
en kritik asamasini baglatmis olurlar. Bu nedenle LDL oksidasyonunun Onlenmesi
aterosklerozun engellenmesi agisindan ¢ok dnemli bir koruyucu mekanizmadir. Kopiik
hiicre olusumunu gergeklesmesinden once siirecin daha erken asamada engellenmesi
ancak LDL koruyucu antioksidan molekiillerin aktiviteleriyle miimkiin olabilmektedir

A1)
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Sekil 2.2.4.4 LDL oksidasyonu ve aterom plak gelisimi (42)

2.2.4.5.Sentetik antioksidanlar

Giliniimiizde bircok sentetik ve dogal antioksidana gida sanayi ve tip alaninda
farkl1 amagclarla yer verilmektedir. Cok sayidaki sentetik polifenolik antioksidan
molekiil gida ve kozmetik endiistrisinin yani sira terapdtik amagl da kullanilmaktadir.
Ancak sentetik antioksidanlarin zamanla ortaya konulan ve aralarinda karsinojenik
etkinin de sayildig1 zararl etkileri nedeniyle s6z konusu alanlarda daha ¢ok tibbi ve

besinsel bitkilerden saglanan dogal antioksidanlara yonelinmistir (43).
Sentetik antioksidan molekiillerden siklikla kullanilanlar arasinda;
-Butillenmis hidroksitoluen (BHT)

-Butillenmis hidroksianisol (BHA)
-Propil Gallat
-Etoksikuin

-Tersiyer butil hidrokinon (TBHQ)
16



-Nordihidroguayenet asit (NDGA)
-Selatlayici ajan olarak EDTA
-Laboratuvarda sentezlenen askorbik asit ve tokoferoller sayilabilir (44).

2.2.5.0leuropein

Oleuropein, bitkisel bir sekoiridoiddir. Sekoiridoitler, siklopentanopiran
halkasina sahip ac1 tadinda monoterpen lakton olan iridoitlerin siklopentan halkasinin
parcalanmasi sonucu olusmaktadirlar (45). En fazla zeytin agacinda (Olea europea)

bulunmaktadir.
Molekiiliin bilesiminde Sekil 2.2.5’de goriildiigii gibi ii¢ alt birim yer alir;

J 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol
J Elenoik asit

. Glikoz (46)

OH
OH

Sekil 2.2.5. Oleuropeinin molekiil yapisi

Oleuropein molekiilii glikozit yapisinda bir bilesik olup antiaterojenik,

antioksidan, antiviral, antienflamatuvar, antikanserojenik ve antimikrobiyal etkilere
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sahiptir (47). LDL oksidasyonunu 6nleyerek damarlari korudugu ve antihipertansif etki

gosterdigi rapor edilmistir (48).

Zeytin meyvesine kendine 6zgili acimsi tadi veren bilesik olan oleuropein
meyvenin olgunlasmamis halinde daha ytiksek oranda bulunur ve meyve olgunlastikca
miktar1 azalir (49). Oleuropein sadece zeytinin meyvesinde degil tiim organlarinda
bulunur. En zengin kismi1 yapragi olup bu kisimdaki igerigi ortalama 60-90 mg/kg kuru
agirlik olarak hesap edilmistir (48). Zeytin agacinin ¢ok uzun yillar hayatta kalarak
meyve verebilmesi agacin hemen tiim kisimlarinda bulunan oleuropeinin koruyuculugu
ile agiklanmaktadir. Oleuropein biinyesindeki elenolik asit ve bir metaboliti olan
kalsiyum elenolat agacin kabuk ve yapraklarinin 6nemli bilesenidir ve ¢ok cesitli zararh

mikroorganizma tiirlinli uzaklastiric1 etkiye sahiptir (50).

Glikozit yapili bu molekiiliin acimsi tad1 nedeniyle hasat edilen zeytinler hemen
tilkketime sunulamazlar. Birtakim yontemler kullanilarak bu molekiiliin zeytinden
uzaklagtirilmas1 saglanir ve aci tadi kaybolan zeytin tiiketilebilir hale gelir. Kullanilan
yontemler arasinda geleneksel salamura, seyreltik bazik ¢ozeltilerde bekletme,
enzimatik yontemler ve mikroorganizmalari kullanma sayilabilir (51). Enzimatik
uzaklastirma yonteminde oleuropein-f-glikozidaz enzimi yardimiyla hidroliz edilen

oleuropein glikoz ve aglikan iinitelerine parcalanmaktadir (52).

Oleuropeinin antibakteriyel ve antifungal etkilerinin yan1 sira metaboliti olan
elenolik asit ise giiclii antiviral etkili bir molekiildiir. Sudjana ve arkadaslar1 (2009),
(53) yaptiklar1 ¢alismada elenolik asitin antiviral etkinligini, Lee ve arkadaslar1 (2010),
(54) ise oleuropeinin bir¢ok bakteriye karsi baktersidal etkinligini ortaya koymuslardir.
Winkelhousen ve arkadaslar1 (2005) (55) da oleuropeinin antifungal etkili oldugunu
rapor etmislerdir. Amerika’da yapilmis olan bir calismada Fredrickson ve arkadaslari
(2000), (56) oleuropeinin herpesviriis, rotaviriis, hepatit ve canine parvo virlislerine

kars1 antiviral etkinlige sahip oldugunu gdstermislerdir.

Oleuropeinin tek basina kullanildigi ¢caligmalarda 6nemli diizeyde antimikrobiyal
etkinliginin gozlendigi ¢ok defa rapor edilmis olmasinin yani sira zeytin ya da zeytin
yapragl ekstrelerinin kullanildig1r caligmalarda daha giiclii etkiler gozlenmistir. Bu
baglamda, zeytin yapragi bilesiminde bulunan c¢ok ¢esitli tiirdeki polifenolik yapilarin
oleuropein ile gosterdigi sinerjik etki ile hali hazirdaki antimikrobiyal etkinligin
siddetinin potansiyelize edildigi sOylenebilir.
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2.3.Antioksidan Aktivite Ol¢iim Yontemleri
Bir molekiiliin gosterdigi antioksidan potansiyeli kantite etmek {izere o

molekiiliin;
-Bir elektron ya da hidrojen donorii olarak gosterdigi reaktivite

-Kisa yar1 6mre sahip yiiksek reaktiviteli bir radikal ile etkileserek onu daha
stabil, yar1 omrii uzun ve daha diisiik reaktiviteli bagka bir radikale doniistlirebilme

yetenegi;
-Ortamda bulunabilen farkli antioksidan molekiillerle gosterdigi sinerji
-Metal iyonlarini selatlayabilme potansiyeline bakilir (57).

Ideal olan in vivo kosullarda iiretilen radikallere kars1 antioksidan etkili oldugu
diisiiniilen molekiiliin gergek etkinligini yine aymi kosullarda Olgmektir. Gerek
radikallerin ¢ok kisa yar1 odmre sahip olmasi gerekse in vivo ortama uygun bir ol¢iim
tekniginin adaptasyonunun giicliigii nedeniyle antioksidan kapasite ol¢timiinde in vitro
ve dolayli 6l¢iim teknikleri kullanilmaktadir. Serbest radikalleri direk 6lgen yontem
elektron spin rezonans spektrometresidir. Ancak ileri diizeyde teknik donanima
gereksinim duyulmasi nedeniyle ¢ok yaygin kullanim alanina sahip degildir. Bu nedenle
indirekt yollarla gelistirilen ve oksidasyon ya da rediiksiyon iirtinlerini 6lgen teknikler

daha yogun bir sekilde kullanilmaktadir (58).
Bu yontemler kullanilan 6l¢iim teknigine gore birbirinden ayrismaktadirlar;

2.3.1.Spektrometrik Teknikler
Spektrometrik Olgiimlerin esas alindigi bu yontemlerde serbest radikalin ya da
bir radikal katyonun bir antioksidan molekiille reaksiyona girmesi ve bir hidrojen

transferi temeline dayanmaktadir.

2.3.1.1.DPPH Metodu

Yontem Blois (59) tarafindan 1958 yilinda gelistirilmistir. 1995 yilinda Brand ve
arkadaslar1 (60) tarafindan modifiye edilerek antioksidan kapasite Ol¢limlerinde
kullanilmistir. DPPH- (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabil bir serbest radikal molekiildiir
ve hidrojen donérii molekiiller ile reaksiyon verebilmektedir. 517 nm de absorbans

veren DPPH- radikali hidrojen verebilen bir antioksidan molekiille reaksiyona
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girdiginde kendine 6zgii mor rengin siddeti azalir ve bu azalma spektrofotometre ile 517

nm de izlenebilir.

Bu metotda baglangictaki DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren antioksidan

miktar1 pg/mL cinsinden ICso degeri olarak hesap edilir.

th E:\; . /ﬁ::\?
- N/ = ~ N -
[L + Antioksidan (AH) — g r|4H

OENHC\\H“‘T’XNOQ OpN-__ 1)\\ _NO3
7 -

NOE NDE

Sekil 2.3.1.1. DPPH radikalinin hidrojen verebilen bir antioksidan ile reaksiyonu (60)

2.3.1.2.ABTS Metodu

Bu yontem ilk olarak 1993’te Miller ve arkadaslar1 (61) tarafindan gelistirilmis
olup daha sonra van den Berg ve arkadaslari(1999), (62) sonrasinda ise Re ve
arkadaglar1 (1999), (63) tarafindan modifiye edilerek antioksidan kapasite dl¢iimlerinde
kullanilmaya baslanmistir. Yontem bir diger adiyla TEAC (Troloks esdegeri
antioksidan kapasite Ol¢limii) olarak da bilinmektedir. Arastirmacilar tarafindan
kullanilan son sekliyle yontem ABTS ilemangan dioksit MnO2 ya da potasyum persiilfat
(K2S208)’1n reaksiyonu sonucu ABTS-" (2,2’-azinobis (3-etil benzotiyazolin-6-siilfonik
asit) katyon radikali olusur. Olusan radikal yesil/mavi renkli bir komplekstir ve 734
nm’de spesifik absorbans verir. Ortamda antioksidanlarin bulunmasi (standart olarak
Vitamin E’nin suda ¢6ziinen bir analogu olan Trolox kullanilir) absorbansin azalmasina

neden olur.
Radikal ile antioksidan molekiil arasinda cereyan eden reaksiyon asagidaki
gibidir;

ABTS* + ArOH > ABTS + ArO-+H"
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Sekil 2.3.1.2. ABTS radikalinin kimyasal yapis1 (61)

2.3.1.3.FRAP Metodu

FRAP (Ferric reducing antioxidant power: Ferrik iyon indirgeyici antioksidan
potansiyel) yontemi Fe** ~TPTZ (2,4,6-tri (2pyrdyl)-1,3,5-triazine) kompleksindeki
ferrik demirin antioksidan molekiiller tarafindan Fe* (ferrdz) forma déniistiiriilmesi ve
kompleksin Fe?> -TPTZ sekline doniisiirken absorbans degisiminin izlenmesi temeline
dayanmaktadir (64). Olusan kompleks mavi-lacivert bir renge sahiptir (Sekil 2.3.1.3).

