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OZET

ISPIT’IN (Trachystemon orientalis (L.) G. Don)’IN ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

Ispit (Trachystemon orientalis (L.) G. Don), Tiirkiye’de Marmara ve Karadeniz
bolgesinde yetisir ve bu bolgelerde sebze olarak yaygmn bir sekilde kullanilir.
Literatiirde, 1spitin balgam soktiiriicii, terletici, idrar soktiiriicli ve ates dustiriicli etkiye
sahip oldugu belirtilmektedir. Ispitin bu etkilerinin antioksidan aktiviteden ileri

gelebilecegi diisiintilebilir.

Bu ¢alismada, 1spittan hazirlanan sulu, etil alkollii ve etil asetatl ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri; DPPH radikal giderme aktivitesi, hidroksi radikal giderme aktivitesi, ABTS
radikal giderme aktivitesi, DMPD radikal giderme aktivitesi, metal kelatlama aktivitesi,
hidrojen peroksid radikal giderme aktivitesi ve lipozom peroksidasyonu iizerine
antioksidan aktivitesi ve ferri iyonu iizerine rediikleyici antioksidan potansiyeli gibi
cesitli antioksidan testler kullanilarak incelendi. Sonuglar butillenmis hidroksianisol,
butillenmis hidroksitoluen, Troloks, vitamin E gibi sentetik antioksidanlarda
karsilastirildi. Ekstrelerin total fenolik bilesikleri, flavonoid miktarlari, prolin miktarlar
ve E vitamini miktarlar1 da tayin edildi. Ekstrelerin biitlin testlerde antioksidan aktivite

gosterdigi ve bu ekstrelerin dogal bir antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

ANTIOXIDANT ACTIVITY of Trachystemon orientalis (L.) G. DON

Trachystemon orientalis (L.) G. Don is grown in Marmara and Black Sea regions of
Turkey and is commonly used as a vegetable in these regions. In literature, it is pointed
out that orientalis has expectorant, diaphoretic, diuretic and antipyretic effects. It can be
thought that these effects of Trachystemon orientalis (L.) G. Don arise from its

antioxidant acitivity.

In this study, some tests are evaluated of water, ethanol and ethyl acetate extracts of
Trachystemon orientalis to find out antioxidant activity depends at different maturing
stages of plant or not. These tests are; DPPH radical scavenging, hydroxyl radical
scavenging, ABTS radical scavenging, DMPD radical scavenging, metal chelating
activity, hydrogen peroxide radical scavenging, antioxidant activity on liposome
peroxidation, ferric ion reducing antioxidant power assay were employed in order to
evaluate the antioxidant activities of water, ethanol and ethyl acetate extracts of
Trachystemon orientalis (L.) G. Don. The results were compared with synthetic
antioxidants, e. g. butylated hydroxyanisole, butylated hydroxytoluene, Trolox, and
vitamin E. The levels of total phenolic compounds, total flavonoids, proline and vitamin
E of the extracts were also determined. It was determined that extracts have shown
antioxidant activity in all tests and that they could be considered as a source of natural

antioxidants.
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1. GIRIS

Aerobik organizmalarda oksijen, canliligin devami i¢in temel kosuldur. Ancak canli igin
hayati onemde olan oksijenin bir kismi serbest oksijen radikali olusumunda rol alir.
Gilinitimiizde caligsmalar hiicre hasarina neden olan etkenler iizerinde yogunlagmaktadir.
Serbest radikaller bir dizi enzimatik ve nonenzimatik reaksiyonlar ile aktif radikallere
doniisebilirler. Oksijen-antioksidan dengesinin aktif oksijen yoniinde bozulmasi hiicre
icinde radikal artisina dolayisi ile kalp hastaliklari, astim, kanser, genetik hastaliklar,
seker gibi hastaliklara, doku hasarina ve organ fonksiyonlarinin bozulmasina neden

olabilir [1].

Lipid peroksidasyonu (LPO), membran yapisindaki doymamis yag asidlerinin
oksidasyonu ile gelisen zincirleme bir reaksiyon dizisidir. Reaksiyon yikim iiriinleri
olan aldehitler organizma i¢in Onem tasimaktadir [1]. Bu yikim iirlinlerinden olan
malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyon derecesini belirlemek i¢in uygun bir
indekstir [2]. Olusan bu friinler DNA sentezini inhibe eder, proteinlerde capraz
baglanmalar yapar ve DNA replikasyonunu 6nleyerek hiicre membraninin akiskanligini

azaltir ve hiicresel fonksiyonlar1 bozar [1].

Antioksidanlar, serbest radikalleri bertaraf ederek bu hastaliklarin olusumunu Onler.
Antioksidan etkileri fazla olan bilesikler; C ve E vitaminleri, tanenler, flavonoidler,
glutatyon peroksidaz, glutatyon, katalaz gibi enzimlerdir. Karotenoidler ve selenyum
gibi eser elementlerdir. Sentetik antioksidan olarak butillenmis hidroksianisol (BHA),
butillenmis hidroksitoluen (BHT) gibi maddeler kullanilmaktadir. Disaridan verilen
antioksidanlar serbest radikal hasarina karsi korunmada biiyiik 6nem tagimaktadir. Son
yillarda sentetik oksidanlarin viicut i¢in toksik etkilerinin bulunmas: ile birlikte dogal
antioksidanlara olan ilgi artmistir. Antioksidanlar viicutta iretildikleri gibi, disaridan
gida yolu ile de alinabilmektedir. Besin faktorlerinde bulunan antioksidanlar insan

sagligina faydali olduklar1 gibi gida maddelerinin de raf Omriinii uzatarak ve
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oksidasyonu geciktirerek veya inhibe ederek besin degerlerindeki kaybi
azaltmaktadirlar. Antioksidan madde igeren gida maddelerinin tiiketimi sonucunda
kanser, kalp ve damar hastaliklarinin oraninda biiyiik Ol¢lide azalma gorildiigii
saptanmistir. Bu amagla, birgok bitkinin antioksidan aktivitesinin olup olmadig:

incelenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Kuzey Anadolu Bélgesi’nde fazla miktarda yetigen 1spit bitkisinin
sulu, etil alkollu, etil asetatli ekstrelerinin antioksidan etkisinin olup olmadig1 sentetik
antioksiadanlarla karsilastirilarak, c¢esitli antioksidan testler uygulanarak incelenmistir.

Buna gore bitkinin antioksidan kaynagi olup olamayacaginin saptanmasi amaglanmaistir.
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2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER

Atom, ndtron ve protonlardan olusan bir ¢ekirdek ile bu ¢ekirdegin etrafinda donen
elektronlardan meydana gelir. Atomlardaki elektronlar, orbital olarak bilinen belirli
enerji seviyelerinde bulunurlar. Her bir orbital, zit spinli en ¢ok iki elektron tutabilir. Bu
sekilde stabil olan atomlar, stabilitelerini koruyabilmek ya da daha stabil hale gelmek
icin yorlingelerindeki elektron sayilarim1  tamamlarlar. Serbest radikaller dis
yoriingesinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igeren atom, iyon veya
molekiiller olarak tanimlanabilirler [3]. Serbest radikalin eslesmemis elektronu
bulundugu atom veya grubun iizerinde ya da yaninda bir nokta (.) ile gosterilir [4-6].
Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiiriin
reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 i¢in radikallerin reaktivitesi ¢cok yiiksektir [7]. Serbest
radikaller, kisa omiirliidiirler ve elektriksel olarak pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya notr
olabilirler [8-11]. Serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz yapidadirlar ve stabil hale
gecebilmek icin eslesmemis elektronlarint paylagsmak tlizere diger molekiillerle hizla
reaksiyona girerler. Serbest radikallerle reaksiyona giren molekiillerin bir elektronu
azaldig1 icin onlar da reaktif hale gelir ve bu reaksiyon zincirleme devam eder.
Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir [8]. Oksijenin 6nemi genel olarak serbest oksijen radikalleri, kovalent baglh
bir molekiiliin her bir parcasinin ortak elektronlardan birini alarak bdliinmesi, elektron
eklenmesi ya da elektron kaybolmasi ile meydana gelirken, biyolojik sistemlerde daha
cok elektron transferi sonucu olusur [12]. Oksijen kullanan her organizmada,
gerceklesen reaksiyonlarin bir sonucu olarak serbest radikaller iiretilmektedir. Hem
oksijen kaynakli serbest radikaller (ROT) hem de azot kaynakli serbest radikaller
(RAT), biyolojik sistemlerde cift tarafli etkilidir, yani hem yararh etkileri hem de zararh
etkileri vardir. Serbest radikaller, yiliksek konsantrasyonlarda olustuklar1 takdirde,

membran lipidleri, protein ve niikleik asidlerin yikimina yol agabilecek sekilde zararl
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olabilmektedirler. Bu etkileri de antioksidan enzimlere ek olarak non-enzimatik

antioksidan sistemler sayesinde dengelenmektedir [13, 14].

Oksijenin radyasyona maruz birakilan hayvan ve bakteri hiicre kiiltiirlerindeki
radyasyon hasarii arttirdig1 saptanmistir [15]. Molekdiler oksijenin oksidasyon yetenegi
nispeten az olmasina ragmen siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen
tiirlerinin aktivitesi ¢ok daha yiiksektir. Yiiksek radikal konsantrasyonunda, bu reaktif
tiirlerini uzaklastiracak antioksidan sistemleri yetersiz kalmakta ve 6zellikle doymamis
yag asidleri oksidasyona ugramaktadir. Dolayisiyla yiiksek lipid icerigine sahip olan
sinir ve membran dokular1 yliksek oksijen konsantrasyonunda kolayca oksidatif hasara
ugramaktadir [16]. Dengenin serbest radikaller lehine bozulmasina oksidatif stres

denilmektedir.

2.1.1. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari
Serbest radikaller 3 yolla olusurlar [17, 18]:

2.1.1.1. Elektron Transferi
Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiile 1 elektron eklenmesi veya molekiilden bir
elektron ¢ikarilmasi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron bulunmasi sonucu serbest

radikal meydana gelir.

Ayees  ——————p Ay
AH; B AH, + &
2.1
2.1.1.2. Homolitik Parcalanma
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600°C) kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda kovalent bag yapisindaki iki

elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa homolitik yikim meydana gelir.

AB 5 A+B
(2.2)
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2.1.1.3. Heterolitik Parcalanma

Radikal olmayan bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi sonucunda kovalent bagi olusturan her iki elektron,
atomlardan birinde kalir. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmasi

durumunda zit yiiklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

A:B —» A'+B
(2.3)

2.1.2. Serbest Radikal Kaynaklar:

Molekiiler oksijen elektron konfigiirasyonu dolayisiyla reaktif degildir. Oksijen elektron
vererek veya enerjiyle aktive olur. Ancak oksijen molekiiliine enerji ya da elektron
saglanmasindan sonra bu smirlama ortadan kalkar ve reaktif tiirlerin olugmasi
kendiliginden gerceklesir. Gegis metal iyonlar1 (Fe*”, Cu®") gibi & donérleri ile bu
reaksiyonlar gergeklesir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu enzimatik ve

nonenzimatik olabilir.

ROT’lar, aym1 zamanda kloroplastlarda, mitokondride ve plazma membranindaki

elektron transport zincirinde yan iirlinler olarak da meydana gelebilirler [19].

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyonla adenozintrifosfat (ATP) tiretimi
acisindan Onemli Olgiide yarar saglarken birtakim tehlikeleri de beraberinde
getirmektedir. Serbest radikal kaynaklar1 biyolojik, hiicre i¢i s1vis1 veya toksik maddeler
olabilir. Bu kaynaklar endojen ve eksojen olmak iizere iki genel baglik altinda

siiflandirilabilir (Tablo 2.1).

17



Tablo 2.1: Serbest Radikal Kaynaklari

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR
Mitokondriyal € transport zinciri Coziictliler
Mikrozomal € transport zinciri Anestezikler

Kloroplast & transport zinciri

[laclar

Oksidan enzimler [yonize radyasyon
Proteinler X-Ism
Arasidonik asid dongiisiiniin aktivasyonu  |Giines 15181 (UV)
Oksidatif stres Is1 soku
Peroksizomlar Ozon

Plazma membrani Sigara dumani
Transizyon metalleri Kirleticiler
Fagositik hiicreler Egsoz gazlari

Endojenik  bilesiklerin  otooksidasyon|Glutatyonu okside eden maddeler

reaksiyonlari - Asetaminofen -kokain

Egzersiz Metal iyonlar1

2.1.2.1. Endojen Kaynaklar

o Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri
Mitokondri, hiicre solunumunun gergeklestigi organeldir. Mitokondrideki enerji
metabolizmasi sirasinda oksijenin % 95’1 suya indirgenirken %1-5 kadar1 siiperoksit
yapiminda kullanilir. Bunun nedeni NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron

tastyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir [18, 20].

o Mikrozomal Elektron Transport Zinciri
Endoplazmik retikulumda ve niikleer membranlarda bircok P450 ve flavin mono
oksijenaz (FMO) enzim sistemleri bulunur. Bu enzim sistemleri doymamis yag
asidlerini ve organizma i¢in yabanci olan maddeleri okside ederek serbest radikal

olustururlar [21].
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e Proteinler
Reaktif oksijen tlirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arginin,
glisin gibi ¢cok sayida amino asid bakiyesinden veya peptid omurgasinda meydana gelen
oksidatif hasar sonucunda protein karbonil tlirevleri olusur. Ayrica serbest radikaller
proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein

hasarina neden olurlar [22].

o Aragsidonik Asid Dongiistiniin Aktivasyonu
Arasidonik asid donglisii reaktif oksijen tiirlerinin tretildigi 6nemli bir kavsaktir.
Fagositik hiicrelerin uyarilmas: ile fosfolipaz ve protein kinaz enzimlerinin
aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asid salinimima neden olur.

Aragidonik asidin enzimatik oksidasyonu ile serbest radikal {iriinler agiga ¢ikar [23].

e  Oksidatif Stres Yapict Durumlar (Travma, Iskemi, Reperfiizyon)
Metabolizmada her an serbest radikal tiiretimi vardir. Ancak iiretilen bu serbest
radikaller endojen ve eksojen antioksidan sistemler tarafindan elimine edilir ve bir
denge olusur. Eger denge serbest radikaller lehine bozulacak olursa buna oksidatif stres
ad1 verilir. Travma, cogu zaman kinetik, termal veya kimyasal enerjinin dokulara
transferi ile yapisal hasar olusturmasindan kaynaklanir. Normal homeostatik
mekanizmalarin kaybina, fizyolojik gereksinimlerin artmasima ve anormallesmesine

neden olur.

o Fagositik Hiicreler
Fagositik hiicreler, enfeksiyona kars1 viicudun hiicresel cevabini baglatan hiicrelerdir.
Bu hiicreler: nétrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller, lenfositler, endotenyal
hiicrelerdir. Fagositik hiicreler, fagositoz sirasinda bakterileri 6ldiirmek i¢in hidrojen
peroksid veya hipokloréz asid meydana getirirler. Bu iglemleri Onemli iki tiir

mekanizma ile gerceklestirirler [24]:

MPO (miyeloperoksidaz) sistemi
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NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) oksidaz sistemi

e Peroksizomlar
Oksidazlarin ytliksek derisimlerde bulunmalarindan dolay1 hiicresel hidrojen peroksid
kaynagidirlar. Bu yapilar; D-amino asid oksidaz, iirat oksidaz, L-alfa-hidroksi asid
oksidaz ve agil CoA (koenzim A) oksidaz olup, bunlardan olduk¢a fazla miktarda

bulunurlar [25].

e Plazma Membram
Intraselliiler olarak ortaya cikan serbest radikaller, hiicrenin diger béliimleriyle
reaksiyona girebilmek i¢in ya plazma membranint ge¢gmek durumundadirlar ya da
toksik reaksiyonlari membranda baglatmalidirlar. Membran yapisinda bulunan
doymamis yag asidleri, fosfolipidler, glikolipidler, gliserol ve steroller, okside olabilen
amino asid igeren membran proteinleri, serbest radikal hasarina karsi duyarhdirlar.
Serbest radikaller tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonu veya yapi proteinlerinin
oksidasyonu, membran iyon gegirgenliginin bozulmasina, sekresyon fonksiyonlarinda

kayiplara ve hiicre i¢i metabolik olaylarin inhibisyonuna neden olabilir.