Bu yontemde trolox veya askorbik asitten bir tanesi referans antioksidan molekiil olarak

kullanilabilir.
= =
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Ferric tripyridylniazine
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Ferraus tripyridylniazine

[Fef— TRTZ) complex
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Sekil 2.3.1.3. Fe(Il) ve Fe(Ill) ile olusan Fe-TPTZ kompleks yapilar1 (64)

2.3.1.4.0RAC (Oksijen radikal absorpsiyon kapasitesi) metodu
Bu yontemde peroksil radikaline karsi siipiiriicii aktivite dl¢lilmektedir. Yontem

Coa ve Prior (1999), (65) tarafindan gelistirilmistir. Peroksil radikalinin olusumu 2,2-
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azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) gibi azo bilesiklerin 1s1l bozulmasi ile
saglanmaktadir. Florosein, floresan prob olarak kullanilir ve peroksil radikali ile
etkilesime girdigi oranda floresan bozunmaya ugrar. Referans molekiil olarak Trolox

kullanilir.
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Sekil 2.3.1.4. ORAC yonteminde peroksil olusumu ve antioksidan molekiiliin
girisimi(65)

2.3.1.5.Lipid peroksidasyonu inhibisyonu metodu

Bu yontemde Fenton reaksiyonu, (2005), (66) uyarinca Co(Il) ve H202
etkilesiminden olusan serbest radikaller ile ortamdaki lipid molekiillerinin
oksidasyonuna kars1 antioksidan molekiillerin koruyucu etkinligi belirlenir. Standart
yontemde substrat lipid molekiili olarak a-linolenik asit tercih edilir. Lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olarak TBARS (tiyobarbutirik asit reaktif madde) 6l¢iimii
yapilir.
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Sekil 2.3.1.5. Tiyobarbutirik asit ile lipit peroksidasyon iiriinii MDA etkilesimi (66)

2.3.1.6.Metal selatlayici aktivite metodu

Fenton reaksiyonu ortamda 2+ yiiklii metal iyonlarmin varliginda hidrojen
peroksidi hidroksil radikaline doniistiirerek oksidatif stresin siddetini artirir. Hidroksil
radikali en kiiciik ve en reaktif serbest oksijen radikalidir, yar1 dmrii ¢ok kisadir ve basta
DNA olmak iizere biyomolekiillerde ciddi oksidatif hasarlar olusturur. Bu nedenle
ortamda bulunan metal iyonlarinin uzaklastirilarak Fenton reaksiyonuna katilmalarinin
engellenmesi bir ¢esit antioksidan savunma mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Bu
yontemde Fe™? iyonlarinin Ferrozin ile kompleks olusturmasinin, demirin selatlanarak
ortamdan uzaklastirilmasi ile Ferrozinle reaksiyona giren demir miktarinin azalmasi
sonucu inhibe olmast yani, Fe(Il)-Ferrozin kompleksi olusumunun azalan serbest demir
miktart nedeniyle daha az olmasi prensibine dayanmaktadir. Reaksiyon

spektrofotometrik olarak 562 nm’de takip edilir (67).
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Sekil 2.3.1.6. Ferrozin molekiil yapis1 (67)

2.4. Trombosit aktivasyonu

Kan pulcuklarinin, bir diger adiyla trombositlerin temel islevi hemostazisin
saglanmasitir. Damar yapisinin zedelenmesi ile hasarlanan bdlgede primer tikag
olustururlar (68). Damar biitiinliigiiniin bozulmasini1 takip eden milisaniyeler icinde
trombositler, endotel tabakasinin zedelenmesi ile agiga ¢ikan subendotelyal kollajenle
kopriiler olusturarak etkilesime girerler. Hiicrenin kollajene adezyonu von Willebrand
faktor (vWF) vasitasiyla gerceklesir. vVWF, kollajen ve trombosit hiicre zarinda bulunan
0zgiin reseptorlerine baglanarak ikisi arasinda koprii olusturur. Bu esnada hiicre aktive
olur ve bir seri reaksiyon tetiklenir. Bircok endojen uyaran; fibronektin, kollajen ve
laminin, gibi matriks bilesenleri, adrenalin, ADH gibi hormonlar, trombin benzeri
damar biitlinliigli bozuldugunda serbestlesen yapilar, aktive olan trombositlerin
saliverdigi TxA2, ADP s6z konusu reaksiyonlar dizisini baslatirlar. Aktif trombositler
disk benzeri yapidan sferik yapiya dontisiirler ve hiicre dig yiizeylerinde ipliksi yalanci
ayaklar (filopotlar) olusur. Hiicre dis ylizeyinde fibrinojen algaglar1 fibrinojenin
baglanmasina uygun bir konformasyon kazanir. Fibrinojen kopriileri trombositleri

birbirlerine baglanarak agrege olmalarini saglarlar (Sekil 2.4), (68, 69,70).
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Sekil 2.4. Trombositlerin agregasyonu (71)

2.5. Trombosit aktivatorleri

Trombosit agonistleri trombosit aktivasyonunu baglatan yapilardir ve zayif ve
giiclii agonistler seklinde iki guruba ayrilirlar. Giiclii agonistler (kollajen, trombin vb.)
ortamda antitrombotiklerin mevcudiyetinde bile trombositlerde graniiler sekresyonu ve
agregasyonunu saglayabilirler. Zayif agonistler (ADP, epinefrin vb.) ise ancak bir baska
agonist ile birlikte tam bir agregasyona neden olabilirler, aksi halde sadece az sayida

trombositde zayif agregasyon olusumuna neden olurlar (72).

2.5.1.Agonistler

2.5.1.1.ADP

Trombosit agonistleri arasinda fonksiyonu ilk belirlenen agonist ADP dir.
Normal olarak hiicre i¢i bir molekiildiir ve plasma konsantrasyonu son derece diistiktiir.
Ancak herhangi bir nedenle kan hiicreleri ya da damar g¢eperini olusturan endotel
hiicrelerde bir hasar olusursa hiicre disina ¢ikar ve bu sayede plasma konsantrasyonu
yiikselir. Diger yandan trombosit graniillerindeki konsantrasyonu da oldukga yiiksektir
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ve trombositlerde graniiler sekresyon olustugunda buradan ortama onemli miktarda
ADP salinimi gergeklesir. A¢iga ¢ikan ADP molekiilleri iki farkli reseptor araciligr ile
trombositlere baglanmaktadir. Bunlardan bir tanesinin ADP molekiiliine olan affinitesi
daha yiiksektir. Zayif bir agonist olan ADP tek basina giiclii bir uyarima neden olamaz,
ancak ortamda epinefrin de bulundugunda ADP-reseptdr etkilesim orani yiikselmektedir
yani affinite artmaktadir. Benzer sekilde kalsiyum iyonlar1 da affiniteyi artirmaktadir.
Laboratuvar sartlarinda yapilan ¢alismalarda ADP varliginda trombositlerin morfolojik
degisiklikler gosterdigi, fibrinojen reseptor sayisinin artti§i ve primer agregasyonun

uyarildig1 gozlenmistir (72,73).

2.5.1.2.Trombin

Saglam damar duvarinda inaktif olan trombin, damar duvari hasarlandiginda
doku tromboplastini katalizorliigiinde protrombin trombine doniisliir. Trombin
fibrinojeni fibrine doniistiirmesinin yanisira trombosit aktive edici 6zellige sahiptir.
Trombin, trombositler iizerinde GPIb {lizerindeki reseptdriine baglanir. Bu reseptor
trombosit membrant yedi kez kateden bir transmembran proteinidir. Trombinin
trombositler lizerindeki sinyal ileti mekanizmasi, C proteini iizerinden fosfolipaz C nin
aktivasyonu seklindedir. Aktive olan PLC hiicre membran fosfolipidlerinden fosfatidil
inositol blinyesindeki inositol difosfati (IP2) inositol trifosfat (IP3) seklinde
serbestlestirir. Beraberinde ortama diagilgliserol (DAG) de salinmaktadir. IP3
endoplasmik retikulum membraninda lokalize olan ligand bagiml kalsiyum kanallarini
acarak hiicre i¢i Ca diizeylerini artirir. Ca aracili kinaz aktivasyonu gozlenir ve

trombositler aktive olurlar (72,74).

2.5.1.3.Kollajen

Endotel yapis1 saglam ise trombositlerin subendotelyal ekstraselliiler matriks ile
kars1 karsiya gelmesi soz konusu degildir. Ancak damar endotelinde hasar olusmasi
durumunda kollajen serbestlesir ve trombositlerle temas eder. Bu asamada
trombositlerde bir “lag faz1” olusur. Lag fazini takiben sekilsel degisiklikler, aktivasyon,
agregasyon ve sekresyon gerceklesir. Trombositin kollajene baglanmasi trombosit hiicre
membrani yiizeyinde yer alan farkli baglanma bolgeleri ile kollajen fibrili tizerindeki
baglanma bolgelerinin multifokal kenetlenmesi sonucu olusur. Bu baglanma sonrasinda
PLC aktive olur. Bunu fosfolipaz A2 (PLA2) aktivasyonu izler. PLA2 aktivasyonu ile

aragidonik asitin metabolizasyonu sonucu olusan endoperoksitler ve tromboksanlar
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siirecin disinda kalan trombositlerin de aktivasyonunu saglayarak olusan yaniti

siddetlendirirler (72,75).

2.5.1.4.Arasidonik asit ve TxA2

Gerek PLA2’nin aktivasyonu sonucu ortama endojen olarak salinan arasidonik
asit (ARA) gerekse eksojen olarak ortama disaridan ilave edilen arasidonik asit,
siklooksijenaz katalizorliigiinde hizla siklik yapili prostoglandin endoperoksitlere
(PGG2 ve PGH2) doniisiir. Bu iiriinler trombosit aktivatorleridirler. Ancak kisa yari
omirlidiirler ve tromboksan sentetaz aktivitesi ile TxA2’ye dOniisiirler. Hem
endoperoksitler hem de TXA2 trombositler lizerinde 6zgiin baglanma bdlgelerine

baglanarak trombositlerin sekil degisikligine, agregasyona ve skresyona neden olurlar

(72,76).

2.5.1.5.Epinefrin

Katekolaminler de trombosit agonisti molekiiller olmalarina ragmen epinefrinin
fizyolojik konsantrasyonlar1 trombositler iizerinde aktive edici etki gosterebilmesi igin
gerekli olan konsantrasyonun 10%°da biridir. Epinefrinin trombosit agregasyonu iizerine

olan etkisi diger agonistlerle birlikte olusan etkiyi potansiyelize edici Ozelliktedir

(72,77).

2.5.1.6.PAF (Platelet aktive edici faktor)

Trombosit aktive edici faktor olarak tanimlanir. Yangisal siireclerde rol oynayan
hiicrelerin membran lipidlerinden sentezlenip salgilanan ve fosfolipit karakterde bir
proinflamatuvar sitokindir. Trombositler {izerinde spesifik reseptorleri vardir ve gligli
bir aktivatordiir. Aktive olan trombositlerde sekil degisikligi, graniil sekresyonu ve

agregasyonu indiikler (72,78).

2.6. Trombosit fonksiyon bozukluklari

Hemostaz damar biitlinligiiniin bozulmasi ve kanamaya kars1 viiciidun verdigi
bir tepkidir. Trombositler bu siirecte dort basamaktan olusan bir iglev goriirler; damar i¢
ylizeyinde (endotel tabakada) bir hasar olustugunda trombosit yiizeyinde bulunan GP
algaclartyla subendotelyal katmandaki kollajen, trombospondin, vWF, fibrinojen ve
fibronektin baglanmaya girerler. Bu suretle damar biitlinligiiniin bozuldugu alanda
trombositlerin yapigmasi saglanmis olur. Bu basamak ayni zamanda trombosit
hiicrelerinde aktivasyonu da baslatmis olur. Aktive olan trombositlerde artan sitozolik

Ca*? konsantrasyonunun tetikledigi siiregler de aktif haldedir. Hiicre yiizey
27



reseptorlerinden alinan uyarim sonucu alfa graniil sekresyonu gercgeklesir. Sekrete
edilen agonistlerden biri olan ADP, yiizey reseptorlerinden GlIb/Illa biinyesinde
konformasyonel degisiklikler olusturur. Yeni bir konformasyona kavusan bu reseptorler
ile baglanan fibrinojen araciligi ile belli sayida trombositin katildigi trombosit
agregasyon slireci baslar. Buna yeni trombositler eklenir ve primer tika¢ olusumu

gerceklesmis olur (79,80).

Aktive olan trombositlerin yiizeylerindeki ylizeylerindeki fosfolipitler birtakim
degisiklikler gosterirler. Bu suretle bazi koagiilasyon faktorlerinin aktivasyonlar
tetiklenir. Boylece trombositlerin prokoagulasyon aktivitesi gézlenmis olur. Trombosit
fonksiyonlarinda herhangi bir bozukluk sonucu primer tika¢ olusamaz ve hemorajik

yatkinlik gelisir (81). Bu tiir kusurlar genetik ya da edinsel (akkiz) nedenlidirler (83).
Kalitsal trombosit fonksiyon bozukluklart;

1-Trombosit adezyon bozukluklar1 (von Willebrand hastaligi, Bernard-Soulier

sendromu)
2- Trombosit agregasyon bozukluklar1 (Glanzmann trombastenisi)
3- Trombosit sekresyon bozukluklari
4-Depo havuzu eksikligi
5-Alfa-graniil eksikligi (Gri trombosit sendromu)
6-Delta-graniil eksikligi (Delta depo havuzu eksikligi)
7-Graniil sekresyon anomalisi(Enzimatik yolak kusurlar)
8- Tromboksan sentez kusurlari
9-Trombosit prokoagiilan aktivite bozukluklari
10-Trombosit say1 ve fonksiyon anormalliklerinin birlikteligi (84).

Kalitsal trombosit fonksiyon bozukluklarinin goriilme sikligi oldukca nadir iken,

akkiz trombosit fonksiyon bozukluklarina daha sik karsilagilir,
Akkiz trombosit fonksiyon bozukluklar etiyolojileri;
1-Sistemik hastaliklar

2-Bobrek yetmezligi
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3-Karacigerer hastaliklar1
4-Kardiopulmoner by-pass cerrahisi
5-Trombosit otoantikorlar1 varligi
6-Hematolojik Hastaliklar
7-Paraproteinemiler
8-Myeloproliferatif hastaliklar
9-Myelodisplastik sendrom
10-Lenfoproliferatif hastaliklar

11- Losemiler

12- Akkiz depo havuzu eksiklikleri
13-laglar, gidalar ve gida katki maddeleri (85).

2.6.1.Trombus olusumu

Trombositlerin yetersiz fonksiyonlari nedeniyle agregasyon kabiliyetlerinin
azalmasi ve primer tika¢ olusumunun aksamasi organizma i¢in ciddi kanama riski
olusturmakla beraber trombosit agregasyonunun ihtiya¢ bulunmadig: hallerde fizyolojik
olmayan etkenler ve kosullarin etkisiyle olugsmasi trombus olusumuna neden olur.
Trombus arter ya da ven damarlar1 i¢cinde gergeklesebilen ve kopma egilimi (emboli)
yiiksek olan kiimelenmis trombosit agregatlaridir(trombus) (Sekil 2.6.1.1.). Yiiksek
oranda tikaniklik riski olustururlar (86).

Thrombus and Embolus

Blood vesseal

Embolus
(piece of clot)

Blood clot
(thrombus)

Sekil 2.6.1.1. Intravaskiiler trombus ve emboli gériiniimii (87).
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Trombus olusumund

1)Damar hasar1

a rol oynayan patojenik faktorler arasinda ilk {i¢ siray;

ii)Kan akiminda yavaslama (staz)

ii1)Koagiilasyon faktorlerinin agirt mevcudiyeti, olusturmaktadir (87).

Platelet adhesion ——— = Platelet activation ———— = Platelet aggregation

wWF O
VWF receptor 3=
Collagen ©
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Sekil 2.6.1.2. Trombus olusum mekanizmasi (88)

Trombosit aktivasyonunun kontrolii son derece hassas, bicak sirt1 bir denge

koparak dolasima gecen v

organlarda damar

oldugundan bu bdlgelerde

halidir. Koagiilasyon mekanizmalarinin aksamasi hayati sonuglar dogurabilecek
kanamalara neden olurken, trombositlerin asir1 aktivasyonu ve agregasyonu trombus ve

emboli riski olusturmaktadir. Emboli damar c¢eperine yapisik haldeki agregattan

e organizmada beynin ve akcigerin de i¢inde bulundugu

tikanikliklarina neden olabilen pihtt parcaciklaridir.

Tikanikligin olustugu noktadan sonraki doku kisimlarinin kan akimi kesilmis

iskemik hasar ve doku nekrozlar1 gelismektedir. Trombo-
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embolik hasarin en sik goriildiigii ve ciddi sonuglar dogurdugu iki tipi pulmoner emboli
ve serebrovaskiiler tikanikliklardir. Pulmoner emboliye baghh ani oOliimler ve
serebrovaskiiler tikanikliklar nedeniyle olusan inme ve sonrasinda kalan sekeller

hastaligin ciddi saglik problemleri arasinda yer almasina neden olmaktadir (89).

2.6.2.Trombosit fonksiyon testleri

Trombosit fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla klinik laboratuvarlarda
rutin olarak kullanilan temel {i¢ farkli sistem bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi altin
standart olarak bilinen “Chrono-Log” (CL) sistemi, digeri ise “PFA-200" sistemidir. CL
sistemi rutin laboratuvarlarda ilk kurulan sistem olup hala en yaygin bicimde kullanilan
sistemdir. PFA-200 sistemi ise daha kisa bir gegmise sahiptir. Verify Now sistemi ise
diger iki sisteme gore daha az kullanilan ancak hasta baginda kullanilabilme 6zelligine
sahip pratik bir sistemdir (90). Burada en yaygin bi¢imde kullanim alanina sahip olan

Chrono-Log sisteminin iki 6l¢im teknigine yer verilecektir.

2.6.2.1.Chrono-Log sistemi

2.6.2.2.Is1k transmisyon agregometri

Ayn1 hastaya ait trombositce fakir plasma (PPP) Orneginin kor olarak,
trombosit¢e zengin plasmanin (PRP) ise numune olarak kullanildig: bir tekniktir. PRP
icerisine agonist eklendiginde aktive olan trombositler agrege olarak tiirbiditede
azalmaya ve 151k gecirgenliginde artisa neden olurlar. Isik gecirgenligindeki artig ile

agrege olan trombosit miktar1 arasinda kantitatif bir iligki kurulmaktadir (90,91).

2.6.2.3.impedans agregometrisi

Bu teknikte test kiivetleri igerisine yerlestirilmis olan elektrodlardaki elektriksel
direng aktive olan trombositlerin elektrot yiizeyine tutunmalarina bagl olarak artis
gostermektedir. Impedans artis1 ile agregasyon yiizdesi arasindaki pozitif korelasyondan

yararlanilarak trombosit aktivasyonu i¢in kantitatif bir deger hesaplanmaktadir (90,92).
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3. MATERYAL-METOT

Deneylerde Hatay’mn Arsuz Ilgesi sinirlar icerisinde yetistirilen Halhali tiirii
zeytin agaclarindan (Resim 3.) hasat doneminde toplanan zeytin meyve ve yapraklari

materyal olarak kullanildi.

Resim 3. Zeytin ve yapraklariin toplandigi Halhali Tiirii zeytin agaglar

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan Gallik asit, petrol eteri, butillenmis hidroksi toliien (BHT),
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), amonyum molibdat, Folin-Ciocaltaeu reaktifi,
Nax(CO)3, quercetin, KsFe(CN)s, TCA, BSA, etanol, metanol, askorbik asit, kollajen,
epinefrin, ADP, ferrozin, FeCls, KI, Na2S203, FeClz, metanol, n-hekzan, Al(NO3)s,
H202, H2SOs4, EDTA, CH3COOK, TCA, NaOH, HNOs kimyasal maddeler analitik
saflikta olup Sigma Aldrich & Merck’ten temin edildi.

3.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar
Deneylerde, Soxhlet diizenegi, Brand marka otomotik pipet takimi, mermer
havan, Orion pH-metre, Shimadzu 1201 spektrofotometre, Eppendorf santrifiij, Chrono-

32



Log agregometre, Beko buzdolabi, Sunny derin dondurucu, vorteks, RadWag terazi,
ceker ocak, Niive calkalayict ve vakumlu evaporator cihazlart kullanilan baglica

ekipmanlardir.

3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Zeytin yapraklar1 kurutma kagitlar lizerine serilerek oda sicakliginda ve golgede
kurutmaya birakildi. Yapraklar kirilgan hale geldiginde toplanarak havanda doviildii ve
toz haline getirildi. Meyveler ¢ekirdeklerinden ayrildi ve distile su ile yikanarak
kurutma kagitlar1 iizerine serildi ve bir gece kurutuldu. Kurutulan ¢ekirdekler havanda
doviilerek iyice ezildi ve cok kiiciik partikiillii bulamag¢ haline getirildi. Bu islem
esnasinda parcalanan zeytin ¢ekirdekleri icerisindeki ¢ok az miktardaki jelimsi kisim
ezilen odunsu kisim ile birlikte bulamag benzeri bir yap1 olusmasina neden olmaktadir.
Meyveler ise ¢ekirdeklerinden siyrildiktan sonra 6nce havanda doviiliip ardin da bigakl
homojenizatorle 3 nolu u¢ kullanilarak bulamag haline getirildi ve boylece zeytinin her

tic bileseni de Soxhlet ekstraksiyonunda kullanilmak iizere hazir hale getirilmis oldu.

I
TN

=u girigi

3.3.1. Soxhlet ekstraksiyonu

s gikag

Zen soSutucu
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Sekil 3.3.1.1. Soxhlet ekstraksiyon sistemi

Sekil 3.3.1.1.de Soxhlet ekstraksiyon diizenegi goriilmektedir. Bu diizenegin
calisma prensibinin temeli sdyledir; balonda kaynatilan ¢oziiciiniin buhar1 yan borudan

gecer ve sogutucuda tekrar yogunlasip kartus icerisindeki 6rnegin iizerine damlar. Ust
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kisimda toplanan ¢oziicli yan kisimdaki kilcal boru seviyesini gecince ektrakte edilen
madde ile birlikte sifon yapar yani yeniden balona akar. Pek ¢ok kez tekrarlanan bu olay
sonucunda ekstrakte edilen bilesik balon igerisinde birikir. Son olarak ¢oziicii

uzaklastirilarak ekstrakt saf olarak elde edilir.

Hazirlanan Orneklerin dagilmasini 6nlemek icin Soxhlet diizeneginde kartus
icerisine ornekler (30g zeytin meyvesi, 16,000 g zeytin yapragi ve ve 40,000 g zeytin
cekirdegi ekstraksiyonla 6ziit elde etmek iizere kullanildi) sira ile yerlestirildi. Her bir
ornek ilk olarak 400 mL petrol eteri kullanilarak 3 saat siiresince 55 °C’de ekstrakte
edildi ve once lipofilik karakterli nonpolar bilesenler uzaklastirildi. Daha sonra 400 mL
etanol ile ekstraksiyon islemine devam edildi. Coziicii olarak kullanilan etanol
ucurularak balon igerisinde kalan yiiksek yogunluktaki etanol ekstrakti tartildi. Zeytin
yapragindan 2,600 g, meyvesinden 1,700 g ve ¢ekirdeginden 0,900 g 6ziit elde edildi.
Daha sonra elimizdeki bu ektraktlar distile su icerisinde ¢oziilerek tiim ol¢limlerin
gerceklestirilecegi stok ¢ozeltilerimiz elde edildi ve her biri plastik kapakli tiiplerle 10
esit hacme boliinerek etiketlendi ve dl¢lim anina kadar -40 °C de derin dondurucuda

muhafaza edildi.
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Yaprak, meyve ya
da c¢ekirdek

Petrol eteri ile ekstraksiyon

Polar bilesenleri Nonpolar bilesenlerin
iceren kalan kisim uzaklagtirildigi kisim

Etanol Ekstraksiyonu

Tiim ol¢limlerin
gerceklestirildigi
etanol ekstrakti

Sekil 3.3.1.2. Ekstraksiyon islem asamalarinin sematize edilmesi

3.4. Kantitatif Analizler

3.4.1. Toplam fenolik madde i¢erigi tayini

Hazirlamis oldugumuz her ii¢ ekstrenin igerdigi total fenolik madde miktar1
Folin-Ciocaltaeu reaktifi kullanilarak Slinkard ve Singleton (1977), (93) yontemi
uyarinca belirlendi. Standart olarak gallik asit kullanildi. Bu yontemin temeli; degisen
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltilerine kars1 okunan absorbans degerlerinden elde
edilen grafigin standart egrisini kullanarak Ornegimiz igindeki total fenolik madde

igerigini gallik asit esdegeri seklinde hesap etmektir.
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Sekil 3.4.1. Gallik asit molekiil yapisi

Gallik asitin etanol igerisindeki 0,5 mg/mL’lik stok ¢ozeltisinden 25-50-100-
150-200-250-500 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Ekstraktlarin stok ¢ozeltilerinden de
0,5 mg/mL konsantrasyonda seyreltilmis ¢ozeltileri hazirlandi. Deney tiiplerine degisen
konsantrasyonlardaki standart gallik asit ¢ozeltilerinden ve numune ¢ozeltisinden 40 puL
konularak iizeri saf su ile 1200 uL’ye tamamland1. Uzerine 200 pL 2N Folin-Ciocaltacu
reaktifi ilave edilerek vorteksle iyice karigmasi saglandi. Daha sonra oda sicakliginda ve
karanlikta 5 dak bekletildi. Ardindan 600 pL %20’lik Na2COs ¢ozeltisi ilave edildi ve
yine vorteksle iyice karismasi saglandi. Tiipler 25 °C sicaklhifindaki ¢alkalamali su
banyosunda 2 saat siiresince inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda UV-VIS
spektrofotometrede 765 nm’deki absorbanslari Olciildii. Cizilen standart grafigi
yardimiyla ornek icerisindeki total fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri olarak
hesap edildi. Ornek &l¢iimleri ¢ift ¢alisildi ve iki 6l¢iim degerinin aritmetik ortalamasi

kullanildi.