Plazma membraninda bulunan lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde bulunan
NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin
kaynaklaridirlar. Fagositoz esnasinda, oksijen tiiketimi artisi ile oksijenden siiperoksid
dolayistyla hidrojen peroksid ac¢iga ¢ikis1 da artar. Bu nedenle fagositik hiicrelerin
plazma membranlar1t NADPH oksidazin aracilik ettigi serbest radikal iiretiminde dnemli
bir kaynaktir. Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi mikrozomal ve plazma membranina
bagli olan enzimlerin predominant substrati olan arasidonik asidin biyolojik olarak etkili
iirlinlere (prostaglandinler, 16kotrienler, tromboksanlar) doniisiimii sirasinda serbest

radikaller meydana gelir [23].

o Tranzisyon Metalleri
Bakir ve demir gibi gegis metalleri oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda rol alirlar. DNA
(Deoksiriboniikleik asid), protein ve lipidlere elektron tasiyarak oksidatif hasari
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hizlandirirlar. Hiicre lizisi sonucu hiicre icinde ferritin ve hemosiderin seklinde
depolanan demir ile yapisinda bakir bulunan seruloplazmin proteinlerinin yikimiyla
demir ve bakir serbest hale gecer. Bunun sonucunda ¢evre dokulara salinan Fe ve Cu
katalizor islevi gorerek oksidatif hasari arttirir [21]. Metal iyonlar1 ayn1 zamanda lipid
peroksidlerinin  (LOOH) parcalanmalarini  ve lipid peroksidasyonunun zincir

reaksiyonlarini katalize eder. Boylece radikal zararini arttitir.

2.1.2.2. Eksojen Kaynaklar

o [laglar
Herbisitler, pestisitler, parasetamol, aminotriazol, asetaminofen, bleomisin,
doksorubisin, hiperbarik oksijen, klonazin, klosapin, 3,4- metilendioksimetamfetamin,
nitrofurantoin, siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antidepresanlar ve troglitazon serbest

radikal olusumuna yol agan ilaglardir [26].

e Metal Iyonlar
Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa iyonlar1 serbest radikal olusumuna neden

olurlar [26].

e Kirleticiler
Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbonmonoksit, nitrik oksid, azot dioksit, silika,
baz1 ¢oziiciiler, toksinler, hipoklorid, kiikiirt dioksid, parakuat, dikuat, plumbagin,
juglone gibi kirleticiler serbest radikal kaynaklarindandir [26].

e Radyasyon

Ultraviyole 151k, x 1511, gamma 15101 da radikal olusumuna neden olurlar [26].

2.2.SERBEST RADIKAL TURLERI

Serbest radikal tiirleri ile radikal oOzelligi gosteren bazi metabolitler Tablo 2.2°de

verilmistir.
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Tablo 2.2: Serbest radikal tiirleri ile radikal 6zellik gosteren bazi metabolitler

Serbest Radikaller

Radikal Olmayan Reaktif Tirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Singlet Oksijen (O2')
Stiperoksid Radikali (O2")
Hidroksi Radikali (HO")
Alkoksil Radikali (R O")
Peroksil Radikali ( ROO")

Ozon (O3)

Hidrojen Peroksid (H,O,)
Organik Peroksidler (ROOH)
Peroksinitrit Radikali (ONOQO")
Peroksinitrik asid (ONOOH)

Hidroperoksil Radikali (HO2") |Peroksonitrat (O,NOQO")
Karbonat Radikali (CO3™) Peroksomono karbonat (HOOCO,)
Karbondioksit Radikali (CO:2") [Hipobromik asid (HOBr)
Hipoklorik asid (HOCI)
Reaktif Klortir Tiirleri Reaktif Kloriir Tiirleri
Klor radikali (CI) Hipoklorik Asid (HOCI) Klor gaz1 (Cly)
Nitril klorit (NO,CI) Brom klortir (BrCl)
Kloraminler Klordioksit (C10,)
Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom radikali (Br’) Hipobromik Asid (HOBr)
Brom gazi (Br;)
Brom kloriir (BrCl)
Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot Dioksid (NO2") Nitrik asid (HNO3) Peroksinitrat (OONOQ")
Nitrat Radikali (NO3") Nitrosil katyonu (NO") Nitril klorit (CINO,)
Nitrik Oksid (NO") Nitrosil anyonu (NO") Peroksinitrit (OONO")

Diazot Trioksid (N203")

Nitronyum katyonu (NO*") Dinitrojen trioksit (N,O3)
Dinitrojen tetraoksit (N;Oy)

Alkil peroksinitritler (ROONO)

Alkil peroksinitratlar (RO,NO,)

Peroksiasetil nitrat (CH;C(O)O,NO;)

Peroksinitrik asid (ONOOH)
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2.1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, radikal olan ve olmayan oksijen merkezli tiirler olmak tiizere
ikiye ayrilabilir. Radikal olanlar siiperoksid anyonu (O,"), hidroksi radikali (OH),
alkoksi radikali (RO") ve peroksi (ROO) radikalidir. Radikal olmayanlar ise singlet
oksijen (O2') ve hidrojen peroksiddir (H,O;). Diger reaktif tiirler ise nitrik oksid (NO),
nitrik dioksid (NO’) ve peroksinitrit (OONQO") gibi azot bilesikleridir. Singlet oksijen ve
hidrojen peroksid gibi biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri, radikal olmasalar
bile serbest radikallerle ilintilendirilmistir. Serbest radikal, atomik veya molekiiler
orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igerir. Serbest radikaller genellikle
stabil olmayan, yiiksek reaktivite gdsteren, enerji yiiklii molekiillerdir. Biyolojik
sistemlerde reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller prooksidatif enzim sistemleri,
lipid peroksidasyonu, irradyasyon, enflamasyon, sigara icilmesi, hava kirleticiler ve
glikoksidasyon sonucu olusabilir [27, 28]. Reaktif oksijen tiirlerinin ¢esitli doku ve

organlarda neden oldugu hastaliklar ve hasarlar Tablo 2.3’de belirtilmektedir.

Tablo 2.3. Serbest Radikallerin Neden Oldugu Bazi Hastaliklar

1. Kalp hastaliklar 11. Astim

2. Bulasici hastaliklar; sitma, AIDS | 12. Romatizmal hastaliklar
3. Seker hastalig 13. Talasemi

4. Kanser 14. Sok

- Akciger, Losemi, Deri, Prostat,

- Karaciger v.b.

5. Yaslanma 15. Iltihabi durumlar

6. Parkinson hastalig1 16. Ilac ve toksin kullanimi
7. 1skemi; beyin, kalp 17. Yaniklar

8. Anoksia 18. Epilepsi

9. Alzheimer hastaligi 19. Mide — mukoza iilserleri

10. Down sendromu
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2.1.3.1. Siiperoksid Radikali (027)

Stiperoksid radikali, en kolay ve en ¢ok olusan radikaldir ve baslica 4 yolla olusur [18]:

Indirgeyici o6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksid radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ylizlerce biyolojik molekiil
aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksid yapimina neden olurlar.

O2+te—» O2” (2.4)
Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, enzimlerin katalitik etkisi
sirasinda siiperoksid radikali bir iiriin olarak olusabilir.
Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen oksijenin
%1-5 kadar1 sliperoksid yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni NADH
dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin
olmasidir.
Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksid iireterek fagozom igine ve
bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimu,

daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir.

Siiperoksid radikali, reaktifligi diigiik olmasina ragmen diger radikallerin olusumuna yol
acmas1 bakimindan 6énemlidir [21]. Siiperoksid radikali nitrik oksitle reaksiyona girerek
daha aktir bir tiir olan peroksinitriti olusturur. Ayn1 sekilde H»O, ile reaksiyona girerek

hidroksi radikalini meydana getirir.

0, +NO' 5. ONOO { peroksinitrit)
(2.5)

205" + Ha05 » OH + OH +O,
(2.6)

Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da, siiperoksid indirgenmis niikleotidleri, bazi
amino asidleri ve antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asid, tokoferol) oksitler.
Siiperoksid hiicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun omiirlii ve ¢ozintirligi

daha fazladir. [18].
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2.1.3.2. Hidroksi Radikali (HO")
Hidroksi radikali, Cu ve Fe gibi gecis metalleri varliginda hidrojen peroksidin
indirgenmesiyle olusabildigi gibi hidrojen peroksidin siiperoksid radikali ile reaksiyonu

sonucunda da meydana gelebilen oldukga aktif bir tirtindiir.

0y +H,0, —— OH + OH + O, 2.7)

Hidroksi radikali, son derece reaktif bir radikal olmasindan dolayi lipidler, polipeptidler,
proteinler ve DNA ile reaksiyona girerek hasar yaratir. [8, 11, 29, 30].

Son derece reaktif bir radikal olmasindan dolay1 hiicre bilesenleri ile difiizyona gerek
kalmadan tepkimeye girer. Tepkime Haber-Weiss reaksiyonuna gore gerceklesir ve

demir iyonu katalizorliiglinde oldukc¢a hizlidir.

'Oy +Fe3+ — O +F€2+

Fe’'+ H,0, ——— Fe’" + OH + OH"

‘0, + HHO, ———» OH + OH + O, (28)

Hidroksi radikali tiyoller ve yag asidleri gibi daha bircok molekiilden hidrojen atomlar1

kopararak yeni radikallerin olusumuna neden olur [23].

2.1.3.3. Hidrojen Peroksid (H,0,)
Hidrojen peroksid, oksijenin iki elektronla indirgenmesi veya siiperoksidin bir
elektronla indirgenmesi ile olusan peroksidin 2 protonla birlesmesi tepkimeleri ile

meydana gelir.

Q"+ é+2H ——» H,0,

C, +26+2H ————>  H,0,
(2.9)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi, siiperoksidin siiperoksid

dismutaz tarafindan dismutasyonu sonucu olusur.
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20, +2H" ——» H,0, + O, (2.10)
Hidrojen peroksidin yapisinda paylasilmamis elektron icermedigi halde radikal kabul
edilmesinin nedeni, hiicre zarlarindan su gibi kolayca gegebilmesi ve Fe** veya diger
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksid radikali varliginda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali

olan hidroksil radikalini olusturmasidir.

205" + H202 » OH + OH +0O2

(2.11)
Hidrojen peroksid reaktif oksijen tiirleri arasinda en az reaktif olanidir ve metal iyonlar1
bulunmadiginda, fizyolojik pH ve sicaklikta stabildir. Hidrojen peroksid zayif bir
yiikseltgeyici ve indirgeyici ajan olmast nedeniyle reaktivitesi diisiik olarak kabul

edilmektedir [31].

Hidrojen peroksid 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril demir ve perferril demir olusumuna neden
olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok giiglii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Belirtilen
potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O’in derhal
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki énemli antioksidan enzimler
olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler [18]. Bu reaksiyon radikal
olmayan iirlinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya
spontan gerceklesir yada siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir.
Spontan dismutasyon pH 4.8’de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral yada alkali pH’da daha belirgindir.
Stiperoksid radikalinin lipid ¢6ziiniirliigli sinirli oldugu halde hidrojen peroksidin lipid
¢Oziiniirliigl yiiksektir. Bu nedenle hidrojen peroksid kendisinin olustugu yerden uzakta

olan fakat Fe*" iceren membranlarda hasar olusturabilir [32].
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2.1.3.4. Singlet Oksijen (0,')

Oksijenin molekiiliiniin elektronlarindan birisinin enerji alarak spini degismesi ile
singlet oksijen olusur. Singlet oksijen eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Enerji verilmek suretiyle meydana gelebilen
oksijenin oldukg¢a reaktif sekli olan singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden olmasi acisindan 6nem tasimaktadir [18, 33, 34]. Singlet oksijenin
molekiiler orbitalleri Sekil 2.1°de  gosterilmistir. Diger radikal tiirleriyle
karsilastirildiginda memeli hiicrelerinde zararsizdir ve toksik degildir. Singlet oksijen
kolesteroliin oksidasyonuna katilir [35]. Singlet oksijen hiicre ve dokularda siiperoksid
anyonu, HOCI ya da kloraminlerle etkilesen hidrojen peroksid tarafindan olusturulabilir.
Insan organizmasinda, singlet oksijen mikroplar, viriisler ve kanser hiicrelerine karsi
olan iyilestirici potansiyeli nedeniyle hem bir silahtir, hem de bir sinyaldir [28].

Singlet oksijenin delta ve sigma olmak tizere iki formu vardir [8, 23]:

Molekiiler Oksijen *Zg0, @ @

o O @

A (Delta formu)

. (sigma Formu) 'E *g0, @ @

Sekil 2.1: Singlet oksijenin delta ve sigma formlar

2.1.3.5. Peroksil ve Alkoksil Radikalleri

Peroksil radikalleri (ROO’), oksijenin alkil radikalleri (R) ile reaksiyonu sonucunda
olugur. Lipid radikalleri ve oksijen arasindaki reaksiyon buna bir Ornektir. Alkil
peroksidlerinin (ROOH) dekompozisyonu sonucunda da peroksil (ROO") ve alkoksil
(RO) radikalleri olusabilir. UV 1s1minin irradyasyonu veya ortamda gegis metallerinin
bulunmasi peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumuna yol acan peroksidlerin

hemolizine yol acabilir.

ROOH — ROO' +H
ROOH + Fe" —_» ROO +Fe*" +H' (2.12)
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2.1.3.6. Ozon (03)

Atmosferin iist kisminda ve cevre kirliligi olan sehirlerde meydana gelen bu dogal
bilesik, hidrokarbonlar ve azot oksidleri arasindaki fitokimyasal reaksiyonla olusturulan
en biyiik kirliliktir. Ozon, bir serbest radikal degildir fakat, singlet oksijen olarak onlar1
tiretebilir, lipid peroksidasyonunu stimiile edebilir ve bdylece in vivo olarak lipid ve

protein seviyelerindeki hasar1 indiikleyebilir.

Ozon’un stimiile ettigi peroksidasyonun asil kimyasi tam olarak bilinmemektedir. Ozon,

bir ¢ifte bag ekleyebilir ve bir serbest radikalin olusumunu bozabilir.

2.2.2. Reaktif Azot Tiirleri

Azotun oksidleri ve peroksinitrit gibi reaktif azot tiirleri nitrik oksidin oksijen ve
stiperoksidle reaksiyonundan meydana gelirler [36]. Reaktif azot tiirlerinin agir1 iiretimi
nitrosatif stres olarak adlandirilir. Nitrosatif stres proteinlerin yapisini degistirip onlarin

normal fonksiyonlarini inhibe eden nitrolizasyon reaksiyonlarina yol agar [37-39].

2.2.2.1. Nitrik oksid (NO’) ve Nitrik dioksid (NO;')

Nitrik oksid ¢iftlenmemis bir elektron i¢eren serbest bir radikaldir ve bu nedenle Reaktif
Azot Tiirli (RAT) olarak kabul edilir. Nitrik oksid sentaz (NOS) tarafindan L-argininden
olusur [40]. Nitrik oksid kendi basina ¢ok reaktif bir serbest radikal degildir fakat asir1
tiretimi iskemi-reperfiizyon, norodejeneratif ve romatoid artrit ve iltihapli bagirsak
hastalig1 gibi kronik iltihapli hastlaliklarin olusumunda rol oynar. insan plazmasinda
aciga c¢ikan nitrik oksid, askorbik asid ve iirik asid konsantrasyonunu diistiriip lipid
peroksidasyonunu baglatabilir [42]. Nitrik oksid, sitotoksik, antimikrobiyal aktivitelerde
bir savunma molekiiliidiir. Ayrica norotransmisyon, kan basinci diizenlenmesi, savunma
mekanizmasi, diiz kas gevsemesi ve immun savunma gibi ¢esitli fizyolojik

fonksiyonlarda 6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilidiir [39, 42].