3.4.2. Toplam flavanoid madde icerigi tayini

Orneklerdeki toplam flavanoid madde igerigi tayini Moreno ve arkadaslari
(2000), (94) tarafindan gelistirilen ve temeli flavanoid yapili molekiillerin metal
iyonlartyla kompleks olusturmasimna dayanan yontem uyarinca gerceklestirildi. Bu
calismada kompleks olusumunda kullanilan metal iyonu aliiminyumdur. Standart
molekiil olarak quercetin kullanildi. AI(III) ile quercetin yapisindaki halka
sistemlerinden A’daki 5-OH ve C’deki 3-OH ve 4-CO guruplart AI(III) ile renkli

kompleks olusturmaktadirlar.
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Sekil 3.4.2 Quercetin molekiil yapisi

Metanol icerisinde quecetinin son konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde
stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢dzeltiden seyreltme yoluyla 15, 30, 45, 60 ve 75
ng/mL konsantrasyonlara sahip seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi ve standart olarak
kullanildi. Ornek olarak yine 0,5 mg/mL konsantrasyondaki etanollii ekstraktlar
kullanildi. Deney tiiplerine ilk olarak 100 pL %10’luk AI(NO3)s konuldu, iizerine 100
uL IM CH3COOK ve 3,8 mL metanol eklendi, ardindan standart olgiimleri i¢in 1ml
standart ¢oOzeltisinden Ornek Olgtimleri i¢in ise 1 mL ekstrakt ¢ozeltisinden eklendi.
Vorteksle iyice karistirildi ve 25 °C sicaklhigindaki ¢alkalamali su banyosunda 45 dak
inkiibasyona birakildi. Olusan sar1 renkli kompleksin spektrofotometrede 415 nm de
absorbansi Olgiildii. Numune Ol¢limleri ¢ift 6l¢iim seklinde calisilarak iki Slgiim
degerinin aritmetik ortalamasi alindi. Cizilen standart grafigi yardimiyla Ornekler

igerisindeki total flavanoid madde igerigi quercetin esdegeri olarak hesap edildi.

3.4.3.Indirgeyici potansiyel tayini

Ekstrelerin toplam indirgeyici potansiyelinin belirlenmesi Oyaizu (1986), (95)
metodu uyarinca gergeklestirildi. Bu yontemde Fe™/Fe*? doniisiimii ile deney ortaminda
olusan sar1 rengin yesile donmesinin 700 nm’de absorbansin izlenmesi ve yiiksek

absorbansin yiiksek indirgeme potansiyeline karsilik gelmesi temel alinmaktadir.

Standart ¢ozeltisi olarak kullanilacak olan BHT’nin 5, 10, 25, 50, 100 ve 150
ng/mL konsantrasyonlarindaki seyreltik ¢dzeltileri hazirlandi. Ornek lgiimleri icin 0,5
mg/mL’lik ekstre ¢ozeltileri kullanildi. Deney tiiplerine 1ml standart ¢ozeltilerinden ve

Iml 6rnek ¢ozeltisi eklendi, tizerine 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M ve pH:6,6) eklendi,
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ardindan 2,5 mL K3Fe(CN)s c¢ozeltisi (w/v: %1) eklenerek vortekslendi. Bu karisim oda
sicakliginda 20 dak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras karisima 2,5 mL TCA (w/v:%10)
ilave edilip tekrar vortekslendikten sonra 3000 rpm’de 15 dak santrijiij edildi. Ustte
olusan silipernatant kisimdan 2,5 mL alinip iizerine 2,5 mL distile su ve 0,5 mL demir
(IIT) kloriir-FeCls ¢ozeltisi (w/v: %0,1) eklendikten sonra vorteksle iyice karigmasi
saglandi. Oda sicakliginda 10 dak inkiibasyona birakildi ve baslangigta olusan sar1 renk
yesile dondii. Spektrofotometrede 700 nm’de 6l¢iilen BHT standartlarinin absorbanslari

kullanilarak standart grafigi ¢izildi ve 6rneklerin indirgeyici potansiyeli saptandi.

3.4.4. Metal selatlayici aktivite

Metal selatlayici aktivite tayini ortamdaki serbest Fe*? iyonlarinin ferrozin ile
birleserek Fe-ferrozin kompleksi olusturmasi ve selatlayici molekiillerin ortamdaki
serbest demiri selatlayarak bu kompleksin olusumunu azaltmasi temeline
dayanmaktadir (96). Olusan kompleks spektrofotometrik olarak 562 nm dalga boyunda
izlenebilmektedir. Ortamdaki selatlayic1 ozellikteki bilesenlerin miktar1 ile o6lg¢iilen
absorbans degeri arasinda negatif bir korelasyon s6z konusudur. Bilinen en giiclii

selatlayict molekiillerden biri olan EDTA pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 3.4.4.1. Ferrozin molekiil yapisi

Standart olarak kullanilacak olan EDTA ¢6zeltisi 0,1-0,25-0,50-0,75-1,00-1,25
mg/mL konsantrasyonlarda seyreltik standart ¢ozeltiler seklinde hazirlandi. Deney
tiiptine 1 mL standart EDTA c¢ozeltisi ve 6rnek tiipline ayn1 miktarda ekstre ¢ozeltisi
konuldu, tizerine 50 uL 2 mM FeClz eklenerek vortekslendi, ardindan 200 pL 5 mM
ferrozin ¢ozeltisi eklendi ve tekrar vortekslendi ve karanlikta 10 dak inkiibe edildi.

Inkiibasyonun sonunda spektrofotometre ile 562 nm’deki absorbans olgiildii. Artan
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konsantrasyonla absorbans arasinda negatif korelasyon gozlendi. Standart grafigi

yardimiyla ekstrelerin metal selatlayict etkinligi hesaplandi.
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Sekil 3.4.4.2. EDTA molekiil yapisi

3.4.5. H>O; siipiiriicii aktivite tayini
Hidrojen peroksit siipiiriici aktivite tayini Zhang ve arkadaglarinin (2000), (97)
gelistirdigi titrasyon yontemi uyarinca gergeklestirildi. Calismada pozitif kontrol olarak
askorbik asit kullanildi. Titrasyon reaksiyonunun gerceklestirilecegi 50 ml’lik erlene 1
mL 6rnek veya pozitif kontrol (50-1000 png/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda) ve
1 mL H202 (0,1 mM) eklendi, iizerine sirasiyla 100 L. amonyum molibdat (%3’liik),10
mL H2SO4 (2M), ve 7 mL KI (1,8M) ilave edilerek karistirildi. Elde edilen sar1 renkli
karisim sar1 renk kaybolana kadar SmM NaxS:03 ile titre edildi. Asagidaki formiile

gore, % H20:2 giderme etkisi degerleri hesaplandi. Burada,
% H202 Stipiiriicii Akt = ((Vo-V1)/Vo)x100
Vo: Kontrol titrant hacmi
Vi: Numune ve standart titrant hacmi gostermektedir.

3.4.6. DPPH radikali sondiirme aktivitesi tayini
DPPH radikali sondiirme aktivitesi tayini Blois (1958), (98) yontemi uyarinca
gerceklestirildi. Cok uzun zamandir antioksidan aktivite tayini amaciyla kullanilan bir

yontemdir.
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O;N N—N + A-H——> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET YELLOW

Sekil 3.4.6. DPPH radikalinin antioksidan bir molekiil ile etkilesimi

Bu yontemde stabil bir serbest radikal olan DPPH’in reaksiyon ortaminda
bulunan hidrojen dondrii 6zelligindeki fenolik karakterli molekiiller ile reaksiyon verme
potansiyeli degerlendirilmektedir. Gergeklesen reaksiyon nedeniyle azalan DPPH
konsantrasyonu 517 nm’de spektrofotometrik olarak izlenebilmektedir. Calismamizda

pozitif kontrol olarak BHT kullanildi.

Standartlarin 5-10-25-50-100 ve 150 pg/mL konsantrasyonlarindaki seyreltik
cozeltileri hazirlandi. DPPH’in 0,ImM’lik ¢o6zeltisi %70’lik metanol igerisinde
hazirlandi. Standartlardan ve Ornek ¢ozeltisinden 3 mL alinarak deney tiiplerine
konuldu, lizerine 1 mL DPPH ¢6zeltisi eklendi ve karisim vorteksle iyice karistirilarak
oda sicakliginda ve karanlhikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
spektrofotometrede 517 nm’de absorbans 6l¢iildii. Kontrol dl¢iimii i¢cin 3 mL metanol
ile 1 mL DPPH ¢ozeltisi karistirilarak inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi absorbans
Olctimii yapildi. Elde edilen absorbans degerlerinden asagidaki formiil uyarinca DPPH

radikalini sondiirme aktivitesi hesaplandi.
% DPPH Radikali Sondiirme Akt.= ((Ao-A1)/Ao) x 100
Ao: Kontrol absorbansi

A1 Orneklerin absorbansi
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3.4.7. Antimikrobiyal aktivite tayini

Zeytin yaprak, meyve ve ¢ekirdek ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite tayinleri
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan tavsiye edilen agar
dilisyon yontemi kullanilarak test edildi. Her bir ekstre i¢in minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIK) standart bakteri ve mantar suslarina kars: test edildi. Bakteri
suslari; Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Mantar suslar1; Candida glabrata ATCC 90030, Candida
albicans ATCC 14053 American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD
tarafindan elde edildi.

Bakteri suslari Muller Hinton Broth (Merck) besiyerinde, mantar suglari ise
RPMI 1640 Broth (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, Germany) besiyerinde
tiretildi. Standart inokulum elde etmek i¢in bakteri ve mantarlarin bulanikligi Mcfarland
no. 0.5 eseline gore hazirlandi. Sulandirilmalarin hepsi distile su ile yapildi. Ekstrelerin
son derisimleri 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 ug/mL olacak bigimde
seyreltildi.

Flukonazole mantarlar i¢in Ampicillin, Ciprofloxacin, Amikacin, Ampicillin,
Tigecyline ve Vankomisin bakteriler i¢in standart ila¢ olarak kullanildi. Bakteri ve
mantarlarin (10° CFUs/mL) standard inoculumlari steril plastik halka uglu 6ze ile (0.01
mL) agar plaklarina ekim yapildi. Ekim yapilan tiim plaklar 35°C’de etiivde bakteriler
icin 16-20 saat, mantarlar i¢in 48 saat bekletildikten sonra degerlendirildi. Bakteri ve

mantarlarin ¢ogalmasini 6nleyen en diislik derisimleri minimal inhibitor konsantrasyonu

(MIK) olarak belirlendi (99,100).

3.4.8. Antitrombotik aktivite tayini

Ekstrelerin antitrombotik aktivitelerini belirlemek i¢in Chrono-Log Agregometre
cihaz1 ve optik agregometri teknigi kullanildi. Optik agregometri yonteminin temeli
sudur; agonistler (ADP, kollajen, epinefrin, ristosetin vb.) bir manyetik karistirict
yardimiyla kanstirilan  sitratla  antikoagiile edilmis PRP Ornegine eklenince
trombositlerde agregasyon indiiklenir. Neticede, bulanik bir siispansiyon olan PRP,
agregatlar olustuk¢a bulanikliginmi yitirir ve 151k gecirgenligi artar (101). 47 yasinda
saglikli erkek bireyden 8 saat acglik sonrasi alinan EDTA’l1 kan tiiplere alinarak 1000
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devir/dak da 10 dakika santrifiij edilerek PPP (plateletce fakir plasma) ve 3500
devir/dak da 10 dakika santrifiij edilerek PRP (plateletce zengin plasma)’ler elde edildi
ve tim Ol¢limlerde bu plasmalardan 750 pL 6l¢lim kiivetlerine eklendi. Ekstreler ise
kiivet igerisine degisen konsantrasyonlarda 50uL eklenerek agonist eklenmeden hemen

once 5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi ve drnekler 6l¢lim almaya hazir hale getirildi.

Agregometre, kiivet icerisinden 151k gecisindeki degisimi kaydeder. Sistem oto-
kalibrasyon islemi ile PPP ile PRP arasindaki transmisyon farkini 100 birim algilayacak
sekilde kendini kalibre eder. Calismamizda, kontrol olarak herhangi bir antitrombotik
etkili bilesenin ilave edilmedigi tiipte kuvvetli bir agonist olan kollagen ile agregasyon
indiiklendi ve totalde 5 dak agregasyon basladiktan sonra ise 3 dak izlenerek
transmisyon lizerinden nlimerik bir kontrol agregasyon diizeyi belirlendi. Daha sonra
ayni islem ekstrelerin ilave edildigi tiiplerle tekrarlanarak agregasyon inhibisyon
diizeyleri kontrole kiyasla bagil olarak hesap edildi. Her bir ekstre i¢in 6l¢timler iki kez

tekrarlanarak aritmetik ortalamalar1 alindi.

ADP Epinefrin Kollagen Ristosetin

i rypay nagas Qlleapararagaps fa pyenne
K\ \\ kL

Sekil 3.4.8. Dort farkli agonistin optik agregometride olusturduklar: standart
yanitlar(102).
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4.BULGULAR

4.1. Total Fenolik Madde Icerigi

Folin reaktifi biinyesindeki fosfomolibdik asit/fosfotungstik asit kompleksleri
bazik pH degerlerinde elektron transferi yoluyla indirgenmektedir ve 765 nm de
absorbans veren kromojenler olusturur. Kantitatif tayinler ve hesaplamalar olusan bu

kromojenlerin spektrofotometrik tayini iizerinden gerceklestirilir.
Mo(VI) (sar1) + ¢ (AH) > Mo (V) (mavi) A=765 nm

Gallik asit standart cozeltileri (ug/mL): 25;50;100;150;200;250;500 olarak

hazirlanmustir.
1,6
L4 = 0,0028x+ 0,029
: RZ= 0,99V
1!2 //
o 1
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T
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Grafik 4.1. Gallik asit standart grafigi

Gallik asitin artan konsantrasyonuna karsi okunan absorbans degerleri

kullanilarak gallik asit standart grafigi ¢izildi. R*> = 0,9943 olarak elde edildi.

Abs = 0,0028 x C + 0,029 denklemi kullanilarak ekstrelerin gallik asit esdegeri

cinsinden total fenolik madde igerigi hesapland:r (ng gallik asit / mg ekstre).
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Tablo 4.1. Total fenolik madde icerigi

Madde (pg)

Yaprak Meyve Cekirdek
Ekstresi(mg) Ekstresi(mg) Ekstresi(mg)
Total Fenolik 280.19 270.99 317.24

4.2. Total Flavonoid Madde Icerigi

Ekstrelerin total flavonoid madde bilesimi quercetin esdegeri flavanoid miktari

olarak hesap edildi. Quercetinin 100 pg/mL’lik stok ¢ozeltisi kullanilarak 15-30-45-60-

75-100 pg/mL konsantrasyonlara sahip seyreltik ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler

kullanilarak standart grafigi ¢izildi.
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Grafik 4.2. Quercetin standart grafigi

Qercetinin artan konsantrasyonuna karst okunan absorbans degerleri kullanilarak

quercetin standart grafigi cizildi. R? = 0,9838 olarak elde edildi.

Abs = 0,0052 x C denklemi kullanilarak ekstrelerin quercetin esdegeri cinsinden

total fenolik madde igerigi hesaplandi ( pg quercetin / mg ekstre).
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Tablo 4.2. Total flavanoid madde igerigi

Yaprak Meyve Cekirdek
Ekstresi(mg) Ekstresi(mg) Ekstresi(mg)
Total Flavanoid 4.24 4.43 0.86

Madde (pg)

4.3. indirgeyici Potansiyel Diizeyi

Zeytin yaprak, meyve ve cekirdek ekstrelerinin Fe™’ii Fe'?’ye indirgeme
potansiyeli Oyaizu (1986) yontemi uyarinca belirlendi. Standart olarak kullanilan
BHT’in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik standart ¢ozeltileri ve drneklerin
indirgeyici potansiyeli deney sonunda 700 nm’de absorbans olglimii yapilarak
belirlendi. Bu deneyde indirgeyici potansiyel ile dlgiilen absorbans degerleri arasinda

pozitif korelasyon bulunmaktadir.

BHT Standart konsantrasyonlar1 (ug/mL): 5-10-25-50-100-150
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Grafik 4.3. BHT standart grafigi

BHT’nin artan konsantrasyonuna karsi okunan absorbans degerleri kullanilarak

BHT standart grafigi cizildi. R?> = 0,9148 olarak elde edildi.
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Abs = 0,0019 x C + 0,2477 denklemi kullanilarak ekstrelerin indirgeyici

potansiyelleri BHT esdegeri cinsinden hesaplandi (ug BHT / mg ekstre).

Tablo 4.3. Indirgeyici potansiyel diizeyleri

Yaprak Meyve Cekirdek
Ekstresi(mg) Ekstresi(mg) Ekstresi(mg)
BHT Esdegeri 257.6 77.25 21.24
(ng)

4.4. Metal Selatlayic1 Aktivite

Dinis ve arkadaslar1 (1994), (96) yontemi uyarinca gerceklestirilen metal

selatlayic1 aktivite tayininde standart olarak degisen konsantrasyonlarda hazirlanan

seyreltik EDTA ¢ozeltileri kullanildi. Standart ve drnek ¢ozeltilerinin kullanildigi deney

sonunda Fe'-ferrozin kompleksi olusumu spektrofotometrik olarak 562 nm’de

absorbans Olclimii ile belirlendi. Standart grafigi yardimiyla orneklerin kompleks

olusumunu ne 6lclide inhibe edebildigi hesaplandi. % inhibisyon degeri ayn1 zamanda

metal selatlayici aktiviteye esdeger kabul edildi.
Metal Selatlayict Akt. = ((Ao— A1)/Ao) x 100)
Ao: Kor absorbansi

A1: Numunenin absorbansi

EDTA Standart konsantrasyonlar1 (mg/mL): 0,1-0,25-0,50-0,75-1,00-1,25
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Grafik 4.4. Metal selatlayici aktivite standart grafigi

Standart grafigi ¢izildiginde elde edilen standart egrisinin R? degeri 0,9459

olarak egim ¢izgisinin denklemi ise y= 92,412x + 17,972 olarak belirlendi. Denklem

yardimiyla %350 inhibisyon yapan ICso degerleri her bir ekstre icin EDTA ekivalan

degeri olarak hesap edildi.

Tablo 4.4. Metal selatlayici aktivite diizeyleri

EDTA Yaprak Ekstresi | Meyve Ekstresi Cekirdek
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) Ekstresi
(mg/mL)
ICso Degeri 0,346 13.33 24.76 17.37
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4.5.Hidrojen Peroksit Siipiiriicii Aktivite

Hidrojen peroksit siipiiriicii aktivite Zhang ve arkadaslar1 (2000), yontemi
uyarinca belirlendi (97). Standart olarak (ayn1 zamanda pozitif kontrol olarak) askorbik
asit kullanildi. Titrimetrik bir yontem olan bu deneyde tiiketilen titrant hacmi iizerinden

H20O: siipiiriicti aktivite hesap edildi,
% H20: Siipiiriicii Akt = ((Vo-V1)/Vo)x100
Vo: Kontrol titrant hacmi
Vi: Numune ve standart titrant hacmi

Standart Konsantrasyonlar1 (mg/mL): 0,073-0,146-0,220-0,292-0,365
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Grafik 4.5. Hidrojen peroksit siipiiriicii aktivite standart grafigi

Tablo 4.5. Hidrojen peroksit siipiiriicii aktivite diizeyleri

Askorbik | Yaprak Ekstresi | Meyve Ekstresi Cekirdek
asit (mg/mL) (mg/mL) Ekstresi
(mg/mL) (mg/mL)
ICso Degeri 0.238 4.27 36.39 30.50
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4.6. DPPH Radikali Sondiirme Aktivitesi

DPPH radikali sondiirme aktivitesi tayini Blois (1958), yontemi uyarinca
gergeklestirildi (98). Standart olarak giiglii bir radikal siipiiriicii antioksidan olan
BHT’nin hazirlanan seyreltik ¢ozeltileri kullanildi. Standart ve orneklerin 517 nm’de

absorbans 6l¢iimii ile elde edilen degerler asagidaki formiil kullanilarak % Inhibisyon

degerlerine doniistiiriildi;
% Inh = ((Ax — A1)/Ax) x 100
Ax: Kontrol absorbans degeri
Ai: Ornegin absorbans degeri

Standart konsantrasyonlar: (ng/mL): 5-10-25-50-100-150
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Grafik 4.6. DPPH sondiirme aktivitesi standart grafigi

Standart grafiginden de anlasilacag: lizere reaksiyon kinetigi mix bir kinetik
gostermektedir. 11k {i¢ konsantrasyon degerinden sonra artan konsantrasyon inhibisyon
tizerinde herhangi bir degisime neden olmamaktadir. Yani reaksiyon hizi ve verimi bu
noktalarda konsantrasyondan bagimsizdir. Bu nedenle standart grafiginin lineer degisim

gosteren diigiik konsantrasyonlardaki degerleri ile % Inh degisimi kullanilarak elde
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edilen standart egrisinin R? degeri 0,9415 ve denklemi y=2,1923x + 29,769 seklindedir.

Hesaplamalarda bu degerler kullanildi.