Nitrik dioksid, peroksil radikali ve NO’nun reaksiyonundan, hava kirliligi, sigara igme

gibi nedenlerle olusur [43], askorbik asidi yiikseltger [44].
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NADPH NADP~
A
NOS

L-arginin + O, —  Sitriilin + NO

FMN, FAD, Hem. BH (2.13)

2.2.2.2. Peroksinitrit

Nitrik oksid ve stiperoksid radikallerinin birlesmesiyle olusan peroksinitrit, ¢ok giiclii
bir radikaldir. Bir¢ok biyolojik materyali dogrudan etkilemesinin yanisira proteinlerdeki
tirozini nitratlagtirarak ve diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) oksitleyerek bir¢cok

hastaligin olusumunda 6nemli bir rol oynar [23].

0, +NO s ONOQO ( peroksinitrit)

(2.14)

ONOO + H* »  OH +NO, 2.15)

2.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada reaktif oksijen ve azot tiirlerinin (ROT ve RAT) olusum hiz1 ile
antioksidan sistemler tarafindan bunlarin ortamdan kaldirilma hiz1 bir denge i¢inde olup
bu durum bir siireklilik arz eder. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumu ise
“Oksidatif Stres” olarak degerlendirilir. Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve
azot tiirlerinin miktarinda artis olur ve dolayisiyla bu iirlinlerin reaksiyon hizlar1 artar.
Bu durumdan basta lipidler, proteinler ve niikleik asidler olmak {izere metabolizmadaki
bir¢ok sistem olumsuz etkilenir [45]. Olumsuz etkilenen bu sistemler, diger periferik
sistemleri de etkilerler. Bu durum zincirleme olarak, antioksidan sistem tarafindan
radikal zincir reaksiyonu sonlanincaya kadar prosesin bir yerinde devam eder. Aksi
durumda bu reaktif tiirler hiicrenin dogrudan ya da dolayli olarak Sliimiine sebep olurlar

[46].

Oksidatif stresin etkilerini 3 baglik altinda incelemek miimkiindiir:
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2.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, organizmada serbest oksijen radikallerinin etkisiyle lipidlerin
yapisinda  bulunan doymamis yag asidlerinden bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasidir. Boylece yag asidi zinciri bir lipid radikali (L*) kazanir. Olusan lipid
radikali reaktiftir ve bir dizi degisiklige ugrar. Daha sonra lipid radikallerinin oksijen ile
birlesmesi sonucu lipid peroksid radikalleri (LOO®) meydana gelir [47] (Sekil 2.2).
Lipid radikalleri, membran yapisindaki doymamis yag asidlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusmasina yol agar [48]. Lipid oksidasyonu bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur ve reaktif oksijen tiirleri bu reaksiyonu hizlandirabilir. Hiicre
membranlari, disinda proteinler bulunan fosfolipid ¢ift tabakalardan olusur ve lipid
oksidasyonunun direkt hedefidir [49]. Hiicre membranlarinin lipid oksidasyonu arttikca,
lipid fazin ylizey yiikiiniin polaritesi ve protein oligomerlerinin olusumu artar.
Malondialdehid lipid oksidayonunun bir iriiniidiir ve proteinlerle, fosfolipidlerle, ve
niikleik asidlerle reaksiyona girerek immun sistemin disfonksiyonuna yol agan yapisal
degisikliklere neden olur. Lipid oksidasyon iirlinlerinin artmasi diabet, ateroskleroz,
karaciger hastaligi, apopleksi ve inflamasyon durumlarinda goriiliir [50]. Lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonlari, iki lipid peroksid radikali etkilesinceye kadar
devam etmekte ve siklik peroksid olusumu ile sonlanmaktadir [35]. Oksidasyonun ilk
irtinii peroksidlerdir ve kokusuzdurlar, fakat daha sonra hidrokarbonlar, aldehitler,

ketonlar, alkoller ve organik asidlere pargalanirlar [51, 52].

Lipid peroksidasyonu sirasinda ¢oklu doymamis yag asidleri (PUFA) hidrojenini
kaybeder ve molekiiler oksijenle reaksiyona girer. Hiicre membraninda bol miktarda
bulunan kolesterol ve yag asidlerinin doymamis baglar reaktif oksijen metabolitleri ile
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. A¢iga ¢ikan lipid peroksidler de reaktif
oksijen metabolitlerine benzer sekilde hiicresel komponentler iizerinde toksik etkiler
gosterirler [53]. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden malondialdehid, membran
komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agarak esneklik, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey determinantlarinin agregasyonu gibi
intrensek membran 6zelliklerini degistirme yetenegine sahip olmasi yaninda DNA’nin
nitrojen bazlari ile de reaksiyona girebilir, amino gruplari arasinda ¢apraz baglanmalara
yol acgabilir; bu 6zellikleri ile malondialdehid kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik, mutajenik

ve karsinojeniktir [54].
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Baglama: Coklo doymamis yaf asidi (LH)

Lipid radikali (L)
flerleme: Dien konjugati
/=N VTN
0.
| 0-0" _
Lipid peroksid radikali (LOO')
/=N VTN
LH
0-0-H
Lipid hidroperoksid (LOOH)
/

Parcalanma iirfinleri (aldehitler ve dier karbonil bilesikler, etan, pentan vs.)

Sekil 2.2: Lipid peroksidasyonu
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2.3.2. Protein Oksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri proteinlere saldirarak karboniller ve metiyonin siilfoksid, 2-
oksohistidin ve protein peroksidler de dahil olmak {iizere diger amino asid
modifikasyonlarina yol acarlar [55]. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme
dereceleri amino asid kompozisyonlarina baghdir [56]. Doymamis bag ve siilfiir i¢ceren
molekiillerin serbest radikal reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenme sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri
ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyon sonucu immunuglobulin G
ve albumin gibi fazla sayida disiilfid bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar

bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler [57].

Proteinlerde olusan yapisal degisiklikler lice ayrilir [23]:

Amino asidlerin modifikasyonu
Proteinlerin fragmentasyonu

Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalar

Protein yapilarindaki hasarin gosterilmesi ic¢in protein karbonillerinin belirlenmesi

yaygin olarak kullanilan bir gostergedir [48].

2.3.3. DNA Hasan

Her tiirlii radyasyonun etkisiyle (U.V., goriiniir 151k, 1s1 ve X 1smlart v.b.) hiicrelerde
iyonlar, serbest radikaller ve enerji kazanmis molekiiller olusur. Hidroksil radikalleri,
DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla reaksiyon vererek hiicrede
mutasyon meydana getirirler. Reaksiyon sonucunda, DNA bazlar1 modifiye olur ve bu
da riboz-fosfat zincirinin kirtlmasina yol acar. In vitro olarak sulu ¢ozeltilerde yapilan
calismalarda, HO' radikalinin, deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarla kolaylikla reaksiyon
verdigi gozlenmistir. Fakat, ¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar HO
radikallerine karsi sterik olarak cok iyi korunmuslardir. Ayrica, enzimatik radikal
yakalayicilar, ncii HO' radikallerinin konsantrasyonunu diisiirerek DNA'y1 korurlar

[58].
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Aktif olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksid, membranlardan kolayca
gecip hiicre ¢ekirdegine ulasarak mutajenez, karsinojenez ve hiicre 6liimii meydana
getirebilir. Bu yiizden DNA, serbest oksijen radikallerinin kolay zarar verdigi énemli bir

hedeftir [59, 60].

Reaktif oksijen metabolitlerinin asir1 miktarlarda {liretimi, hiicre harabiyeti olusturabilir.
Bunlardan hidrojen peroksid, hizla ¢evre hiicrelere gecerek hem glikolitik ve hem de
oksidatif fosforilasyon yollarin1 etkilerken adenozin trifosfat (ATP) sentezinin
inhibisyonuna da neden olmaktadir. Glikolitik yolda hidrojen peroksidin, gliseraldehid-
3-fosfat dehidrogenaz (GADPH) iizerine etkisi ve indirekt olarak da GADPH kofaktorii

olan nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) konsantrasyonunda azalma olusturmasi
sonucu ATP sentezi bozulmaktadir. Hidrojen peroksidin bu son etkisinin DNA
onariminda rol oynayan poliadenozin difosfat riboz polimeraz enziminin aktivasyonu
sonucu gelistigi bildirilmektedir [61]. Aktiflesen ADP-riboz-polimeraz enzimi substrati
olan NAD'i bol miktarda kullanarak konsantrasyonunu azaltir. NAD konsantrasyonunda
azalma, pH azalmasi ile birlesince glikolitik yolun inhibisyonuna neden olur. Hidrojen
peroksidin diislik konsantrasyonlarinda (20-80 /JM) bile bir¢ok hiicrede DNA harabiyeti
gelisir, bunun sonucunda bir ge¢is metalinin de varligi ile hidroksil radikali agi8a ¢ikar.
DNA'da gelisen bu sekildeki harabiyet malign transformasyonlara da yol agabilir. DNA
harabiyetinden sadece hidrojen peroksid degil ayrica superoksid radikali [62] ve
hidroksil radikali [63, 64] de sorumlu olabilir. Oksidanlara maruz kalan hiicrelerde ¢ok
kisa zaman birimi i¢inde DNA harabiyetinin gelistigi ileri siiriilmektedir [61]. Reaktif
oksijen metabolitlerinin hiicre harabiyeti olusturucu baslica etkileri DNA harabiyeti ile
yakin iligkidedir. Nitekim, bu metabolitlerin hiicre membraninda baglattiklar1 lipid

peroksidasvonunun iiriinleri de yine DNA harabiyetine yol agmaktadir [65].
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2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERIi VE ANTiOKSIDANLAR

Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engelleyerek, olusan serbest radikalleri
notralize ederek viicudun onlardan etkilenmemesini veya serbest radikallerin olumsuz
etkilerini gidermesini saglayan maddelerdir. Antioksidanlar hiicrelere zarar veren
serbest radikalleri, reaktif oksijen tiirlerini etkin bir sekilde indirgeyerek diisiik toksiteli
veya toksik olmayan irlinlere doniistiiriirler. Halliwell ise antioksidanlar, distlik
konsantrasyonlarda karbohidrat, lipid, DNA, protein gibi okside olabilen maddelerle
karsilagtiginda, bu maddelerin oksidasyonunu geciktiren veya dnleyen maddeler olarak

tanimlamistir [2, 66].

Antioksidanlar viicutta endojen olarak iiretilebildikleri gibi, eksojen olarak gida yolu ile
de almabilmektedir. Besinlerde bulunan antioksidanlar insan saghigina faydali oldugu
gibi gida maddelerinin raf Omriinli uzatarak ve oksidasyonu geciktirerek veya inhibe

ederek besin degerlerindeki kayb1 azaltmaktadirlar [67- 69].

Besin maddelerinde bulunan ve insan viicudunu serbest radikallerden koruyan baslica
dogal antioksidanlar, vitaminler, flavonidler, karotenoidler ve polifenollerdir.
Antioksidan iceren gida maddeleri ile beslenme sonucunda kanser, kalp ve damar

hastaliklarinin oraninda biiyiik 6l¢iide azalma goriildiigii saptanmistir [70, 71].

Ayrica yaglanmaya karsi miicadele edilmesinde ve bagisiklik sistemini de olumlu yonde
etkilemesi nedeniyle antioksidanlar 6nemli maddelerdir. Antioksidanlar biyokimyacilar
ve diger saglik uzmanlar icin de O6nemli olan maddelerdir. Viicudu reaktif oksijen
tirlerine (ROT), reaktif azot tiirlerine (RAT) ve reaktif klor igerikli maddelere karsi
korurlar. Piyasada en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlar butillenmis hidroksianizol
(BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer butilhidrokinon
(TBHQ) dur [72].

Bu maddeler serbest radikalleri notralize ederek organizmayi hastaliklara karsi, besin

maddelerini ise bozulmaya karsi korumaktadirlar. Ancak bu bilesiklerin toksik

mutajenik etkileri gostermeleri nedeni ile bazi Avrupa iilkeleri ve Japonya’da
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kullanilmalarina izin verilmemistir. Bu nedenle giliniimiizde bitkisel kaynakli dogal

antioksidanlar iizerindeki arastirmalar daha da 6nem kazanmustir.

Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest radikalleri, reaktif oksijen tiirlerinin neden
olduklar1 hasar1 enzimatik ve non-enzimatik savunma ile etkisiz hale getirirler.
Enzimatik savunma siiperoksid dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidaz gibi enzimler tarafindan saglanirken,
non-enzimatik savunma ise alblimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asid gibi

cesitli molekiillerle saglanir.

2.4.1. Kaynaklarina Gore Antioksidanlar

Antioksidanlar kaynaklarina gore siniflandirildiklarinda endojen ve eksojen olmak iizere
ikiye ayrilir. Bunlardan endojen antioksidanlar ise enzimatik ve nonenzimatik olarak iki

grupta incelenir. Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar Tablo 2.4’te

gosterilmektedir:
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Tablo 2.4: Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar

ENDOJEN
Enzimatik
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)
Glutatyon-S-Transferaz (GST)
Hidroperoksidaz
Katalaz (CAT)
Peroksidaz
Mitokondriyal Sitokrom
(Solunum zinciri son enzimi)

Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Nonenzimatik

Albumin

Askorbik asid (C vitamini)
Alfa- Tokoferol (E vitamini)
Beta-Karoten

Bilirubin

Ferritin

Glutatyon

Haptoglobin

Hemoglobin

Laktoferrin

Melatonin

Retinoik asid
Seruloplazmin

Sistein

Transferrin

Ubikinol

Urat

Oksidaz

EKSOJEN

Albumin
Aneztezikler
Asetil Sistein
Besinlere Eklenenler

- BHA

- BHT

- Etoksiguin

- Fe Siiperoksid Dismutaz

- Propil Gallat

- Sodyum Benzoat
Desferroksamin (Fe tutucu)
DMSO
Ebselen
Flavonoidler
Kalsiyum Kanal Blokerleri
Ksantin Oksidaz Inhibitorleri

- Allopiirinol

- Folik asid

-Oksipiirinal

- Pterin Aldehit
Mannitol
Probukol
Rekombinant
Antioksidan Enzimler (r-SOD)
Seriiloplazmin
Steroid Yapida Olmayan Antiflematuarlar
Troloks

Taurin
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2.4.2. Enzimatik Savunma

Hiicre i¢inde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar oksijen ara
metabolitlerini azaltmak i¢in hizli ve spesifik olarak calisirlar. Antioksidan savunmada
oncelikli etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siiperoksid dismutaz, katalaz,

glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir [8].

2.4.2.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)
Siiperoksid dismutaz (EC 1.15.1.1), reaktifligi yiiksek olan siiperoksid serbest radikalini
daha sonra katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan yok edilebilmesi i¢in daha az

reaktif olan hidrojen perokside doniistiirtir.

SOD
0, +0, +2H —» H,0, + O, (2.16)

Siiperoksid dismutazin baska bir gorevi ise dehidratazlar1 (dihidroksi asid dehidrataz,
akonitaz, 6-fosfoglukano dehidrataz ve Fumaraz A ve B) siiperoksid serbest radikali

tarafindan inaktivasyonuna karst korumaktir [73].

Siiperoksid dismutazlar kofaktorlerine gore diniikleer Cu, Zn igeren ve mononiikleer
Mn, Fe ve Ni igerenler olmak iizere dort sinifa ayrilmistir [74]. Cu/Zn SOD agirlikl
olarak Okaryotlarin sitosollerinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri tiirlerinde, Mn SOD

Okaryot mitokondrisinde ve prokaryotlarda , Fe SOD ise prokaryotlarda bulunur [75].

o  Mangan Siiperoksid Dismutaz
Mn-SOD her bir altbiriminde bir mangan atomu igeren homotetramer (96 kDa) bir
molekiildiir. Siiperoksidin iki asamali bozunmasi1 esnasinda 6nce Mn"?, Mn"™ ye , sonra
da tekrar Mn"? , Mn" ‘e déniisiir. Mitokondrideki solunum zinciri oksijen radikallerinin
baslica kaynagidir. Mn-SOD siiperoksid radikalini gidermede goérev yapan primer bir
antioksidandir [76]. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi
yiiksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir.
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o Cu/Zn Siiperoksid Dismutaz
Cu-Zn SOD, 32 kDa agirliginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve
santral sinir sisteminde bulunur. Iki protein altbirimi igerir ve her bir altbirimde Cu ve

Zn atomlar1 bulunur [77, 78].

o FEkstraselliiler Siiperoksid Dismutaz
Ekstraselliiler SOD, tetramerik yapida, Cu ve Zn igeren bir glikoproteindir. Heparin ve
heparan siilfat gibi baz1 glikozaminoglikanlara yiiksek affinitesi vardir. Dokularda ve
ekstraselliiler sivilarda bulunarak, plazma, lenf ve sinovial sivilardaki SOD aktivitesinin

onemli bir kismini olusturur [79].

e Nikel Stiperoksid Dismutaz
Ni-SOD, herbiri 13.4 kDa’luk dért alt birimden olusmustur. 70 °C’ye kadar ve pH: 4.0-
8.0 arasi stabildir. Amino asid kompozisyonu Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu,Zn-SOD’dan
farklilik gosterir [80].