Tablo 4.6. DPPH Siipiiriicii aktivite diizeyleri

BHT Yaprak Ekstresi | Meyve Ekstresi Cekirdek
(ug/mL) (mg/mL) (mg/mL) Ekstresi
(mg/mL)
ICso Degeri 9.22 3.80 9.47 5.25

4.7. Antimikrobiyal Aktivite

Zeytin yaprak, meyve ve cekirdek ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite tayinleri

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan tavsiye edilen agar

dilisyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi (99,100). Bakteri ve mantarlarin

cogalmasini dnleyen en diisiik etkili derisimler minimal inhibitor konsantrasyonu (MiK)

olarak belirlendi. Her bilesik i¢in minimal inhibitor konsantrasyonlar1 standart bakteri

ve mantar suslarina karst test edildi. Flukonazole mantarlar i¢in Ampicillin,

Ciprofloxacin, Amikacin, Ampicillin, Tigecyline ve Vankomisin bakteriler i¢in standart

ila¢ olarak kullanildi.
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Tablo 4.7. Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (ug/mL

Test Bakteri ve Staph Enterokok E.Coli Pseudo C.albicans C. glab Acineto Klebs MRSA
Mantarlari
Meyve Ekstresi 400 200 200 400 200 200 400 400 400
Cekirdek Ekstresi 800 400 400 800 400 400 800 400 800
Yaprak Ekstresi 200 100 100 200 200 200 200 200 200
Kontrol Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Uremevar | Ureme var | Ureme var | Ureme var
Kontrol Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Uremevar | Ureme var | Ureme var | Ureme var
Kontrol Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Ureme var | Uremevar | Ureme var | Ureme var | Ureme var
Referansl Ampicillin 1.56 1.56 3.12 1.56
Referans2 Amikacin 1.56 3.12 1.56
Referans3 Ciprofloksacin 1.56 1.56
Referans4 Flucanazole 6.25 3.12
Referans5 Vankomicin 3.12
Referans6 Tigecycline 1.56

Testte kullanilan mikroorganizmalar ve kodlari: Candida glabrata ATCC 90030, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300,

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 14053
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4.8. Antitrombotik Aktivite

Ekstrelerin antitrombotik aktivitelerini belirlemek i¢in Chrono-Log Agregometre
cihazi ve optik agregometri teknigi kullanildi (101).
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Sekil 4.8. Optik Agregometri 6l¢iim diagramlari. A:Kontrol; B:Yaprak ekstresi;
C:Meyve ekstresi; D:Cekirdesk ekstresi
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Bu yontemde kor olarak ayni kan 6rneginin trombositge fakir plasmasi kullanilir.

Kontrol olarak sadece agonist (kollagen+ADP)

ile wuyarilan ve herhangi bir

antitrombotik ajan igermeyen PRP’nin agregasyon yiizdesi baz alinir. Orneklerin
antitrombotik etkinligi ise asagidaki formiil uyarinca hesaplanir.

Antitrombotik aktivite = ((%Tk - %T1)/%Tk) x 100
Tx: Kontrol %T; T1:0rnek %T

Tablo 4.8. Antitrombotik aktivite diizeyleri

Kontrol Yaprak Meyve Ekstresi Cekirdek
Ekstresi (Img/mL) Ekstresi
(1mg/mL) (1mg/mL)
Bagil
Antitrombotik | o, 09 %23.22 %5.01 %7.36
Aktivite
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Tablo 4.8.1. Antioksidan parametrelerin topluca gosterimi.

Antioksidan Parametreler

Yaprak Ekstresi

Meyve Ekstresi

Cekirdek Ekstresi

Total Fenolik Madde

icerigi
280.19 270.99 317.24
(ug GA/mg ekstre)
Total Flavanoid
Madde icerigi
4.24 4.43 0.86
(ug Querc/mg ekstre)
indirgeyici Potansiyel
257.60 77.25 21.24
(ug BHT/mg ekstre)
Metal Selatlayici
o 13.33 24.76 17.37
Aktivite (1Cso)
H,0, Stpuricu
. 4.27 36.39 30.50
Aktivite (1Cso)
DPPH Supdartcu
3.80 9.47 5.25

Aktivite (|C50)
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S.TARTISMA

Zeytin agaciin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Bugiin bat1 dilleri ailesindeki
dillerde farkli telafuzlar1i olan “oil” terimi Eski Yunan terminolojisinde “eleia”
teriminden tiiremistir ve zeytin agaci anlamina gelmektedir. Latincedeki karsiligi da
“Olea europaea” dir. Insanoglu ilk olarak kendiliginden yetisen yabani zeytin agacini
(delice veya olaester olarak bilinir) kesfetmis, daha sonra bu yabani agaci 1slah etmis ve
glinlimiizde asilayarak fidandan yetistirilen bir kiiltiir bitkisi haline doniistiirmiistiir.
Zeytin agacinin meyve vermesi ortalama 5-6 yil siirmektedir. Meyvesi, ¢ekirdegi ve
yapragi degerlendirilebilen ve 300-400 y1l yasayabilen olduk¢a uzun dmiirlii bir bitkidir
(102). Ulkemizde yogun bir bigimde Ege, Akdeniz ve Marmara Bolgesinde yetistirilen
zeytin agaglar1 yaz-kis yapraklhidir. Ortalama 20-30 ay agag iizerinde kalan yapraklarin

bir kism1 dokiiliirken bir kismi1 heniiz ¢iktig1 i¢in aga¢ her mevsim yesil kalmaktadir.

Zeytin agaglarinin ¢ok uzun Omiirlii olmasi, diger bir¢ok bitki tiirlinii kolayca
etkileyen pek ¢ok hastaliga karsi direngli olusu, meyve ve yapraklarinin beslenme ve
hastaliklardan korunma bakimindan son derece faydali olabileceginin bir isareti olarak
kabul edilmistir. Boylece zeytin meyvesi, meyvesinden elde edilen yagi, cekirdegi ve
yapragi asirlardir halk tarafindan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ve
giinimiizde de hala tamamlayici tip alaninda kullanilmaya devam etmektedir (103).
Zeytin agaciin oldukc¢a uzun 6miirlii olmasindan ve hastaliklara kars1 gosterdigi giigli
direncten agacin tiim bilesenlerinde degisen oranlarda bulunan “oleuropein™ adh
sekeiridoid sorumlu tutulsa da zeytin agacinin oleuropein disinda ¢ok sayida biyoaktif
molekiilii biinyesinde barindirdigi rapor edilmistir (104,105). Bu molekiil guruplari
baslica; tokoferoller, hidrokarbonlar, glikozidler, steroller, fenolik bilesikler ve lezzet
bilesiklerinden olugmaktadir. Bu bilesikler tad ve aroma veriyor olmanin 6tesinde ¢ok
onemli tibbi etkilere sahiptir. Literatiirde bu konuya iliskin yapilmis olan ¢aligmalarda
tibbi etkilerin; antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antikanserojen ve

antiaging etkiler oldugu ortaya konulmustur (106,107).

Temel kahvaltilik besin ogelerinden biri olan zeytin meyvesinin rengi,
biiytlikliigii ve tadi meyvenin olgunluk derecesi, ¢esidi ve yetistigi bolgenin iklim ve
toprak yapisina bagli olarak degismekle birlikte kimyasal bilesimi biiyiik oranda

benzerdir. Bir zeytin meyvesinin ortalama %50-60’1m1 su, %18-25’ini yag, %18’ini
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seker olusturup bunlar major bilesenlerdir. Geriye kalan kismi mindr bilesenleri
olusturup bunlar igerisinde major bilesenlerden olan yaglar (6zellikle oleik asit) ile
birlikte tibbi etkilerden sorumlu olan polifenoller, sekeiridoitler, glikozidler ve

tokoferoller de yer almaktadir (108).

Yapmis oldugumuz c¢alismada, =zeytin meyvesinin etli kisimlarindan,
yapraklarindan ve ¢ekirdeginden elde ettigimiz ekstrelerin antioksidan, antimikrobiyal
ve antitrombotik etkinliklerini arastirdik. Arastirma bulgularimiza gore, nonpolar
bilesenleri uzaklagtirildiktan sonra sadece hidrofilik karakterli biyomolekiilleri igeren
zeytin meyve ekstrelerinde 1,00 mg ekstrenin esdeger gallik asit diizeyi 270,99 ug
olarak belirlendi. Tespit edilen total fenolik madde icerigi biinyesinde fenolik asitler,
fenolik alkoller, flavanoidler ve sekeiridoitler bulunmaktadir. Vinha ve arkadaslari
(109) tarafindan yapilan bir ¢alismada Portekiz zeytini etli kisim polar fraksiyon
ekstrelerinde mg ekstre esdegeri total fenolik asit diizeyleri 300 pg gallik asit esdegeri
olarak bulunmustur. Irmak ve arkadaslar1 (110) ise iilkemizde yetisen bazi zeytin
cesitleri ile yaptiklar1 bir caligmada gram ham zeytin etli kisimlar1 basina kafeik asit
esdegeri total fenolik madde igerigini Uslu, Gemlik ve Ayvalik ¢esitlerinde sirasiyla
421, 275 ve 251 pg olarak tespit etmislerdir. Bu degerler ham zeytin degerlerine ait olup
sofralik zeytinlerin sofraya gelene kadar kullanilan isleme yontem ve tekniklerine bagh
olarak fenolik madde miktarlarinda belirli oranlarda azalma olmaktadir. Benzer sekilde
ayni kayiplar zeytin endiistrisinin en 6nemli iirlinii olan zeytinyaginda da kullanilan

yontem ve tekniklere bagli olarak gerceklesmektedir (111).

Bulgularimiza gore, total fenolik madde igerigi bakimindan en yiiksek icerige
sahip ekstre 317,24 pg ile zeytin c¢ekirdek ekstresidir. Yaprak ekstrelerinde ise diizey
280,19 pg olarak belirlendi. Ekstrelerde dl¢tiiglimiiz bir diger parametre de quercetin
esdegeri total flavanoid madde miktaridir. Total fenolik madde miktar1 yaprak ve
cekirdege gore daha diisiik bulunan meyve ekstresinin total flavanoid madde miktari
4,43 pg diizeyi ile en yiiksek bulunmustur. Bu parametre yaprak ekstresinde 4,24 pg,
cekirdek ekstresinde 0,86 pg olarak belirlenmistir. Total fenolik madde igeriginin
flavanoid yiizde bilesimine bakacak olursak yaprak ekstresi i¢in % 1,51, meyve ekstresi
icin % 1,63 iken cekirdek ekstresi i¢in diger iki ekstreden yaklasik alt1 kat daha diisiik
olan % 0,27 olarak belirlenmistir. Bu degerler bize zeytin ¢ekirdegi i¢ kisminda bulunan

ve zeytin g¢ekirdegi ekstrelerindeki biyoaktif bilesenleri biiyiikk oranda biinyesinde
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barindiran jelimsi yagli komponentin fenolik madde igerigi bakimindan zengin
oldugunu ancak total fenolikler igerisinde flavanoidlerin yiizde bilesimi bakimindan
yaprak ve meyveye gore diisik diizeyde bulundugunu gdstermektedir. Cetinkaya ve
Kulak (112) Kilis yoresi zeytinlerinde yapmis olduklar1 ¢caligmada total fenolik madde
icerigi ve bu icerigin flavanoid bilesimi arasindaki oranlarin zeytinin gelisme dénemine
bagli olarak farkliliklar gosterdigini rapor etmislerdir. Bircok meyve tiiriinde oldugu
gibi zeytinde de gelisme donemlerine bagli olarak biyoaktif bilesen icerigi degisim

gostermektedir (113).

Fenolik bilesikler bitkilere 6zgili kimyasal tilirler olup sebze ve meyvelerin insan
saglig1 ve beslenmesindeki vazgegilemez rollerinde biiyiik pay sahibidirler. Bu nedenle
son yillarda birgok bitkisel materyalin bu bilesenleri ne Olgiide igerdigini arastiran
calismalar yapilmakta ve sonuglari yaymlanmaktadir. Zeytin de bu baglamda 6nemli
tiirlerden biridir ve bilinen en saglikli besin 6gelerinden bir tanesi sayilmasinda fenolik

bilesiklerce zengin bir icerige sahip olmasi1 dikkate alinan faktérlerden biri olmustur.

Serbest radikallerin fizyolojik konsantrasyonlarin {izerinde olusmasiyla ortaya
cikan oksidatif stresin canli sistemler tizerindeki zararli etkileri artik tiim detaylariyla
acik bir bi¢imde bilinmektedir. Organizmanin sahip oldugu enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan savunma sistemleri normal kosullarda bu radikallerin konsantrasyonlarini
sinirlamakta ve oksidatif hasara kars1 organizmay1 korumaktadir. Ancak eksojen ya da
endojen kaynakli bazi1 faktorler kimi zaman asir1 radikal {iretimini tetikleyerek, kimi
zaman antioksidan sistemin baskilanmasina yol agarak bazen da her iki duruma ayni
anda neden olarak var olan biyokimyasal oksidan/antioksidan homeostazin oksidanlar
lehine bozulmasina ve oksidatif stres olusmasina sebep olurlar. iste boyle zamanlarda
eksojen antioksidanlarin organizmada var olan ancak yetersiz kalan antioksidan sistemi
desteklemeleri olduk¢a onem kazanmaktadir. Bitkisel besin Ogelerinin ya da tibbi
bitkilerin antioksidan potansiyelleri bu yilizden son derece 6nemlidir. Bir biyomolekiil
antioksidan etkinligini farkli bi¢imlerde ortaya koyabilir; i) ortamda var olan radikale
kars siipiiriicii etki gosterebilir, ii) radikalin olusumunu inhibe edebilir, iii) antioksidan
enzimlerin sentezini indiikleyebilir veya aktivitesini artirabilir, iv) olusan oksidatif

hasar1 onarici etki gosterebilir (114).