2.4.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa’luk 4 altbirimden olusan hem igeren tetramerik bir
enzimdir. Her bir molekiiliinde 4 ferriprotoporfirin igerir ve molekiil agirligi 240
kDa’dur. Katalaz bilinen en etkin enzimlerdendir [81]. Peroksizomlarda lokalizedir ve
SOD’un olusturdugu H,0;’i, katalaz peroksidazlarla beraber su ve molekiiler oksijene

parcalar. Katalaz aktivitesi eritrosit, bobrek ve karacigerde yogundur [82].
CAT
2 H,0p ———— 2 H,0 + O, (217)

2.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), selenyum igeren ve c¢esitli hidroperoksidlerin
glutatyon ile indirgenmesini katalizleyerek memelileri oksidatif strese karsi koruyan bir

enzimdir.

GPx
ROOH +2 GSH ——  ROH + GSSG + H,O (2.18)
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Glutatyon peroksidazin H,O,’e karsi Km’i katalaza goére daha diisiiktiir. Diislik
konsantrasyonlarda H,O;’1 glutatyon peroksidaz parcalar, yiiksek konsantrasyonlarda

ise katalaz aktivite gosterir.

2.4.1.4. Glutatyon -S- Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar (EC 2.5.1.18), detoksifikasyon enzimlerinin onemli bir
smifidir. GST’ler tripeptid glutatyonun lipofilik bilesiklerin elektrofilik merkezlerine
konjugasyonunu katalizleyerek, ¢oziiniirliigliniin artmasin1 ve hiicreden salgilanmasina
yardim eder. Oksidatif stres esnasinda, makromolekiillerin in vivo yikilma iriinleri
olarak olusan reaktif doymamis karboniller, reaktif DNA bazlari, epoksidler ve organik
hidroperoksidler gibi endojen substratlar1 da iceren genis bir substrat spesifitesine
sahiptirler. Glutatyon transferazlar dokular1 oksidatif hasarlara ve oksidatif strese karsi

korumada hayati 6nem tasirlar.

2.4.1.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7), yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2
altbirimden olusan bir dimerdir. Her bir alt {inite NADPH baglayan alan, FAD baglayan
alan ve arayiiz alan olmak iizere 3 yapisal alan igerir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda elektronlar siklikla NADPH’tan FAD’ye transfer edilir [83]. Bu
nedenle NADPH serbest radikal hasarina kars1 gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat
yoludur [60].

2.4.3. Non-Enzimatik Antioksidan Savunma

Non-enzimatik antioksidan savunmada esansiyel mikronutrient bilesiklerin 6nemli pay1
vardir. Askorbat ( C vitamini ) suda ¢dziinen dnemli bir antioksidandir. Indirgeyici giicii

radikal ve radikal olmayan redoks reaksiyonlarinda kullanilir.

2.4.3.1. Tokoferoller ve Tokotrienoller (E vitamini)

Tokoferoller bir kroman halkasi ve uzun doymus bir fitil zincirinden olusurlar.
Biyolojik membranlarin dogal bilesenlerindendirler. Baglica bitkisel yaglarda, ceviz,
findik gibi yagli tohumlarda, siit ve yumurtada bulunur [84, 85]. Membranlarda oksijen

radikallerinin ana temizleyicisidirler. Tokoferoller membranda ve LDL’deki ¢oklu
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doymamis yag asidlerini koruyabilir ve diiz kas hiicreleri ¢ogalmasini ve protein kinaz

C aktivitesini inhibe edebilirler.

a-Tokoferol vitamin olarak en etkili olanidir ve sadece "E vitamini" denildiginde a-
tokoferol anlagilir (Sekil 2.3). a’dan y’ya vitamin 6zellikleri azalir ancak antioksidan
etkileri ise a’dan y ‘ya artar. Antioksidan etkisi en fazla olan y-tokoferoldur. [86]. En
yiiksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin
hiicre kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asidlerini serbest radikal etkilerinden

koruyucu savunma elemanidir.

Tokoferoler ilk olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢oziinen
vitamin oldugu i¢in hem selliiler hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde
bulunurlar. En aktif formu o—tokoferoldiir. Tabiattaki en iyi zincir bozan antioksidan o —
tokoferoldiir. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen OH grubu baglhdir.
Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag
asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur [87, 88].
Membranlarda tokoferoller lipid peroksil radikalleriyle reaksiyona girerek relatif
stabilite gdsteren lipid hidroperoksil radikalleri olustur ve tokoferoksil radikali radikal
reaksiyon zincirini kirmis olur. Bdylelikle lipid peroksidayonuna karst koruma
saglanmig olur. Aslinda, vitamin E plazma ve kirmizi kan hiicrelerinde lipidleri
peroksidatif hasara kars1 koruyan esas yagda ¢oziinlir antioksidandir [60]. E vitamini
stiperoksidi, hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksil radikallerini ve diger

radikalleri indirger [89].
CH,

HO

HyC 0" “cH,
CH

Sekil 2.3. a-Tokoferoliin genel yapisi
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2.4.3.2. Askorbik Asid (Vitamin C)

C vitamini veya L-askorbik asid suda ¢oziinebilir ve bircok fizyolojik sartlarda
indirgenmis halde bulunur (Sekil 2.4). Hiicredis1 sivilarda en 6nemli antioksidandir [90]
ve antioksidan Ozelliginin yani sira bir¢ok hiicresel aktiviteye sahiptir. C vitaminin
stiperoksidi, hidrojen peroksidi, hipokloriti, hidroksi radikalini, peroksi radikallerini ve
singlet oksijeni etkin bir sekilde yakalayabildigi goériilmiistiir [91, 92]. Insanlar C
vitaminini viicutta sentezleyemezler [93], bu nedenle C vitamini ihtiyaclarini taze sebze
ve meyvelerden karsilarlar [94]. C vitamini viicutta hidroksilasyon reaksiyonlari, demir
emiliminde gorev alir. Ayrica sulu peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan

gbrevini de yerine getirir [66, 95].

Vitamin C + Lipid-00  ——— Vitamin C  +Lipid-OOH
P! (2.19)

Askorbik asid peroksil radikallerini temizlemenin yaninda eritrosit membrani yiizeyinde
nitroksid radikalini temizleyerek [-nikotinamid adenin diniikleotit, B-nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat ve 1s1 komponentlerini artirir [96]. Ayrica askorbik asid lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu esnasinda tokoferol radikalinin o—tokoferole
doniismesine yardim eder, dogrudan dogruya karsinojen olusumunu baskilar, immiin

yeterliligi arttitir ve hyaluronidaz aktivitesini inhibe eder [5, 97].

Sekil 2.4. C vitamininin kimyasal yapisi
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C vitamini en ¢ok yabani giil tohumu, limongiller, kus {liziimii, taze sebze ve
meyvelerde, 6zellikle portakal, greyfurt gibi turunggillerde, ¢ig lahana, domates ve
salgamda bulunur. Viicutta depolanmadigindan, her giin diizenli olarak alinmas1 gerekir

[98].

2.4.3.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen, hayvanlarca
sentezlenemeyen dogal pigmentlerdir [100]. Yapisinda bulunan ¢ifte baglardan dolay1
sar1, portakal veya kirmizi renklerdedir. Yapilarindaki konjuge ¢ift baglar, kimyasal,
biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini etkiler [101]. Karotenoidler teraterpenoidlerin bir
grubudur. iki siif karotenoid vardir; karotenler ve ksantofiller. Karotenler hidrokarbon
karotenoidlerdir, ksantofillerse hidroksil, metoksil, karboksil, keto, veya epoksi gruplari
seklinde oksijen igerirler. Likopen ve B-karoten tipik karotenlerdir. Yesil yapraklardaki

lutein ve misirdaki zeaksantin ise ksantofildirler (Sekil 2.5).

Eﬁicﬁﬁ#iﬁf%ﬁjﬁwfﬁfﬁ%% r%ﬁjr‘ ]

B-Karoten

= \\\\\\\\.\\\ X

Likopen
OH
~2 N e

Lutein
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CiH

Zeaksantin

Sekil 2.5. B-Karoten, Likopen, Lutein ve Zeaksantin’in kimyasal yapisi

Karotenoidlerin ateroskleroz, katarakt, yasa bagli kas dejenerasyonlari, ve multipl

skleroz gibi ¢esitli radikal kaynakli hastaliklar1 6nledigi bildirilmistir.

Karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri peroksil radikallerini ve singlet oksijeni
tutmalarindan kaynaklanmaktadir [102]. Likopen, dogal karotenoidler arasinda en etkili
singlet oksijen tutucularindandir [95]. P-Karoten Ozellikle diisiikk oksijen
konsantrasyonundan kaynakli gerilimlerde peroksil radikali tutucusudur. pB-karoten, o-

tokoferolden daha diisiik antioksidan aktiviteye sahiptir.

Karotenoidler renkli meyve ve sebzelerde bulunmaktadirlar. Seftali, havug, bal kabagi
ve patates o ve fB-karoten igerir. Domates, kavun ve greyfurt ise likopen kaynagidir

[103].

En yaygin kullanilan1 olan B-karoten aym1 zamanda vitamin A Onciiliidiir. Viicutta

vitamin A olusumu i¢in gereklidir [100, 104].

2.4.3.4. Polifenoller

Bitkilerde, fenolik bilesikler veya polifenollerin 8000’den fazla tiirii bulunmaktadir.
Bunlardan baglicalar1 Tablo 2.5’te gosterilmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidan,
antimutajenik ve serbest radikal giderme etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Epidemiyolojik caligmalarda yiiksek oranlarda fenolik bilesiklerin tiiketilmesinin

kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve belli kanser tiirleri riskini azalttigin1 gostermistir [105].
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Tablo 2.5. Fenolik bilesenlerin siniflari

Siif Temel iskelet Temel Yap1
]
Basit fenoller Cs ||L'”’
------ =
. Cs : { ; .
Benzokinonlar
(0]
Ce—C
OH
Fenoik asidler
Ce—C ;
Asetofenonlar o2 @cuc&
Fenil asetik asidler ,--,rﬂl-l
Co—C2 ::j )
Hidroksisinamik asidler Ce-Cs H,r:: ~.}
CH=CHCO
Fenil propenler Cs-C3 %E_;ZB—J
e O O
Kumarinler Ce - Cs o |
Kr 1 |
omonlar Ce- C;
Antrakinonlar Co— Cy - Ce 4
,
b o L+ A“‘H!
Flavonoidler Ce-C5-Cs il i
L*]
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2.4.3.5. Flavonoidler
Flavonoidler insan sagligi iizerinde olumlu etkileri olan, bitkilerde dogal bir sekilde
olusan bilesiklerdir. Insan metabolizmasinda sentezlenemezler. 4000’den fazla

flavonoid bulunmustur.

Flavonoidler, yapisal olarak genellikle C¢ - C;3 - C¢ karbon iskeletiyle karakterize

edilirler (Sekil 2.6). Aglikon veya glikozid seklinde bulunabilirler.

o o o
e, T A g L R T .j Wit i, A, Lb_‘_.ql-
‘-‘HT‘-.FH'I"‘F By e, o “"f(; l"l;-__,-‘-h -
L] [T} fon ] =4 !
Flavon Flavonol Flavonon

jf-r"nw-"
[~
L o i, -+,
"'.--..w_ . ﬂ-r[u'i;_,-*! -1-:..‘}- --Iq Ty
; I T e
q"*I" ey g7 .,.'H’_- &y 3
B

Antosiyanin Izoflavon

Sekil 2.6. Flavonoidlerin kimyasal yapilari

Flavonoidler, reaktif oksijen ve azot tiirlerini yakalama &zelligine sahiptirler.
Flavonoidler, reaktif oksijen tiirlerininin olusumunu azaltmada mitokondriyel
stiiksinoksidaz, NADH-oksidaz ve arasidonik asid metabolizmasina katilan enzimler gibi
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarmni katalizleyen enzimleri etkileyerek aktif rol
oynarlar [106]. Flavonoidlerin aterosklerozda Onemli rol oynayan LDL

peroksidasyonunu 6nledigi bildirilmistir.

Flavonlar, meyvelerde ¢ok bulunmamalarina ragmen tahil ve otlarda bulunurlar. En ¢ok
bilinenleri apigenin ve luteolindir. Apigenin maydanozda bulunmaktadir. Luteolin ise

tahillarda ve otlarda bulunmaktadir (Sekil 2.7).
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Apigenin Luteolin

Sekil 2.7. Apigenin ve luteolinin kimyasal yapis1

Flavonlar, yiiksek konsantrasyonlarda veya metal iyonlariyla kompleks

olusturduklarinda bitki dokusunun rengine ve lezzete katkida bulunurlar.

Flavonollerin, en 6nemli bilesikleri kuersetin ve kamferoldiir (Sekil 2.8). Kuersetin

meyve ve sebzelerde bolca bulunur.

OH
., OH OH
HE 0 A |‘ H: £
- i oH CIH
OH © OH ©
Kuersetin Kamferol

Sekil 2.8. Kuersetin ve kamferoliin kimyasal yapisi

izoflavonoidler, dstrojenik aktiviteleriyle bilinirler. En énemli bilesikleri; daidzein ve
genisteindir (Sekil 2.9). En ¢ok kuru baklagillerde bulunurlar. Soya fasulyesi 6nemli bir

daidzein ve genistein kaynagidir.

Daidzein Genistein

Sekil 2.9. Daidzein ve genisteinin kimyasal yapist
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Flavononlar, flavonlarin dihidro tiirevleridir. Flavononlarin ana kaynagi turunggillerdir.

Hesperidin kimyon ve nanede bulunur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Hesperidinin kimyasal yapis1

Antosiyanidinler dogal bitki pigmentleridirler ve glikozidleri antosiyaninler olarak
bilinirler. Antosiyaninler, dutlarin, kirazlarin, eriklerin, kirmizi lahananin, patlicanin ve
turplarin kirmizi ve mavi rengini verirler. Antosiyaninlarin renkleri pH’a bagimlidir.
Meyvelerdeki antosiyanin icerigi meyve olgunlastikca genellikle artar. Antosiyaninler,
icecek ve diger gidalarda renklendirici olarak kullanilirlar. En dnemlileri; apigenidin,

siyanidin (Sekil 2.11), malvidin ve delfinidindir.

Apigenidin Siyanidin
Sekil 2.11. Apigenidin ve siyanidinin kimyasal yapisi

Flavanlarin yapilar1 ve isimlendirilmeleri karigiktir. Monoflavan, biflavan ve triflavan
olarak bulunurlar. Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda bulunurlar.
Cayda Onemli oranda flavan vardir. Biflavanlar ve triflavanlar, meyve ve tahillarda
bulunurlar. Elma, bogiirtlen, kizilcik, tiziim, seftali ve cileklerde bulunurlar. Tahillarda

ise dar1 ve arpa tanelerinde bulunurlar [107].
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2.4.3.6. Glutatyon (GSH)

Basta karaciger olmak iizere pek¢ok dokuda bulunan, glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenen tripeptid yapisindaki GSH oksidatif strese ve radyasyona karsi hiicrelerin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Dokuda antioksidan savunmanin bir elemanidir. GSH
peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi enzimlerin substratt veya
kofaktoriidiir. Hiicrelerin iginde toplanmis okside glutatyon ve GSH/GSSG oram
organizmadaki oksidatif stresin bir Ol¢limiidiir. GSSG’nin konsantrasyonunun ¢ok

yiiksek olmast oksidatif olarak bir¢ok enzime zarar verebilir.

2.4.3.7. Albumin
Albumin viicutta bir¢ok fonksiyonuna ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine de
sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagli lipid peroksidasyonunu ve hidroksil radikali

olusumunu inhibe eder.

2.4.3.8. Bilirubin

In vivo ortamda bilirubin, lipid peroksidasyonunda antioksidan olarak gérev yapar.

2.4.3.9. Urik Asid
Insanlarda purin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasinin temel iiriinii

tirik asidir. Metal baglayici ve serbest radikal temizleyici olarak rol oynar.

2.4.3.10. Selenyum
Selenit ve selenometionin, UV 1sinlar1 ile olusan oksidatif DNA hasarin1 onemli 6l¢iide

azaltmaktadir.
2.4.3.11. Lipoik Asid

Lipoik asid, ette, karacigerde ve kalpte bulunur. Proteinlerin oksidatif hasarin1 onler.

Kan glikoz konsantrasyonunu diisiirmede énemli rol oynar.
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2.4.4. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik olarak kullanilan antioksidanlar biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG), Troloks ve
diger sentetik antioksidanlardir [108]. En yaygin olarak kullanilan bu sentetik
antioksidanlarin bazi yan etkilere sahip oldugu bildirilmektedir [109, 110]. Ornegin
BHT non-toksik olmakla beraber, karacigerde sitokrom P—450 sistemine hasar
verdigine dair bazi1 ¢alismalar ve farelere yiiksek dozlarda verildiginde ise karacigerde
hasara sebep oldugunu gosteren caligsmalar vardir. Yapilan bazi arastirmalar, BHT gibi
bazi sentetik antioksidanlarin fazla alinmasi durumunda viicuttan atilamadigini ve
adipoz dokuda depolandigini gostermistir [20]. Sentetik antioksidanlar genis bir
kullanim alanma sahip olmalarina ragmen, istenilmeyen yan etkilerinden dolay1 son

zamanlarda kullanimlari ciddi bir sekilde sinirlandirilmustir.

2.4.4.1. Butillenmis Hidroksianisol (BHA)

BHA beyaz, mumsu kat1 bir yapiya sahip, erime noktasi yaklasik 48-63°C olan ve hem
hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda ¢oziinmeyen bir antioksidan
olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.12). Beyaz mumsu pargaciklar halindedir. Gidalarda
kullanimina ilk olarak 1948 yilinda ABD'de izin verilmis olup, giiniimiizde pekc¢ok
tilkede gida olarak tiiketilen kati ve sivi yaglarda kullanilmaktadir. Tersiyer butil
grubunun, fenolik hidroksil (-OH) grubu iizerinde koruma meydana getirdigi ileri
stiriilmektedir. Bu durum molekiilii dis reaksiyonlardan korumakta ve daha az ugucu ve
daha ¢ok yagda ¢oziiniir sekle doniistiirmektedir. Yapisindaki hidroksil gruba kars1 orto
veya meta pozisyonunda yer alan tersiyer butil grup nedeni ile BHA'ya "engelleyici
fenol" adi1 verilmektedir. Bu sterik engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin
antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu neden ile BHA'nin bitkisel
yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu one stiriilmektedir .

BHA, bitkisel yaglarda etkin bir antioksidan olmamasina karsin, genellikle diger
antioksidanlar ile (gallatlar) beraber kullanildiginda hem fenolik yapida bulunan
antioksidanlarin bir arada kullanilmas1 ile elde edilen sinerjist etkiden, hem de BHAnin
yagin kullanildig1 iiriinii koruyucu etkisinden faydalanilmaktadir. BHA firinlama veya
kizartma gibi yliksek sicaklik islemleri uygulanan yaglarda kullanildiginda, kolaylikla
algilanabilen keskin bir fenolik koku olusturmaktadir. BHA 6zellikle ugucu yaglarin
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renk, tat ve kokularinin korunmasinda etkilidir. Ozellikle tahil ve sekerli iiriinlerde

kullanilir. BHT ile birlikte kullanildiginda sinerjist etki gosterdigi one siiriilmektedir.

OH

Sekil 2.12. BHA nin kimyasal yapist

2.4.4.2. Butillenmis Hidroksitoluen (BHT)
BHT beyaz kristal goriiniimiindedir. BHT'nin gosterdigi 6zelikler biiyiik dl¢ciide BHA'ya
benzemektedir (Sekil 2.13).

Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), (C;5H240); 2,6-ditersiyer butil-4-metil fenol'un,
1954 yilinda gliseridler iizerinde etkili ve koruyucu bir antioksidan oldugunun
belirlenmesi sonucunda gida olarak tiiketilen yaglarda ve diger bazi gidalarda

kullanilmaya baslanmistir .

oH

[CH4)5C C[CHgla

CH;

Sekil 2.13. BHT nin kimyasal yapisi

Bu madde BHA gibi bitkisel yaglarda diisiik aktiviteye sahip olmasina karsin diger
antioksidanlar ile beraber kullanildiginda yagin ilave edildigi gidayr koruma
ozelliginden yararlanilmaktadir. BHA ve BHT birlikte kullanildiginda, sinerjist etkiden
bahsedilmektedir. Findik, ceviz gibi fazla yagli tohumlarda oksidatif reaksiyonlari

engellemede, bu kombinasyon ¢ok iyi sonu¢ vermektedir.
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2.4.4.3. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

TBHQ yaglarda orta derecede, suda ise ¢ok az ¢oOziinebilen, beyaz ile sarimsi
kahverengi arasi renkte, kristal yapida bir madde olup erime noktasinin 127°C oldugu

belirtilmektedir (Sekil 2.14).

TBHQ’nun kullanimmna ilk kez 1972 yilinda izin verilmistir. Monotersiyer butil
hidrokinon yapisinda olan bu antioksidan, beyaz, kristalimsi ve karakteristik kokusu
olan bir maddedir. Son yillarda 6zellikle gidalarin islenmesinde ve insan beslenmesinde
yer alan bitkisel yaglar oksidasyona karsi oldukc¢a duyarli olduklart i¢in kuvvetli
antioksidanlara olan gereksinimleri arttirmistir. Giiniimiizde tersiyer butil hidrokinonun
bitkisel yaglarda stabiliteyi arttirmak amaci ile kullanimina bir ¢ok {ilke tarafindan izin
verilmektedir. TBHQ’nun bitkisel yaglardaki antioksidatif etkisi diger antioksidanlara
gore daha fazladir. TBHQ doymamus bitkisel yaglarda ve bir¢ok yenilebilir hayvansal
yaglarda ¢ok etkili bir koruyucudur. Demir metali varliginda bile rengi degismez ve

ilave edildigi materyalin rengini ve kokusunu degistirmez.
H
0 CHz
| /'l —CHg
|
0
H
Sekil 2.14. TBHQ’nun kimyasal yapis1

2.4.4.4. Propil Gallat (PG)

Propil gallat, ticari olarak gallik asidin propil alkol ile esterifikasyonu sonucu tretilir
(Sekil 2.15). Beyaz renkli kristal toz halinde bir madde olup suda az ¢dziiniir, erime
noktas1 da 148°C” dir. Propil gallat, demir iyonlar1 ile mavi-siyah renkte bir kompleks
olusturur. Bunu 6nlemek i¢in PG daima sitrik asidle birlikte kullanilir. Propil gallatlar,
BHA ve BHT ile iyi sinerjist etki gosterirler. PG, bitkisel ve hayvansal yaglarda, et

iirlinlerinde, taze ve dondurulmus salam ve sosislerde antioksidan olarak kullanilir.
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Sekil 2.15. Propil gallatin kimyasal yapist

2.4.4.5. Nordihidroguayeretik Asid (NDGA)

NDGA, Lurrea divaricata bitkisinden dogal olarak elde edilen ayrica yapay olarak
tiretililebilen bir antioksidandir (Sekil 2.16). Firincilik iiriinlerinde, eterik yaglar, domuz
yag1r ve balik yaglarinda kullanilmaktadir. ABD’deki uygulamalarda NDGA limon
asidi, tartarik asid, askorbik asid gibi maddelerle birlikte kullanilmaktadir. NDGA’nin

bazi iilkelerde gidalara katilmasina izin verilmektedir.

NDGA'in en 6nemli o6zellikleri gallatlarda oldugu gibi 1siya karsi duyarli olmasi ve
kalinti demir ile renk bozulmasina neden olabilmesidir. Bu maddenin gidalarda

kullanimina tilkemiz de dahil olmak iizere pek ¢ok iilkede izin verilmemektedir.

HO oty

HO |

"--.
i
Ha ey

oH

Sekil 2.16. NDGA’nin kimyasal yapis1
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2.5. ISPIT

Ulkemiz zengin bir flora ve kiiltiir mirasina sahip olan Anadolu’da yabani bitkilerin
halk arasindaki tedavi, gida ve diger amagclarla kullanilisin1 konu alan bilimsel nitelikte

calisma sayis1 giin gectikge artmaktadir [111- 115].

Trachystemon orientalis (L.) G. Don (Boraginaceae) tiirii 30-40 cm yiikseklikte, Kuzey
Anadolu'da yetisir, rizomlar1 yumruya benzer, kirmizimsi-mavi ¢icekli, yapraklari sert
tiylii, cok yillik bir orman alt1 bitkisidir (Sekil 2.17-24). Tiirkiye Florasi kayitlarina
gore bu bitki yogun olarak 50-1000 metre yiikseklikte, golgeli nehir yataklarinda,
gblgeli habitatlarda ve kaymn ormanlarinda yetisir. Cigekli bir bitki olmasina ragmen
rizomlarla ¢ogalir. Az 151k alan ortamlarda yetistiginden yeterli tohum tiretemez [120].
Mart-mayis aylar1 arasinda c¢icek acar. Trachystemon orientalis’in ¢igekleri, saplari,
yapraklar1 ve rizomlar1 besin maddesi olarak kullanilmaktadir. Anadolu’da geng
stirglinlerinden ve yaprak saplarindan tursu yapilmakta ve sebze olarak kullanilmaktadir
[116,117]. Yerel isimlerinden bazilari; hodan, galdirek, kaldirik ve kalduruk (Bolu);
burg1 (Artvin); tamara (Trabzon); ve zilbit (Karadeniz Ereglisi, Zonguldak) [118],
balikotu, ac1 hodan, dogu hodani’dir [119].

Bitki, tanen, ugucu yag, nitrat tuzlari, miisilaj, saponin ve rezin tasimaktadir. idrar
arttirici, yumusatict ve ates disiiriicii etkilere sahiptir. Halk arasinda kan temizleyici
olarak bilinir. Dahilen inflizyon halinde kullanildig: gibi ilkbaharda ¢i¢cek tomurcuklu ve
yaprakli govdeleri sebze olarak da tiiketilmektedir [118]. Cicekli gévde ve dip kokleri
ile beraber heniiz taze iken toplanir. Yapraklarinin geng ve yesil olanlarindan Karadeniz
bolgesinde sulu yemek yapilir. Soganla kavrularak veya dolma olarak tiiketilir. Borek
ici olarak kullanilir. Haslanip suyu hafif sikildiktan sonra yumurta ile kavrulur [115,

120]. Diger bir sekli ise lizerine sarimsakli sos yaparak yenilebilir.

Orientalis tohumlari yiliksek oranda y-linolenik asit (GLA) icermektedir [121]. Dogada
baz1 bitki, mantar ve mikroorganizmalarda bulunan GLA saglik agisindan onemli bir
maddedir. GLA’nin kullanim alanlar1 i¢inde bebek mamalari, atropik egzema, diabetik

ndropati, romatoid artrit, yiiksek tansiyon ve genel enfeksiyonlar bulunmaktadir [121].
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Orientalis’in sitotoksik olmayan konsantrasyonda (40 pug/ml) parainfluenza virus plak
olusumunu % 50 oraninda inhibe ettigi ortaya konmustur [119]. Orientalis’in etanollii

ekstresinin Escherichia coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesinin oldugu da saptanmistir

[122].

Halk arasinda ‘isirgan’ (Urtica dioica), ‘bogirtlen’ (Rubus sanctus), ‘merocan’ (Smilax
excelsa) ve ‘kaldirik’ (Trachystemon orientalis)’tan hazirlanan c¢ay karisimi

kaynatilarak, meme kanseri, mide agris1 ve gaz tedavisi i¢in kullanilir [123].

Calismamizda Karadeniz Bélgesi’nde ve Istanbul’da sebze olarak tiiketilen 1spitin

antioksidan etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.

Sekil 2.17: Ispitin gesitli goriiniimleri [124]
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Sekil 2.18: Ispitin gesitli gdriintimleri [125]

Sekil 2.19: Ispitin gesitli goriiniimleri [126]
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Sekil 2.21: Ispitin gesitli gdriiniimleri [128]
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Sekil 2.22: Ispitin ¢esitli goriiniimleri [129]
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Sekil 2.23: Ispitin gesitli goriiniimleri [130]
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Buzdolab1
Destile Su Cihazi
Derin Dondurucu
Etiv

Rota Evaporator
Firin

pH Metre
Santrifiij Cihazi

Spektrofotometre

Sonikator

Su Banyosu

Terazi

Vorteks

: Arcelik

: Brand MonoDest 3000

: Beko

: Niive FN500

: Bibby Rotary Vacum Evaporator

: Heraus

: Backman pH Meter H5

: Denley BS400

: Shimadzu UV Visible UV-120-02, Cary 1E

UV-Visible Spectrophotometer, Shimadzu
UV mini-1240 Spectrophotometer

: Bandelin Sonarex

: Bibby Waterbath RE100B, Niive BM 101,

Cliffton, Memmert

: Mettler 110 Hassas Terazi, 1Gec Avery

Terazi

: Fisons Whirlimixer
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3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Ispitin etil asetat ve etil alkollii ekstrelerinin hazirlanmasinda etil asetat (CH;COOC,Hs;

Merck 109623) ve etil alkol (C,HsOH; %96°1ik) gibi ¢oziiciiler kullanildi.

Ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlarinin tayininde, sodyum tungstat (Na;,WOy;
Merck 106673), sodyum molibdat (Na,MoO4; Merck 386021), fosfat asidi (H3POs.
Merck 100563), hidroklorik asid (HCI; Merck 100314) ve lityum siilfat (Li,SO4.H,0;
Fluka 62609), brom (Br,; Merck 1945) kullanilarak Folin reaktifi hazirlandi. Hazirlanan
Folin reaktifi ile sodyum karbonat (Na,COs;; Merck 106398) kullanilarak ekstrelerin
fenolik bilesik miktarlar1 tayin edildi. Standart olarak pirokatesol (CsHsO,; Fluka
15880) kullanild.

Total flavonoid miktarinin tayininde ise, sodyum nitrit (NaNO,; Merck 6544),
aluminyum kloriir (AlCls; Merck 1064) ve sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6462)’den
yararlanildi. Standart olarak katesin (C;sH4O¢; Sigma C1251) kullanild1

Prolin miktar tayininde ise siilfosalisilik asid (C;HsOs7H,0; Merck 690), ninhidrin (2,2-
dihidroksiindan-1,3-dion; Merck 6762), glasiyel asetik asid (CH;COOH; Merck
100056), fosfat asidi (H3PO4, Merck 100563) ve toluen (C7Hs; Merck 8323) kullanildi.
Standart olarak prolin (CsHyNO,; Merck 107434) kullanildi.

E vitamini miktar tayininde ise, 2-2’-dipiridil (C;sH240¢S4; Fluka 11557), demir-3-
kloriir (FeCl5.6H20; Merck 3948), kloroform (CHCl;; Merck 10244), a-tokoferol
(Ca9Hs00,; Merck 8283) standart olarak kullanildi.

Indirgeyici gii¢ miktar tayininde, sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.2H,0; Merck
106345) ve sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,0O; Merck 106573)’tan fosfat
tamponu hazirlandi. Deneyde potasyum ferrisiyaniir (Ks;Fe(CN)g; Riedel de Héen
12643), triklor asetik asid (TCA; Merck 100807), demir-3- kloriir (FeCl;.6H,O; Merck
3948) ve standart olarak a-tokoferol (C,9Hs0O,; Merck 8283) kullanildi.
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DPPH radikal giderme aktivitesi deneyinde ise 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH;
Sigma D9132) ve metanol (CH3OH; 106018) kullanildi. Standart olarak BHA
(C11H160,; Sigma B1253) Troloks (6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asid; Aldrich 23,881-3), askorbik asid (C¢HgOq; Merck 100127), rutin
(Cy7H30016.xH0; Sigma R5143) ve kuersetin  (C;sH007.2H,0; Fluka 83370)
kullanildi.