Calismamizda, ekstrelerin radikal siipiiriicii etkinliklerini belirlemede “DPPH

radikali sondiirme” teknigini kullandik. DPPH kararli bir serbest radikaldir ve radikal
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stiptiriicli etkinligi belirlemede siklikla kullanilmaktadir. Yontem ilk olarak 1958 yilinda
Blois ve arkadaglar1 (59) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde radikal yapidaki
DPPH: molekiilii ekstre biinyesindeki antioksidan karakterli hidrojen dondrii bilesikler
tarafindan indirgenerek radikal karakterde olmayan DPPH-H molekiiliine doniistiiriildii.
Ekstrelerin radikal siipiiriicii aktivitesi 517 nm’deki absorbans azalmasi izlenerek
Olciildi. Elde ettigimiz bulgular gostermektedir ki; DPPH radikali siipiiriicii aktivite igin
hesap edilen ICso degerleri BHT, yaprak, meyve ve ¢ekirdek ekstreleri i¢in sirasiyla
9,22 pg/mL, 3,8 mg/mL, 9,47 mg/mL, 5,25 mg/mL’dir. Her bir ekstre i¢in 1/ICso olarak
tanimlanan antiradikal aktivite degerleri ise yaprak, meyve ve ¢ekirdek ekstreleri igin
stirastyla 0,26; 0,11 ve 0,19°dur. Martinez ve arkadaslari zeytin meyve ekstrelerinin
DPPH radikaline karst kuvvetli radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olduklarini rapor
etmiglerdir(115). Stankovich ve arkadaglar1 (2017), (116) Fransa ve Sirbistan zeytin
yaprak ekstrelerinde DPPH yontemi kullanarak antioksidan aktivite tayini yapmislar ve
ICso degerlerini sirastyla 113,30 ve 94,39 pg/mL bulmuslardir. Orak ve arkadaglar
(2019), (117) ise Cekiste ve Uslu tiirli zeytin yaprak ekstrelerinde DPPH ydntemi ICso
degerlerini sirasiyla 0,63 mg/mL ve 0,65 mg/mL olarak belirlemislerdir. Zeytin
cekirdek ekstrelerinin antioksidan etkinliginden kuvvetle muhtemel cekirdegin i¢inde
hapsolmus olan jelimsi ve yaghh karakterdeki sivi kisim sorumludur. Zeytin
cekirdeginde bu sivi ¢ekirdek agirliginin %2’si kadardir (118). Servili ve arkadaslari
farkli zeytin organlarinda yaptiklari analizlerde C31H42017 molekiil yapisina sahip
nuezhenide adli biyoaktif molekiiliin sadece ¢ekirdek ekstraktinda bulundugunu rapor
etmiglerdir (119). Nuezhenide lizerinde c¢alismalar hala devam etmektedir. Bizim
sonuglarimiza gore DPPH radikali siipiiriicli aktivite diizeyi en yiiksek oranda ¢ekirdek
ekstresinde gozlendi. Bu yiiksek aktiviteden diger fraksiyonlarda bulunmayip cekirdek
ekstresine 6zgii olan nuezhenide molekiilii sorumlu olabilir. Ryan ve arkadaslar1 (120)
zeytin ¢ekirdegi ekstraktinda tirozol, hidroksitirozol, olerupein, verbaskozid,
nuezhenide ve 3,4-DHPEA-DEDA tespit etmis ve biyoaktiviteden bu bilesenlerin

sorumlu oldugunu rapor etmislerdir.

Fe™ gibi gegis metallerinin varhginda Fenton Reaksiyonu uyarinca ortamda
bulunan hidrojen peroksit kullanilarak en reaktif radikal olan hidroksil radikali olugumu

gergeklesir.

Fe? + H202. = Fe?+ OH + OH
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Hidroksil radikali diger oksijen radikallerine oranla yiik/molekiil agirlig
bakimindan daha yiiksek bir orana sahiptir ve yar1 omrii ¢ok kisadir. Tim
biyomolekiillerle ¢ok kisa bir siire igerisinde etkilesime girebilir. Niikleik asitler,
enzimler, karbonhidratlar ve yag molekiillerine radikalik saldirida bulunabilir. Ozellikle
membran lipidlerinde radikalik zincir reaksiyonlarin olusmasina neden olur. Bu zincir
reaksiyonlar sirasinda farkl lipid yapilarin farkli bolgelerden radikalik saldiriya maruz
kalmast sonucu farkli molekiiler yap1 ve biyiikliige sahip lipid peroksitleri
olusmaktadir. Indirgen potansiyele sahip molekiiller s6z konusu lipid peroksit
molekiillerini indirgeyerek zincir reaksiyon dizisini sonlandirabilirler (121). Bu
baglamda bitki ekstrelerinde indirgeyici potansiyel diizeyi antioksidan kapasitenin de
bir gdstergesidir.

Ekstrelerimizin Fe ™’ Fe'®’

ye indirgeme potansiyeli test edildi. Bulgularimiza
gore 1 mg/mL ekstrenin BHT esdegeri cinsinden diizeyi yaprak, meyve ve ¢ekirdek i¢in
sirastyla 257,6; 77,25 ve 21,24 pg /mL diizeylerindedir. En yiiksek indirgeyici
potansiyel yaprak ekstresinde elde edilmistir. Ammar ve arkadaslar1 (122) zeytin
yapraklarinin metanol ve etanol ekstrelerinde antioksidan parametreleri test etmisler ve
metanol ekstrelerini en yiiksek fenolik icerige sahip bulurken etanol ekstrelerinde

indirgeyici potansiyelin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Geg¢is metallerinin biyolojik ortamlarda fizyolojik sinirlarin {izerindeki hatta bazi
durumlarda fizyolojik diizeylerdeki mevcudiyeti dahi hemen her zaman serbest radikal
{iretimini ve oksidatif stresi artiric1 yonde etki eder. Ozellikle demir atomu +2 ve +3
olmak iizere iki farkli yiiksekltgenme basamaginda bulunur ve ferik formu olan Fe*
biyokimyasal olaylarda olabildigince inaktif ancak ferréz formu olan Fe*? son derece
aktiftir. Ferr6z demir ¢ok onemli bir pro-oksidan iyondur. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 araciligi ile hidroksil radikali olusumuna neden olur. Metal selatorleri,
ortamdaki metal iyonlar1 ile kompleksler olusturarak onlar1 baglar ve aktivitelerine son
verirler. Bu etkileri nedeniyle metal selatlayici bilesikler indirekt etkili antioksidanlar
olarak kabul edilirler. Bununla birlikte selatlayici ajanlar organizmada son derece toksik
etkiler gosteren ve oOzellikle beyin, karaciger ve bobrekler gibi hayati organlarda
birikme potansiyeli yliksek olan agir metallerin de baglanarak viicuttan atilmasinda

onemli rol oynarlar.
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Uygun molekiiler geometriye sahip bi¢imde biinyesinde —OH, -COOH, -SH, -
C=0 gibi etkilesime agik fonksiyonel guruplardan en az iki tane igeren bilesikler
metallerle selat olusturabilme yetenegine sahiptirler (123). Besinler ve tibbi énemi olan
bitkisel preparatlarda antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde kullanilan
parametrelerden biri de metal selatlayici aktivitedir. Calisma bulgularimiza gore en
yiiksek metal selatlayici aktivite 13,33 mg/mL olan ICso degeri ile yaprak ekstresinde
goriildii, onu 17,37 mg/mL ile ¢ekirdek ekstresi ve 24,76 mg/mL ile meyve ekstresi
izledi. Wang ve arkadaslar1 zeytin yaprak ekstreleri verilen farelerde beyinde kadmiyum
toksisitesine bagli ndron hasariin énemli 6l¢lide 6nlendigini ve antioksidan kapasitenin
artigint rapor etmiglerdir (124). Fabiani ve arkadaslar1 (125) zeytin fenolik
bilesenlerinin insan mononiikleer kan hiicrelerini korudugunu, oksidatif hasari
azalttigini ve bu koruyuculugu saglayan ozelliklerinden bir tanesinin de metal

selatlayici yeteneklerinden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir.

Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarinda olusan hidroksil radikalinin kaynagi
ortamda bulunan hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksitin memeli organizmalardaki
sitotoksik etkisinin en kesin gostergelerinden bir tanesi genetik bir kusur olan Glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enzim eksikliginde yetersiz iiretilen NADPH nedeniyle gultatyon
rejenerasyonunun saglanamamasit ve bu nedenle glutatyon peroksidaz enziminin
hidrojen peroksiti yeterince detoksifiye edememesi sonucu eritrositlerin dmriiniin 120
giinden 60-70 giine diigmesidir. Eritrositler yiiksek hidrojen peroksit konsantrasyonu
nedeniyle ortalama Omiirlerinin neredeyse yarisi kadar siirede lizise ugramaktadirlar.
Bunun primer nedeni eritrosit membran lipidlerinde olusan oksidasyon sonucu
membran biitiinliigiiniin bozulmasitir (126). Hidrojen peroksit benzer peroksidatif
etkileri eritrositlerle birlikte diger tim hiicrelerde de gostermektedir. Bu nedenle
hiicresel antioksidan savunma sisteminin O6nemli enzimlerinden olan katalaz ve
glutatyon peroksidaz disinda nonenzimatik antioksidan molekiillerin de hidrojen
peroksite karsi gosterdigi siipiirlicii aktivite son derece onemlidir. Ekstrelerimizin
hidrojen peroksiti siipiiriicli aktivitelerine baktigimizda yaprak ekstresinin 4,27 mg/mL
ICso degeri ile en giiclii aktiviteye sahip oldugu meyve ve cekirdek ekstrelerinin
strastyla 36,39 mg/mL ve 30,50 mg/mL degerlerine sahip olduklarini belirledik. Lins ve
arkadaslar1 (2018), (127) in vitro olarak eritrositler lizerinde olusturulan oksidatif strese
kars1 zeytin yaprak ekstrelerinin koruyucu etkinlik gosterdigini, eritrositlerin lizisini

engelledigini ve eritrosit membran lipidlerinin oksidasyonu ile olusan MDA
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diizeylerinin azalmasii sagladigini rapor etmislerdir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar

+29 +39

zeytin yaprak ekstrelerinin hemoglobin biinyesindeki Fe™’nin Fe™’e ylikseltgenerek
hemoglobinin oksijen baglama yeteneginden yoksun formu olan methemoglobine

dontismesini engelledigini de tespit etmislerdir.

Penisilinin kesfi ile birlikte enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede ¢cok dnemli
mesafeler kat edilmistir. Ancak penisilinin dogal yollardan eldesi olduk¢a zor ve pahali
bir islem oldugu i¢in zamanla daha kolay ve ucuz yontemler gelistirilerek yar1 sentetik
ve sentetik penisilinler liretilmeye baglandi. Bunu diger antibiyotiklerin kesfi ve onlarin
da devasa oOlgeklerde laboratuarlarda sentetik olarak iiretimi izledi. Artan antibiyotik
tilketimi zamanla mikroorganizmalarda direng gelisimi ve yan etkilerin goriilmesi gibi
ciddi problemleri de beraberinde getirdi. Takip eden yillarda, diger ¢ogu saglik
probleminde oldugu gibi enfeksiyonla miicadelede de insanlar dogal iiriinlere ve
tamamlayici tip uygulamalarina yonelim gosterdiler. Birgok besin maddesi ve tibbi bitki
antimikrobiyal, antiviral, antifungal ve antienflamatuvar 0&zellikleri nedeniyle
enfeksiyon hastaliklarinda tercih edilmeye ve yogun bir bi¢cimde tiiketilmeye baslandi.
Bunlar arasinda thlamur, kusburnu, limon, zeytin, ada cayi, nane, kekik gibi giinliik

hayatta siklikla tiikettigimiz iiriinler sayilabilir.