Hidroksi radikal giderme aktivitesi deneyinde ise sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PO4.2H,0; Merck 106345) ve sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,O;
Merck 106573) kullanilarak fosfat tamponu hazirlandi. 2-Deoksiriboz (Fluka 31170),
demir-II-stilfat (FeSO4.2H,0; Riedel de Héen 351859), etilendiamin tetra asetik asid
(EDTA; Merck 8421), hidrojen peroksid (H,O,, Merck 108600), trikloroasetik asid,
(TCA; Merck 100807), tiyobarbitiirik asid (TBA; Fluka 88481) ve sodyum hidroksit
(NaOH; Merck 6462) kullanilarak aktivite tayini yapildi. Standart olarak BHA
(C11H160,; Sigma B1253), askorbik asid (C¢HgOs; Merck 100127), ve a-tokoferol
(C29H500,; Merck 8283) kullanildi.

ABTS radikal giderme aktivitesi deneyinde ise 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-
siilfonik asid) (ABTS; Fluka 11557), metanol (CH3OH; Merck 106018), potasyum
persiilfat (K,S,0g; Merck 5090) ve standart olarak Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asid; Aldrich 23,881-3), rutin (Cy7H300;6.xH,0; Sigma
R5143) ve kuersetin (C;5H;007.2H,0; Fluka 83370) kullanildi.

DMPD radikali giderme aktivitesi deneyinde, N,N-dimetil-1,4-fenilen diamonyum
diklorid (DMPD; Merck 103067), demir-3-kloriir (FeCls.6H,O, Merck 3946) ve sodyum
asetat (CH3;COONa.3H,0; Merck 6265) kullanildi. Standart olarak ise, BHA (C;H;602;
Sigma B1253), Troloks (Aldrich 23,881-3) ve askorbik asid (CcHgOg; Merck 100127)
kullanildi.

Metal kelatlama aktivite tayininde ise demir II kloriir (FeCl,; Merck 3860) ve ferrozin

(3-(2-piridil)5,6-difenil-1,2,4-triazin-4’4’-disiilfonik asid monosodyum tuzu; Fluka
82950) kullanilarak deneyler yapildi. Standart olarak Troloks (Aldrich 23,881-3), BHT

62



(Ci5H240; Fluka 34750), BHA (C;1H;60; Sigma B1253), ve a-tokoferol (Cy9Hs0Og;
Merck 8283) kullanildi.

H,O; radikal giderme aktivite deneyinde sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,O;
Merck 106573) ve sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4; Merck 106345) ve hidrojen
peroksid (H,O,; Merck 108600) kullanildi.

Lipid peroksidasyonuna karst inhibisyon aktivitesi deneyinde demir-3-kloriir
(FeCl5.6H,O, Merck 3946) askorbik asid (CsHgOs; Merck 100127), trikloroasetik asid
(TCA, Merck 100807), tiyobarbutirik asid (TBA, Fluka 88481), hidroklorik asid (HCI;
Merck 100314), BHT (Fluka 34750), 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP; Sigma T9889), n-
butanol (CH3(CH,);OH; 100988) kullanildi.

Demir iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli (FRAP) deneyinde, 2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazin (TPTZ; Merck 110238), hidroklorik asid (HCI; Merck 100314), demir-3-
kloriir (FeCl;.6H,O, Merck 3946), sodyum asetat (CH;COONa.3H,0O; Merck 6265),
glasiyel asetik asid (CH3;COOH; Merck 100056) ve demir-Il-siilfat (FeSO4.7H,0;
Merck 3965) ile deneyler yapildi. Askorbik asid (C¢HgOg; Merck 100127), ve a-
tokoferol (C,9Hs0O;; Merck 8283) standart olarak kullanildi.

3.3. BITKI MATERYALI

Calismamizda kurutulmus 1spit yaprak ve kok kisimlarindan sulu, etil alkollii ve etil
asetathi ekstreler hazirlandi. Karadeniz Bdlgesinden Nisan ayinda temin edilen 1spit
(Trachystemon orientalis (L.) G. Don) Ornekleri temizlenip destile su ile yikandi.
Kurulandiktan sonra kii¢iik parcalara ayrildi ve golgede kurutuldu. Ispitin tiirliniin
teshisi Eczacilik Fakiiltesi emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr. Kerim ALPINAR tarafindan
yapildi.
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3.3.1. Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi

Sulu ekstre hazirlamak i¢in 40 g bitki balona konularak {izerine 400 mL destile su ilave
edildi. Karisim geri sogutucu altinda 1sitici ile 2 saat refliiks edildi. Elde edilen karigim,
sogutulduktan sonra siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintii 6nceden darasi alinan balona
alindi. Balon, rota evaporatore yerlestirildi ve karisimin suyu diisiik basing altinda
uzaklastirildi. Elde edilen ekstre miktar1 315.45 mg/g bitki olarak bulundu. Ekstre daha

sonra kullanilmak {izere -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.3.2. Etil Alkollii Ekstrenin Hazirlanmasi

Etil alkollii ekstre hazirlamak icin, 40 g bitki Sokslet cihazinin kartusuna konuldu.
Kartus Sokslet Sistemine yerlestirilerek cihazin balonuna 250 mL % 96’lik etil alkol
konularak karisim geri sogutucu altinda 4-5 saat reflilks edildi. Elde edilen karigim
sogutulduktan sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek, Oonceden darasi alinan balona
konuldu. Balon rota evaporatore yerlestirilerek diisiik basing altinda etil alkol
karisimdan uzaklastirildi. Elde edilen ekstre miktar1 69.38 mg/g bitki olarak bulundu.

Ekstre daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.3.3. Etil Asetath Ekstrenin Hazirlanmasi

Etil asetathh ekstre hazirlamak i¢in, 20 g bitki Sokslet cihazinin kartusuna konuldu.
Kartus Sokslet Sistemine yerlestirilerek cihazin balonuna 250 mL etil asetat konularak
karisim 4-5 saat geri sogutucu altinda refliiks edildi. Elde edilen karisim sogutulduktan
sonra slizge¢ kagidindan siiziilerek, dnceden darasi alinan balona konuldu. Balon rota
evaporatore yerlestirilerek diisiik basing altinda etil asetat karisimdan uzaklastirildi.
Elde edilen ekstre miktar1 10.40 mg/g bitki olarak bulundu. Ekstre daha sonra

kullanilmak iizere -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

Caligmamizda hazirlanan tim ekstrelerin UV-goruntir absorpsiyon

spektrofotometresinde spektrumlart alindi.
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3.4. ANTIOKSIDAN AKTIiVIiTE DENEYLERI

3.4.1. Total Fenolik Bilesik Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ile Slinkard ve
Singleton’un metoduna gore tayin edildi [132]. CuSO, alkali ortamda protein veya
antioksidanla kompleks olusturur. Folin reaktifi ilave edildiginde Folin reaktifi protein
ile baglanir. Protein veya antioksidanla Cu (II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu (I)

molibdotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve renk saridan maviye doniisiir.

Deneylerde standart fenolik bilesik olarak pirokatesol kullanildi (Sekil 3.1). Standart
grafik ¢izmek amaciyla 25 mg pirokatesol 25 mL destile suda ¢oziilerek (1 mg/mL) stok
¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 75 ve 100 pg/mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu standart ¢ozeltilerden tiiplere 0.1 mL konuldu. Tiiplere 4.5 mL destile su ilave
edildikten sonra sonra sira ile 0.1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 3 dakika
sonra % 2’lik Na,COs ¢ozeltisinden 0.3 mL ilave edildi. Tiipler vortekste karistirildi ve
karisim 2 saat boyunca karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Numuneler ve kor benzer
sekilde hazirlandi. Kore standart ¢ozelti ve numune yerine 0.1 mL destile su konuldu.

Ayni islemler yapildi.
Daha sonra standardin ve numunelerin absorbanst 760 nm’de kore karsi okundu.

Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen pirokatesol miktar1 standart egri

yardimiyla hesapland1 ve sonuglar pirokatesol ekivalenti seklinde ifade edildi.

CH

Sekil 3.1. Pirokatesoliin kimyasal yapisi
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3.4.2. Total Flavonoid Miktar Tayini

Bitki ekstrelerinde total flavonoid miktar1 Zhishen, Mengcheng, Jianming metoduna

gore tayin edildi [133].

0.25 mL bitki ekstresi (100 pg-400 pg/mL) alindi. Uzerine 1.25 mL destile su ve 75 pL
% 5 NaNOQO; ilave edildikten sonra 6 dakika oda temperatiiriinde bekletildi. Uzerine 150
nL % 10 AICl; ¢ozeltisi ilave edilerek tekrar 5 dakika bekletildi. 0.5 mL 1 M NaOH
cozeltisi ve 275 pL destile su ilavesinden sonra tiipler iyice karistirildi ve 510 nm’de
ayira¢c koriine karsi absorbans degerleri okundu. Standart olarak 20-100 pg/mL
konsantrasyonlarinda katesin kullanild1 (Sekil 3.2). Ekstrelerin flavonoid miktar1 gram

ekstrede mg katesine esdeger olarak olacak sekilde ifade edildi.

Hek /@[m
i 2H

H
H

Sekil 3.2. Katesinin kimyasal yapisi

3.4.3. Prolin Tayini

50 mg bitki ekstresi iizerine 10 mL siilfosalisilik asid (% 3 w/v) ilave edilerek
homojenize edildi. Siiziildii, siiziintiiden 2 mL alindi. Uzerine 2 mL asid ninhidrin
cozeltisi (1.25 g ninhidrin + 30 mL glasiyel asetik asid + 20 mL 6 M H3;PO,) ve 2 mL
glasiyel asetik asid ilave edilerek 100°C’de 1 saat bekletildi. Uzerine 4 mL toluen ilave
edilerek 15-20 sn vortekste karigtirildi. Toluen fazi ayrildi ve 520 nm’de toluen’e kars1
spektrofotometrede absorbans degeri okundu. Standart olarak prolin kullanilarak ¢izilen

egri yardimiyla prolin miktar1 hesaplandi [134] (Sekil 3.3).
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OH
NH

Sekil 3.3. Prolinin kimyasal yapisi

3.4.4. E Vitamini Miktar Tayini

E vitamini miktar tayini Deacon ve Wamble metoduna gore tayin edildi [135]. 0.5 mg, 1
mg, 2 mg ve 3 mg olacak sekilde ekstreler tartildi. Uzerine 8 mL CHCl3, 1 mL % 0.5’lik
2,2’-dipiridil (mutlak alkolde) ve 1 mL % 0.2’lik FeCls eklendi. Kor i¢in 8 mL CHCl3,
% 0.5’1lik 2,2’-dipiridil (mutlak alkolde) ve 1 mL % 0.2’lik FeCl; kullanildi. Karistirildi
ve numunelerin absorbansi 522 nm’de kore karsi okundu. Numunelerin absorbans

degerlerine karsilik gelen o —tokoferol miktar1 standard egri yardimiyla hesaplanda.

3.4.5. Indirgeme Giicii

Ekstrelerin indirgenme giicli tayini Oyaizu metoduna gore yapildi [136]. 100-500
ng/mL’lik standart (o -tokoferol) ve bitki ekstresi ¢ozeltileri hazirland1. Uzerlerine pH:
6.6 olan 0.2 M fosfat tamponundan 2.5 mL ilave edildi. Daha sonra % 1’lik
Ki[Fe(CN)g]’den 2.5 mL ilave edilerek karisim su banyosunda 50°C’de 20 dakika
inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon karigimlarma 2.5 mL % 10’luk
trikloroasetikasid (TCA) ilave edildi. Tiipler kanstirildi. 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiije edildi. Cozeltinin iist fazindan 2.5 mL alind1. Uzerine 2.5 mL destile su ve 0.5
mL % 0.1’lik FeCls ilave edildi. 10 dakika bekletildi. Spektrofotometrede 700 nm’de
ayira¢ koriine karsi absorbans degeri Olciildii. Koriin hazirlanmasinda 5 mL destile su
alindi. Uzerine 2.5 mL FeCl; ilave edildi. Ekstrenin ve standardin indirgeme giigleri
konsantrasyon (100-500 pg/mL) ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar

arasinda ¢izildi.
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3.4.6. DPPH Radikal Giderme AKktivitesi

Serbest radikal giderme aktivitesi Brand-Williams ve arkadaglari tarafindan gelistirilen
metoda gore 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak tayin edildi [55,
56]. DPPH, bir serbest radikaldir (Sekil 3.4) ve bir elektron veya hidrojen radikali ile
etkileserek stabil diyamagnetik bir molekiil olma egilimindedir [62, 63].

O,N O,N
R
* L ] |
N—N NO, 4+ R E— N—N NO,
O5N O,N
Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) Difenilpikrilhidrazin (nonradikal)

Sekil 3.4. DPPH radikalinin indirgenmesi [137]

DPPH’1n metanoldeki 20 mg/L’lik ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandi. Bundan 1.5 mL
alimarak Ttizerine farkli konsantrasyonlarda (20-100 upg/mL) hazirlanan bitki
ekstrelerinden 0.75 mL ilave edildi. Standart olarak BHA (Sekil 3.5), Troloks (Sekil
3.6), askorbik asid (Sekil 3.7), rutin (Sekil 3.8) ve kuersetin (Sekil 3.9) kullanildi. 5.,
10., 30. ve 60. dakikalarda kore karsi absorbans degeri 517 nm’de spektrofotometrede
Ol¢iildii. Kontrol olarak 0.75 mL metanol, 1.5 mL DPPH ¢ozeltisi kullanildi. K6r olarak
sadece metanol kullanildi. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH ¢6zelti miktarini

yani DPPH radikal giderme aktivitesini verir.
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Sekil 3.5. BHA molekiiliiniin kimyasal yapist

HO 0O

OH

Sekil 3.6. Troloksun kimyasal yapisi

Sekil 3.7 Askorbik asidin kimyasal yapisi
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OH

Sekil 3.8. Rutinin kimyasal yapisi

oOH

/J\/OH

HO el =0

OH
OH O

Kuersetin

Sekil 3.9. Kuersetinin kimyasal yapisi

DPPH radikal giderme aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil yardimi ile
hesaplandi:

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ao] x 100
Aop=Kontrol absorbans degeri

A,=Ornek ve standardin absorbans degeri

3.4.7. Hidroksi Radikal Giderme AKtivitesi

Hidroksi radikal giderme aktivitesi deoksiriboz metoduna gore yapildi [138]. 450 pL
0.2 M sodyum fosfat (pH: 7.0), 150 pL. 10 mM 2-deoksiriboz, 150 pL. 10 mM FeSOg-
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EDTA, 525 pL bidestile su ve 75 puL 6rnek numune ¢6zeltisinden ibaret olan reaksiyon
karigimina ilave edildi. Reaksiyon 150 uL 10 mM H,0; ilavesi ile baslatildi. 37°C’de 4
saat inkiibasyondan sonra 750 pL % 2.8’lik TCA ve 50 mM NaOH’deki %1’lik TBA
cozeltisinden 750 pL ilave edildi ve 10 dakika kaynatildi. Tiipler sogutularak 520 nm’de
absorbans degerleri okundu. Numune icermeyen reaksiyon karigimi kontrol olarak
kullanildi. Standart olarak BHA (25-100 pg/mL), askorbik asid (25-100 pg/mL) ve a-
tokoferol (25-100 pg/mL) (Sekil 3.10) kullanildi.
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Sekil 3.10. a-Tokoferoliin kimyasal yapisi

Hidroksi radikal giderme aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil yardimi ile

hesaplandi:

Hidroksi Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ao] x 100
Ao=Kontrol absorbans degeri

A;=Ornek ve standardin absorbans degeri

3.4.8. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi

ABTS radikal giderme aktivitesi deneyi, antioksidanlarin dayanikli bir radikal katyonu
olan ABTS radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi esasina dayanir (Sekil 3.11).

1 mL destile suda 7.4 mM ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-siilfonik
asid) ¢ozilerek iizerine 1 mL 2.6 mM potasyum persiilfat eklendi. Oda sicakliginda 12-
16 saat karanlikta bekletildi. Bu karistmdan 1 mL alindi. Uzerine 60 mL metanol ilave
edildi. Bu ¢ozeltinin absorbansi 734 nm’de spektrofotometrede metanole karsi okundu.

ABTS radikal katyonunun 734 nm’deki absorbansi 0.7 + 0.02’dir. Her deney i¢in bu
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karisim taze olarak hazirlandi. Hazirlanan metanollii ABTS ¢ozeltisinden 2850 pL
alindi. Uzerine 150 pL bitki ekstresi konuldu. 2 saat karanlikta bekletildi.
Spektrofotometrede 734 nm’de absorbans degeri okundu. Standart olarak Trolox (500-
2500 pg/mL), rutin (500-2500 pg/mL) ve kuersetin (500-2500 pg/mL) kullanildi.
Kontrol olarak numune yerine metanol igeren reaksiyon karisimi kullanildi. % ABTS

radikal giderme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi [139].

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ag] x 100
A¢=Kontrol absorbans degeri

A,=Ornek ve standardin absorbans degeri

S~ S04 SN SOy
-D:}S\\.;/"‘L“\\ 1S /N .<N-’£\ jT -0:1,55\;7._-;7._ e /N‘ <N----L\“ry)
W s KaS0s Lol iy
Y Cotg Rl _ S I\'i
}: Hs CaHs
oo I antioksidan
ABTS" (Amax =734 nm) ABTS” (renksiz)

Sekil 3.11: 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asid) amonyum tuzunun persiilfatla
oksidasyonu sonucu ABTS " meydana gelisi [137]

3.4.9. DMPD Radikal Giderme Aktivitesi

DMPD radikal giderme aktivitesi temeli, asidik pH ve uygun bir oksidan ¢6zeltinin
varliginda DMPD’nin kararli ve renkli bir radikal katyonu olusturmasi esasina dayanur.
DMPD radikali 505 nm’de maksimum absorbans degeri gosterir. DMPD’ye bir H
atomu transfer edebilen antioksidanlar rengi giderir ve sollisyonda bir renksizlesme

meydana gelir.

DMPD enisiz) + oksidan (Fe’ )+ H* _____, DMPD" (on
DMPD" (ot AOH ~ ——> DMPD (renksiz) + AO (3.1

72



DMPD radikali giderme aktivitesi Fogliano’nun [140] metoduna gore yapildi. 209 mg
DMPD radikali 10 mL bidestile suda ¢oziildii. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 0.1 M pH:
5.3 olan Na-asetat tamponunun 100 mL’sine ilave edildi. 0.05 M FeCl; ¢6zeltisinden 0.2
mL ilave edilmesiyle renkli DMPD radikal katyonu elde edildi. Bu karigim stabilitesini
ancak 12 saate kadar korudugundan giinliik hazirlandi. Karisimin ilk hazirlandigi andaki
absorbanst 0.9 + 0.1 olmalidir. Karistmmm 1 mL’si 0.5 mL standart ve ekstre
cozeltilerine ilave edildi. 10 dakika sonra 505 nm’deki absorbanslar1 tampon ¢ozeltisine
karsi okundu. Standart olarak BHA (25-100 pg/mL), Troloks (25-100 pg/mL) ve
askorbik asid (25-100 pg/mL) kullanildi. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi:

DMPD radikal giderme aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ao] x 100
A;: Numunenin absorbansi

Ao: DMPD baslangis absorbansi

3.4.10. Metal Kelatlama Aktivitesi

Metal kelatlama aktivitesi lipid peroksidasyonuna sebep olan metalleri tutukladigindan
dolay1 6nemlidir. Fenton kimyasinda da goriildiigii gibi antioksidan kapasite agisindan
hidroksi radikallerinin olusmasina sebep olan Fe*" ve Cu”" gibi metallerin tutuklanmasi
son derece 6nemlidir [141, 142]. Bu yonden de ekstreler ferrozin ve FeCl, ¢ozeltileri ile

inkibe edilir.

Farkl1 konsantrasyonlarda (2,5-10 pg/mL) 1 mL ekstre alind1. Uzerine 3.7 mL bidestile
su ve 2 mM FeCl,’den 0.1 mL ilave edildi. Karisim 5, 10, 30 ve 60 dakika karanlikta
bekletildi. Reaksiyon 5 mM ferrozinden 0.2 mL ilave edilmesi ile baslatildi. Cozelti
vortekste kuvvetli bir sekilde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
Inkubasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’de absorbansi bidestile suya kars1 okundu.
Kontrol olarak 4.7 mL destile su alindi. Uzerine 0.1 mL FeCl, ve ferrozin ilave edilerek
yukarida belirtilen sekilde yapildi. Standart olarak BHA (2.5-10 pg/mL), BHT (2.5-10
pug/mL), Troloks (2.5-10 pg/mL) ve a-tokoferol (2.5-10 pg/mL) kullanildi.

Metal Kelatlama Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ag] x 100

Ao=Kontrol absorbans degeri
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A,=Ornek ve standardin absorbans degeri

3.4.11. H,0; Radikal Giderme Aktivite Tayini

Farkli konsantrasyonlarda (2.5-10 pg/mL) 1 mL bitki ekstresi alindi. Uzerine 2.4 mL
0.1 M pH: 7.4 fosfat tamponu ilave edildi. Uzerine 0.6 mL 43 mM H,O, eklendi.
Karanlikta 60 dakika bekletildi. 230 nm’de kore karsi absorbans okundu. Standart
olarak BHA (2.5-10 pg/mL), BHT (2.5-10 pg/mL), a-tokoferol (2.5-10 pg/mL) ve
Troloks kullanildi. (2.5-10 pg/mL) Kor olarak fosfat tamponu kullanildi. Asagidaki
formiile gore hesaplama yapildi [84].

H,0, Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ag] x 100
Ao=Kontrol absorbans degeri

A,=0Ornek ve standardin absorbans degeri

3.4.12. Demir (III) — Askorbik Asid ile indiiklenmis Fosfatidilkolin Lipozomlarinin

Peroksidasyonu Aktivitesi

Fosfolipidler, gidalardaki antioksidan bilesiklerin membran lipid peroksidasyonunu
inhibe edici aktivite tayininde ideal bir model olusturur ve fosfolipidler gidalarin
potansiyel antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok O6nemli
substratlardan biridir [143]. Bu deneyin amaci, ekstrenin lesitinden hazirlanan
lipozomlardan olusturulan suni lipid sisteminin FeCls ve askorbik asid ile inkiibasyonu
sonucu olusan peroksid radikallerini giderme kapasitesini 6lgmektir. Fosfolipidlerden
olusturulan lipozomlar, askorbik asid ve FeCls; varliginda lipid peroksidasyonuna
ugrarlar ve biyolojik olarak aktif aldehitler (malondialdehit) olusur. Malondialdehit
(MDA) ile tiyobarbitiirik asidin (TBA) raksiyona girmesi ile olusan tiyobarbitiirik asid
reaktif tirlerinin (TBARS) pembe rengi 532 nm’de Olgiilerek ekstrenin lipid

peroksidasyonuna karsi aktivitesi tayin edilir.
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Ekstrenin lipid peroksidasyonuna karsi inhibisyon aktivitesi, Duh ve dig. gelistirdigi
metoda gore tayin edildi [144].

300 mg lesitin 30 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH: 7.0) ile siispansiyon haline
getirildi. Lipozomlarin agiga c¢ikmasi i¢in buz igeren kapta her 30 saniyede bir
dinlendirilerek toplam 10 dakika sonikatérde muamele edildi ve 10 mg/mL fosfolipid
lipozomlar1 igeren bir siispansiyon elde edildi. Deney 3.25 mL’lik reaksiyon ortaminda
gerceklestirildi. Ilave edilen maddelerin reaksiyon ortamindaki konsantrasyonlart
parantez i¢inde gosterildi. Tibe 0.25 mL ekstre (5-25 mg/mL) veya standart olarak
kullanilan a-tokoferol (5-25 mg/mL)’e 1 mL 10 mg/mL lipozom siispansiyonu (3.08
mg/mL), 1 mL 400 uM FeCl; (123.2 pM) ilave edildi ve reaksiyon 1 mL 400 uM
askorbik asid (123.2 puM) ilavesi ile baslatildi. Karisim 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildikten sonra lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA, TBA metodu ile tayin
edildi [97]. 500 pL reaksiyon karigimina 1000 pL. TCA-TBA ayiract (% 15 w/v TCA ve
% 0,375 TBA’nin 0.25 N HCl’deki ¢ozeltisi) ve 14 pL % 2’lik BHT nin mutlak
alkoldeki ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karisimi vortekste karistirildi ve 100°C’de 20
dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Sogutulduktan sonra 1.5 mL n-butanol ilave
edildi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi. Ust kisimdaki organik faz alind.
Meydana gelen pembe rengin absorbansi oOlgiilerek ekstrenin lipid peroksidasyonu

inhibe edici yiizdesi asagidaki denkleme gore hesapland :

Lipid Peroksidasyona Kars1 Inhibisyon Aktivitesi (%) = [(Ao-A1) / Ag] x 100
Aop=Kontrol absorbans degeri

A,=Ornek absorbans degeri

3.4.13. Demir Iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Deneyi

FRAP deneyinde oksidan olarak Fe (III) tuzlar1 [Fe (III) (TPTZ),]*" kullanild: (Sekil
3.12). [Fe (IIT) (TPTZ),]>" antioksidan tarafindan [Fe (II) (TPTZ)2]2+’ye indirgenir.
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Sekil 3.12: Fe (III) tuzlarmin [Fe (III) (TPTZ),]*", Fe (II)’ye [Fe (II) (TPTZ),]*" indirgenmesi
[137]

FRAP deneyi Benzie ve Strain (1996) metoduna gore yapildi [145]. FRAP ayiract 2.5
mL 10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki ¢ozeltisinin 2.5 mL 20 mM FeCl;.6H,0 ve 25
mL 0.3 M asetat tamponu (pH: 3.6)’nun karistirilmasi ile hazirlandi. FRAP ayiracindaki
Fe (IIT) konsantrasyonu 1.67 mM, TPTZ konsantrasyonu ise 0.83 mM’dir. Her giin taze
hazirlanan ve 37°C’de inkiibe edilen FRAP ayiracinin 900 uL’si, 90 uL destile su ve 30
uL ekstre (2-10 mg/mL) veya standart olarak kullanilan a-tokoferol ve askorbik asid,
(kor hazirlanirken destile su) ile karistirilarak absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’de
spektrofotometrede ayira¢ koriine karsi dlgiildii. Ekstrenin AAsgsnm degeri, FeSO4.7H,0
(200-1000 puM) ile hazirlanan standart egrisine ait AAsgz,m degerlerle karsilagtirmak
suretiyle FRAP degeri (mM/L Fe®), 1 mM Fe (III)’iin Fe (II)’ye indirgenmesi olarak
ifade edildi.

Istatiksel Degerlendirme:

Calisma sonucunda elde edilen veriler ortalama &+ SD olarak verildi.
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4. BULGULAR

UV-goriiniir absorpsiyon spektrofotometresi fenolik bilesiklerin yapisal analiz tayinleri
icin en faydali yontemlerden biridir. Fenolik bilesiklerin UV-goriiniir absorpsiyon
spektrofotometresinde gosterdigi 2 maksimum absorpsiyon bandindan birinci band 320-
380 nm arasinda, ikinci band ise 250-285 nm arasindadir [146]. Biitiin antosiyaninler ve
flavon, flavonal tiirevleri 250-285 nm arasinda spektrum verir. Ispit bitkisinden
hazirlanan sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstreler i¢in UV-goriiniir spektrumlar Sekil

4.1’de verildi.

Calismada biitiin ekstrelerde 275 nm’de ve 325 nm’de maksimum absorbans pikleri
goriildii. 275 nm’de maksimum absorbans goriilmesi 1spit’da fenolik bilesikler
oldugunu gostermektedir. Bitkilerde flavon/flavonol tiirevlerinin veya antosiyaninin
varligt 220 nm’de bir pik seklinde goriilmektedir. Calismada sulu ve etil alkollii
ekstrede 225 nm’de, etil asetathh ekstrede ise 230 nm’de maksimum bir pik
goriilmektedir. Bu da ekstrelerde flavon/flavonol tiirevleri ile antosiyaninlerin varligini

gostermektedir.
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Sekil 4.1: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstreleri i¢in UV-goriiniir
spektrumlari

4.1. TOTAL FENOLIK BILESIK MIKTAR TAYINi

Total fenolik bilesik miktar1 sulu, etil alkollii, etilasetathi ekstrelerde tayin edildi. Total
fenolik bilesik icerigi pirokatesol ekivalenti olarak ifade edildi. Calismada en yiiksek
miktarda fenolik bilesik etil asetatli ekstrede tespit edildi (Tablo 4.1). Alinan ekstre
miktarima bagli olarak tiim ekstrelerdeki total fenolik bilesik miktarlarinda da artis
oldugu saptandi (Tablo 4.1). Ekstrelerin total fenolik madde igerikleri sirasi ile etil
asetatli>etil alkollii>sulu ekstre’dir. Total fenolik bilesik igerigi 500 pg/mL derisimde

etil asetath ekstrede en yliksek degerde bulunmustur.
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Tablo 4.1: Ispitin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin total fenolik bilesik
miktarlarinin pirokatesol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (pg/mL)*

Ekstre Sulu Ekstre Etil Alkollii Ekstre | Etil Asetatli Ekstre
oy (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
100 6.70 £ 0.63 7.46 +0.86 7.18 £1.10
200 10.96 = 1.69 11.39 +0.64 8.88 +1.84
300 12.82 +£3.13 13.52 £ 0.96 12.63 +1.36
400 13.86 £0.40 19.50 + 2.46 16.56 +2.03
500 17.27 +£0.90 2191 +222 25.84+391

*Qrtalama + SD

4.2. TOTAL FLAVONOID MIKTAR TAYINi

Ispit bitkisinin sulu, etil alkollu ve etil asetathi ekstrelerinin total flavonoid miktarlari
Tablo 4.2°de verildi. Ekstrelerin total flavonoid miktarlari pg/mL katesin esdegeri
olarak ifade edildi. Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 sirasiyla etil asetatli>etil
alkollii>sulu ekstre seklinde siralanmaktadir. Tablo 4.2’ye gore en yiiksek flavonoid
miktariin etil asetath ekstrede oldugu goriilmektedir. Ekstrelerin konsantrasyonuna
bagli olarak flavonoid miktar1 da artmaktadir. Sulu ekstrede diger ekstrelere gore total
fenolik madde igeriginde oldugu gibi total flavonoid madde igeriginin de diisiik

miktarda oldugu goriilmektedir.
Total flavonoid miktar1 ile fenolik bilesikler arasinda bir yiiksek korelasyon

bulunmaktadir. Bu degerler sulu ekstrede (1°=0.9446), etil alkollii ekstrede (r’= 0.9373)

ve etil asetatli ekstrede ise (1°=0.9598) olarak bulunmustur.
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Tablo 4.2: Ispitin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin total flavonoid miktarlarinin
katesin ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ug/mL) *

Ekstre Sulu Ekstre Etil Alkollii Ekstre | Etil Asetatli Ekstre
R (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
100 12.54 +£0.77 14.28 £0.41 17.15+1.87
200 19.96 + 0.67 29.82+1.14 29.13 +£2.37
300 31.80+0.77 41.65+1.97 53.29 £2.57
400 38.88+0.51 4734 +1.65 59.03 +£2.88

*Qrtalama + SD

4.3. PROLIN TAYINi

Prolin amino asidi, son yillarda bitki stres fizyolojisinde iizerinde en ¢ok ¢alisilan

bilesiklerden birisi olmustur. Bu bilesigin tuz ve su stresi altindaki bitkilerde 6nemli

oranlarda yiikseldigi ve bu sayede bitki savunma mekanizmasin1 harekete gecirerek

bitkinin strese karst koyma mekanizmasini destekledigi goriisii hakimdir [147].

Calismamizda ekstrelerdeki prolin miktarlar1 100 pg/mL derisimde etil asetatli ekstrede

diger ekstrelere nazaran daha yiiksek bir degerdedir. Ancak sulu ve etil alkollii

ekstrelerdeki degerler birbirine ¢cok yakin bir degerde bulunmustur.