Ekstrelerimizin antimikrobiyal etkilerine bakacak olursak, her {i¢ ekstrede de test
edilen tim mikroorganizmalara karsi degisen oranlarda antimikrobiyal ve antifungal
etki elde edildi. Ancak yaprak ekstresi diger iki ekstreye gore 100-200 pg/mL MIC
degeri ile daha giiclii antimikrobiyal ve antifungal etki gostermistir. Yaprak ekstresi bu
etkisini hem Gr(+), hem Gr(-) hem de mantar suslar1 lizerine birbirine yakin diizeyde
gostermistir. Meyve ve c¢ekirdek ekstreleri ise yaprak ekstresine kiyasla daha zayif
olmakla beraber onlar da 200-400 pg/mL MIC degeri ile etkili bulunmuslardir. Yaprak
ekstreleri test edilen tiim mikroorganizmalar iizerinde benzer diizeyde etkili iken meyve
ve c¢ekirdek ekstreleri hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve MRSA’ya kars1 400-800 pg/mL MIC degeri ile
diisik etkili bulunmuslardir. Literatiirde benzer sekilde zeytin {iriinlerinin
antimikrobiyal etkilerini ortaya koyan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Thielmann ve
arkadaslar1 (2017), (128) zeytin meyve ekstraktinin antimikrobiyal etkilerini, Lee ve
arkadaslar1 (2010), (129) zeytin yapragi ekstresinin antimikrobiyal ve antioksidan

etkilerini, Cicerale ve arkadaslar1 (2012), (130) zeytin ve zeytinyaginin antimikrobiyal
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ve antienflamatuvar etkilerini, Masoko ve arkadaslar1 (2015), (131) zeytin yapragi

ekstresinin antifungal ve antienflamatuvar etkilerini rapor etmislerdir.
Trombositler 2-5 p capinda kan hiicreleridir ve megakaryositlerden koken alirlar.

Periferik kandaki en kiigiik hiicreler oldugu icin kan pulcuklar1 olarak da
adlandirilan trombositler multifonksiyonel hiicrelerdir. Bu fonksiyonlardan bir tanesi
primer hemostaz1 saglamaktir. Soyle ki; damar endotelinde hasar oldugunda 6nce damar
diiz kaslarinda vazokontraksiyon gelisir ve normalde dolasimda disk halinde bulunan
trombositler biraraya gelerek agrege olur ve bir trombosit tikact olusturur; buna primer
hemostaz denilir. Kanin damar disina ¢ikmasinin engellenmesi bakimindan bu
fonksiyon hayati 6neme sahiptir. Trombosit fonksiyon bozukluklarinda trombositlerin
adhezyon ve agregasyon yetenekleri yetersiz kalir ve hemostaz saglanamadigi igin
kanama riski yikselir ve kanama zamani uzar (132). Trombosit fonksiyon
bozukluklarina bagli kanama riski hayati éneme sahip olmakla beraber farkli uyarici
faktorlere bagli olarak agrege olan trombositlerin olusturdugu trombus nedeniyle

gelisen damar tikanikliklart da bir o kadar 6nemlidir.

™ =

TROMBOY. KANAMA

PROKOAGULAN ANTIKOAGULAN
ANTIFIBRINOLITIK PROFIBRINOLITIK

HEMOSTAZ DENGESI

Sekil 5. Kanama-tromboz (hemostaz)dengesi(133)

Fizyolojik olmayan kosullarda olusabilecek trombosit agregasyonunun
muhtemel tetikleyici faktorleri endotel hasari, vendz staz ve kanin pihtilagma egiliminin
artmasi seklinde siralanabilir. Bu durumlarda izlenen tedavi stratejisinin bir bolimiini
de antitrombotik etkili ilaclar olusturmaktadir. Bu ilaclar halk arasinda kan
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sulandiricilar olarak bilinmekte olup bazi bitkilerin kok, yaprak, cicek ve meyve gibi

unsurlar1 da benzer etkilere sahip biyoaktif bilesenler icermektedir.

Trombosit agregasyonunu inhibe edici etki olarak tanimlanan “antitrombotik
aktivite” tibbi  bitkilerin  yararli etkilerinin  degerlendirilmesinde  kullanilan
parametrelerden bir tanesidir. Calismamizda ekstrelerin antitrombotik etkinligini
Ol¢mede bircok klinik hematoloji laboratavuranin altin standart olarak kabul ettigi
Chrono-Log Optik Agregometri teknigini kullandik. Elde ettigimiz veriler her iic
ekstrenin de belli oranlarda antitrombotik aktivite gosterdigini ancak yaprak ekstresinin
meyve ve cekirdek ekstrelerine kiyasla daha yiiksek antitrobotik etkinlige sahip
oldugunu ortaya koydu. %100 olarak degerlendirilen kontrol aktivitesine kiyasla
ekstrelerin bagil antitrombotik aktiviteleri yaprak, meyve ve gekirdek i¢in sirasiyla
%23,22 ; %5,01 ve %7,36 olarak belirlendi. Dub ve arkadaglari (2013), tavsanlar
tizerinde yapmis olduklar1 ¢calismada zeytin yaprak ekstrelerinin tekrarlayan dozlarinin
uygulanmasinin trombus olusumunu azalttigin1 ve trombus morfolojisini degistirerek
damar duvarina tutunma potansiyelini azalttigin1 rapor etmislerdir (134). Debicka ve
arkadaslar1 (2018), (135) zeytin ve zeytinyaginin antikanserojenik atkilerinin yani sira
antiaterojenik ve antitrombotik etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir. Zbidi ve
arkadaslar1 (2009), (136) zeytin agacindan izole ettikleri oleuropein ve (+)-cycloolivil
molekiillerinin giiclii antitrombotik etki gdsterdiklerini ortaya koymuslardir. Benzer
sekilde Petroni ve arkadaslar1 (1995), da calismalarinda zeytinden ekstrakte edilen
polifenolik karakterli bilesiklerin eikozanoid iiretimini ve platelet agregasyonunu inhibe

ettigini bildirmislerdir (137).

Elde edilen tiim sonuglara toplu olarak bakildiginda, zeytin yaprak, meyve ve
cekirdek ekstrelerinin test edilen parametrelerin timii bakimindan belirli oranlarda
etkinlik gosterdigi gorilmiistiir. Yaprak ekstresi, tibbi kullanim amacli preparat
hazirlanmasi i¢in aday bir dogal {iriin olarak degerlendirilebilir. Zeytin cekirdegi,
tizerinde az sayida ¢aligma yapilmis dogal iiriinlerden bir tanesi olup daha kapsamli ve
molekiiler diizeydeki c¢aligmalarla fonksiyonlart ve degerlendirilebilirligi ortaya
konmalidir. Zeytin iilkemizin 6nemli tarimsal iiretim degerlerinden biridir, sadece
sofralik zeytin ve zeytinyagi olarak tiiketilmekle kalmamali, yaprak ve cekirdekleri de
tibbi  etkileri iizerinden iilke ekonomimize artt defer yaratmak {izere

degerlendirilmelidir.
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6.SONUC VE ONERILER

Zeytin lilkemizin Gilineydogu Anadolu, Akdeniz, Ege ve Marmara
bolgelerimizde yetistirilen, genel olarak sofralik zeytin ve zeytinyagi olarak tiiketilen ve
tilke ekonomimize ¢ok dnemli katkilar saglayan bir agac¢ tiirtidiir. Bilinen en saglikli
besin maddelerinden bir tanesidir. Uzerinde en ¢ok bilimsel arastirma yapilmis olan
bitki tiirlerinin basinda gelmektedir. PubMed’de “Olive” kelimesiyle yapilan
taramalarda 28078 adet makale bulunabilmektedir. Caligmalar daha ¢ok zeytin
biinyesindeki polifenollerin analizleri ve insan sagligi lizerindeki faydali etkileri
tizerinde yogunlagmistir. Gergekten de zeytin ve zeytinyagi dendiginde ilk akla gelen
sey saglik ve lezzet olmaktadir. Arastirmacilarin hemen tamami zeytinin antikanserojen,
antioksidan, antimikrobiyal, antiaging, antiaterojenik ve antienflamatuvar etkileri
konusunda benzer sonuglar rapor etmisglerdir. Cagimizda 6liim nedenleri arasinda ilk
siray1 kardiyovaskiiler hastaliklar ikinci siray1 ise kanser hastaliklari almaktadir. Bu
durumda giiclii antikanserojenik ve antiaterojenik etkileri ile zeytin ve zeytin

tiriinlerinin 6nemi ve degeri her gegen giin artmaya devam edecektir.

Ulke olarak diinya iizerindeki dnemli zeytin ve zeytinyag iireticisi iilkelerden
bir tanesiyiz. Zeytin yapraklarini ise ¢ok sinirli miktarda kozmetik endiistrisinde
kullantyoruz. Oysa zeytin yapraklart ¢ok degerli bir tibbi {riin olarak da
degerlendirilmelidir. Literatiirdeki bir¢ok arastirma bulgusu ile uyumlu olarak bizim
calisma sonuglarimiz da gosterdi ki zeytin yapraklari bilinyesinde ¢ok onemli bir
antioksidan, antimikrobiyal ve antitrombotik potansiyel barindirmaktadir. Halk arasinda
zeytin yapragi kullanilarak hazirlanan infiizyonlarin kan sekerini diisiirmek amaciyla
icildigi bilinmektedir. Zeytin yapraklarinin antidiyabetik etkinligi daha kapsamli bir
bicimde molekiiler diizeyde mutlaka arastirilmalidir. Dogada antidiyabetik etki gosteren
bitkisel {iriin sayis1 son derece sinirlidir. Bunlardan bir tanesi de tar¢in olup her ikisinde
de ortak olan bir molekiiliin varligi ortaya konulursa yeni bir antidiyabetik ilag
gelistirilebilir. Ilaveten targin ve zeytin yapraklari kombine edilerek hazirlanacak
bitkisel caylarda sinerjik bir etki gozlenebilir. Bu ¢aylar ekonomik olarak da art1 deger

yaratabilir.

Zeytin cekirdekleri ezildiklerinde iglerinden ¢ok az miktarda jelimsi yagh bir

sivi ¢ikmaktadir. Calismamizda c¢ekirdek ekstrelerinin tiim testlerde belli oranda
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aktiviteye sahip oldugunu hatta fenolik madde bilesiminin yaprak ve meyve
ekstrelerinden daha yiiksek oldugunu saptadik. Halk arasinda kiicik zeytin
cekirdeklerinin yutulmasi suretiyle {lser ve gastrit hastalarmin tedavi edildigi
bilinmektedir. Muhtemelen mide asitinin etkisiyle agiga ¢ikan zeytin ¢ekirdegi 6z sivisi
proton pompasi inhibisyonu yaparak mide asit salgisim1 sinirlandirmakta ve iyilesmeyi
hizlandirmaktadir. Bu konuda da kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir. Cekirdek 0z
sivisinin ~ kozmetik  endiistrisinde de kullanilabilme ihtimali  bulunmaktadir,
biinyesindeki yogun fenolik madde ve yag karigimu cilt lekelerinin giderilmesinde etkili
olma potansiyeline sahiptir. Zeytin ¢ekirdeginin zeytinin meyve ve yapraklar kadar
onemli oldugu ve ekonomik olarak degerlendirilmesi gerektigi mutlaka anlasilmali ve

bu yonde girisimlerde bulunulmalidir.

Sonug olarak zeytin {lilkemiz i¢in son derece onemli bir degerdir ancak sadece
sofralik zeytin ve zeytinyagi olarak degerlendirmekle kalmamali, zeytine ayn1 zamanda
cok Onemli bir tibbi {irlin goziiyle bakilmali ve bu yonde arastirmalar ve inovatif

girisimler tesvik edilmelidir.
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