Tablo 4.3: Ispitin sulu, etil alkolld, etil asetath ekstrelerinin prolin miktarlarinin prolin

ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ug/mL) *

Ekstre Miktar1 Sulu Ekstre Etil Alkolli Ekstre | Etil Asetatli Ekstre
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
5 1.77 £ 0.07 2.18 +£0.09 2.34+0.19
10 4.62+0.21 4.03+0.14 4.93+0.16
25 11.18+0.42 942+0.18 9.01 £0.30
50 16.42 +0.44 13.57 £ 0.28 13.84 £0.25
75 19.87 £0.25 17.28 £ 0.49 17.45+0.33
100 21.22+0.15 21.41+£0.40 22.06 +£0.31

*Qrtalama + SD
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4.4. E VITAMINI MIKTAR TAYINi

Yaptigimiz denemelerde etil alkollii ekstrede E vitamini miktar1 daha fazla oranda

bulundu. Sulu ekstrede E vitamini tespit edilemedi.

Tablo 4.4: Ispitin sulu, etil alkolli, etil asetatli ekstrelerinin E vitamini miktarlarinin a-

tokoferol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (mg/mL) *

Ekstre Miktar1 Etil Alkolli Ekstre Etil Asetatli
(mg/mL) (mg/mL) Ekstre(mg/mL)
0.5 429+0.26 3.22+0.19
1 9.11+0.36 6.97+0.31
2 17.43 +£0.70 11.19+0.32
3 23.77 £0.84 17.81 £ 1.41

*Qrtalama + SD

4.5. INDIRGEME GUCU

Caligmada kullanilan biitiin ekstrelerin indirgeme kuvveti Oyaizu metoduna gore
Fe™’iin Fe+2’ye indirgenmesine gore yapildi [136]. Maddelerin indirgeme giicii ile
antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal bir baglanti vardir. Bir bilesik veya
ekstrenin indirgenme kapasitesi o bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin
onemli bir indikatorii olarak bilinir. Caligmamizda 1spit ekstrelerinin indirgeme giiciiniin
ekstre miktarina bagli olarak arttig1 Sekil 4.2°de goriilmektedir. En yiiksek indirgeme
giiciine sulu ekstrenin, en diisiik indirgeme giicline ise etil asetatli ekstrenin sahip
oldugu Sekil 4.2’de gozlenmektedir. Ispitin total fenolik bilesik ve flavonoid miktari ile
indirgeme giicii arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrelerde bu deger
sirast ile (r*=0.9739, 0.9948), etil alkollii ekstrede (r*= 0.9718, 0.9993) ve etil asetatli
ekstrede ise (*=0.9617, 0.9759) olarak bulunmustur.

Yapilan bir¢ok arastirmada indirgeme giicii ile total fenolik bilesik arasinda yiiksek bir

korelasyon bulunmustur [148]. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin bir

gostergesi oldugu ileri stirlilmiistiir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da indirgeme giicii
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ile total fenolik bilesik arasinda bir iliski olmasi antioksidan aktivitenin bu bitkide

yuksek degerde oldugunu bize gostermektedir.
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Sekil 4.2: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetath ekstrelerinin ve a-tokoferoliin
indirgeme giicleri

4.6. DPPH RADIKAL GIDERME AKTIVITESI

Genel olarak kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid peroksidasyonuna
kars1 gosterdikleri antioksidan aktivitenin sonucudur. DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi hidrojen verme potansiyelinin arastirilmasit i¢in en kisa ve en ucuz

yontemlerden biridir. DPPH, bir serbest radikaldir. Bir elektron veya hidrojen radikali
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ile etkileserek stabil diyamagnetik bir molekiil olma egilimindedir [61, 62]. Calismada
DPPH radikal giderme aktivitesi Sekil 4.3-4.6’da verildi.

Calismada sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin DPPH serbest radikal giderme
aktiviteleri % inhibisyon olarak degerlendirildi ve BHA, Troloks, askorbik asid, rutin ve
kuersetinle serbest radikal giderme aktivite degerleri karsilastirildi. Bu degerler Sekil
4.3-4.6’da verildi. DPPH serbest radikal giderme aktivitesinin etil alkollii ekstrede
ekstreler arasinda en yiiksek oranda oldugu goriildii. Test edilen madde konsantrasyonu
ile antioksidan aktivitesinin dogru orantili bir sekilde arttig1 goriildi. 5., 10., 30. ve 60.
dakikalarda hesaplanan % inhibisyon degerlerinin 60. dakikada en yiiksek oranda
oldugu goriildii. Ekstrelerin serbest radikal giderme aktivitesi sirasiyla etil

alkollii>sulu>etil asetath ekstre seklindedir (Sekil 4.3-4.6).
DPPH radikal aktivitesi ile total fenolik bilesik ve flavonoid arasinda 60. dakikada sulu

ekstrede sirast ile (r=0.9418, 0.9984), etil alkollii ekstrede (r*= 0.9713, 0.9994) ve etil
asetatli ekstrede ise (’=0.8406, 0.9935) gibi yiiksek korelasyon oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.3: Ispit bitkisinin sulu, etil alkolli, etil asetath ekstrelerinin ve BHA, Troloks,
askorbik asid, rutin ve kuersetinin 5. dakikadaki % DPPH radikali giderme aktiviteleri
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Sekil 4.4: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatl ekstrelerinin ve BHA, Troloks, askorbik
asid, rutin ve kuersetinin 10. dakikadaki % DPPH radikali giderme aktiviteleri
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Sekil 4.5: Ispit bitkisinin sulu, etil alkolli, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, Troloks,
askorbik asid, rutin ve kuersetinin 30. dakikadaki % DPPH radikali giderme aktiviteleri
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Sekil 4.6: Ispit bitkisinin sulu, etil alkolli, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, troloks, askorbik
asid, rutin ve kuersetinin 60. dakikadaki % DPPH radikali giderme aktiviteleri

4.7. HIDROKSIi RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI

Standart ve ekstrelerin hidroksi radikal giderme aktivitelerinin konsantrasyonla dogru
orantili olarak arttif1 Sekil 4.7°de goriilmektedir. Calismada hidroksi radikal giderme
aktivitesi etil alkollii ekstrede en fazla, sulu ekstrede ise en az degerdedir. Ekstrelerin
hidroksi radikal giderme aktivitesi askorbik asid, BHA ve a-tokoferole gore diisiik
degerdedir.

BHA ve a-tokoferol %70-80’e yakin bir degerde hidroksi radikal giderme aktivitesi
gosterdi. Etil alkollii ve etil asetatli ekstreler ise daha diisiik oranda % hidroksi radikal
giderme aktivitesi gosterdi. Radikal giderme aktivitesi ile fenolik bilesikler ve flavonoid

miktarlar1 arasinda sirast ile ile sulu ekstrede (1*=0.9196, 0.9923), etil alkol ekstresinde
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(r’=0.9869, 0.8767) ve etil asetath ekstrede ise (1°=0.9726, 0.9502) yiiksek

korelasyonlar bulunmustur.
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Sekil 4.7: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve askorbik asid, BHA ve
a-tokoferoliin % hidroksi radikal giderme aktiviteleri

4.8. ABTS RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI

Ekstre ve standartlarin ABTS radikal giderme aktiviteleri Sekil 4.8’de goriilmektedir.
Calismada ABTS radikal giderme aktivitesi sulu ekstrede en fazla, etil asetath ekstrede
ise en azdir. Ekstrelerin ABTS radikal radikal giderme aktivitesi konsantrasyonla

artmaktadir. Standartlarin ise ekstrelere nazaran daha yiiksek oranda ABTS radikal
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giderme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. ABTS radikal giderme aktivitesi ile
total fenolik bilesik igerigi flavonoid miktarlar1 arasinda sulu ekstrede sirasiyla
(r*=0.9673, 0.9988), etil alkollii ekstrede (r’= 0.9963, 0.9669) ve etil asetatli ekstrede ise
(r’=0.9752, 0.9558) yiiksek bir korelasyon bulunmustur.
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Sekil 4.8: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve Troloks, kuersetin ve
rutinin % ABTS radikal giderme aktiviteleri

4.9. DMPD RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI

DMPD radikali giderme aktivitesi Sekil 4.9’da goriilmektedir. Calismada DMPD
radikal giderme aktivitesi etil asetath ekstrede en fazla, etil alkollii ekstrede ise en azdir.

Ekstrelerin DMPD radikali giderme aktiviteleri sirasiyla etil asetatli>sulu>etil alkollii
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ekstre seklinde siralanmaktadir. Etil asetatl ekstrenin BHA’ya yakin degerde bir DMPD

aktivitesine sahip oldugu bulunmustur.

Ispitin DMPD radikal ile total fenolik bilesik ve flavonoid miktarlar1 arasinda yiiksek
bir korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrelerde bu deger sirastyla (r*=0.9651, 0.9929), etil
alkollii ekstrede (= 0.9748, 0.9911) ve etil asetath ekstrede ise (r°=0.8933, 0.9564)
olarak gozlenmistir. Total fenolik bilesik ve flavonoid miktar1 ile antioksidan aktivite
arasinda bir iliski olmasi bitkide antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu bize

gostermektedir.
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Sekil 4.9: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve askorbik asid, BHA ve
Troloksun % DMPD radikal giderme aktiviteleri

4.10. METAL KELATLAMA AKTIiVITESI

Calismada sulu, etil alkollii ve etil asetatl ekstrelerin metal kelatlama aktiviteleri %
inhibisyon olarak degerlendirildi ve BHA, BHT, Troloks ve o-tokoferoliin metal
kelatlama aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler Sekil 4.3-4.6° da verildi. Metal
kelatlama aktivitesinin ekstreler arasinda sulu ekstrede en yiiksek oranda oldugu
goriildii. Test edilen madde konsantrasyonu arttikca metal kelatlama aktivitesinin de
arttigr gorildi. Ekstrelerin 5., 10., 30. ve 60. dakikalarda hesaplanan % inhibisyon

degerlerinden 60. dakikada zamana bagli olarak en yiiksek oldugu goriildii. Ekstrelerin
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metal kelatlama aktivitesi sirasiyla sulu>etil alkollii>etil asetathi ekstre seklindedir

(Sekil 4.10-4.14).
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Sekil 4.10: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, BHT, Troloks ve
o-tokoferoliin 5. dakikadaki % metal kelatlama aktiviteleri
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Sekil 4.11: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, BHT, Troloks ve
a-tokoferoliin 10. dakikadaki % metal kelatlama aktiviteleri
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Sekil 4.12: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, BHT, Troloks ve

o-tokoferoliin 30. dakikadaki % metal kelatlama aktiviteleri
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Sekil 4.13: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, BHT, Troloks ve

o-tokoferoliin 60. dakikadaki % metal kelatlama aktiviteleri
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Sekil 4.14: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve BHA, BHT, Troloks ve

a-tokoferoliin 10 pg/mL derisimdeki % metal kelatlama aktiviteleri

4.11. H,0, RADIKAL GIDERME AKTIVITE TAYINIi

Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina
girer ¢iinkii Fe*™ veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu,
superoksid radikalinin varlifinda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidroksi radikalini

olusturur. Bu nedenle hidrojen peroksidin ortamdan giderilmesi énemlidir.

Calismamizda BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks standartlarina karsi ekstrelerimizin
hidrojen peroksid radikal giderme aktiviteleri tayin edildi. Ekstrelerin standartlara
kiyasla onemli 6l¢iide etkili oldugu gozlendi. Calismamizda fenolik bilesik igerigi,
flavonoid igerigi ile H,O, radikal giderme aktivitesi arasinda diger antioksidan
deneylerinde oldugu gibi yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrede bu degerler

96



sirastyla (r°=0.9434, 0.9728), etil alkollii ekstrede (r*=0.88798, 0.9792) ve etil asetatli
ekstrede ise (r*=0.8933, 0.9781) olarak yiiksek bir oranda korelasyon goriilmiistiir. Sulu,
etil alkollii ve etil asetath ekstrelerde H,O, radikal giderme aktivitesinin standart olarak
kullanilan BHA, BHT, a-tokoferol ve Trolokstan yliksek oldugu goriilmektedir. Bu da

bize 1spitin iyi bir antioksidan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

50 -
45 -
40 -
35 -
30 - _
25 -
20 -
15 -

10 -

Hidrojen Peroksid Radikal Giderme Aktivitesi (%)

0 I I

BHA BHT o- Troloks Sulu Ekstre Alkolli  Etilasetatli
Tokoferol Ekstre Ekstre

Konsantrasyon (pug/mL)

O02.5 pg/mL @S5 pg/mL O7.5 pg/mL O10 pg/mL

Sekil 4.15: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetath ekstrelerinin ve BHA, BHT, a-tokoferol
ve Troloks standartlarinin % H,0, radikal giderme aktiviteleri
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412. DEMIR (IIl) - ASKORBIK ASIiD ILE INDUKLENMIS
FOSFATIDILKOLIN LiPOZOMLARININ PEROKSIDASYONU UZERINE
ANTIOKSIDAN ETKININ INCELENMESI

Ekstrenin lesitinden hazirlanan lipozomlardan olusturulan suni lipid sisteminin FeCls ve
askorbik asid ile inkiibasyonu sonucu olusan peroksid radikallerini giderme kapasitesini
Olcmek amaciyla yapilan bu deneyde fosfolipidlerden olusturulan lipozomlar, askorbik
asid ve FeCl; varliginda lipid peroksidasyonuna ugrarlar ve biyolojik olarak aktif
aldehitler (malondialdehit) olusur. Malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asidin
(TBA) raksiyona girmesi ile olusan tiyobarbitiirik asid reaktif tiirlerinin (TBARS)
pembe rengi 532 nm’de Olciilerek ekstrenin lipid peroksidasyonuna karsi aktivitesi tayin
edilir. a-Tokoferol ve ekstreler lipid peroksidasyona karsi inhibisyon aktivitesi
gosterirler.  Ekstrelerin = % lipid peroksidasyona karsit inhibisyon aktivitesi
hesaplandiginda etil asetatli ekstre>etil alkollii ekstre>sulu ekstre oldugu bulundu.

Standart olarak kullanilan a-tokoferoliin ise en fazla aktivite gosterdigi tespit edildi

(Sekil 4.16).

Calismamizda lipozom peroksidasyon ile fenolik ve flavonoid miktarlar1 arasinda yine
yiiksek bir korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrede bu korelasyon (r°=0.9780), etil
alkollii ekstrede (= 0.9980) ve etil asetath ekstrede ise (°=0.9598) olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.16: Ispit bitkisinin sulu, etil alkollii, etil asetatli ekstrelerinin ve a-tokoferol

standartinin % fosfatidilkolin lipozomlarinin peroksidasyonu inhibisyonu

4.13. FERRI IYONU REDUKLEYICi ANTIOKSIDAN POTANSIYELI (FRAP)
DENEYI

FRAP deneyinde [Fe (III) (TPTZ),]*" antioksidan tarafindan [Fe (II) (TPTZ)2]2+’ye
indirgenir. Oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda rol alan demir DNA (deoksiriboniikleik
asid), protein ve lipidlere elektron tasiyarak oksidatif hasar1 hizlandirir. Demir iyonlari
ayn1 zamanda lipid peroksidlerinin (LOOH) parcalanmalarim1  ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederek radikal zararii arttirirlar. Bu
nedenle demir iyonlarmin tutulmalar1 radikal zararlarini 6nlemede Onem tasir. Tablo
4.5°de ekstrelerin mM/L cinsinden Fe’~’nin Fe*”ya indirgenmesi olarak ifade edildi.
Elde edilen sonuglara baktigimizda etil asetath ekstre>alkollii ekstre>sulu ekstre

seklinde siralandig1 bulundu.
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Tablo 4.5: Ispitin sulu, etil alkolli, etil asetath ekstrelerinin FRAP degerlerinin
miktarlarini Fe’”’nm Fe*”ya indirgenmesi olarak degerlendirilmesi (mM/L) *

Ekstre Miktar1 Sulu Ekstre (mM/L) | Etil Alkollii Ekstre | Etil Asetatli Ekstre
mg/mL (mM/L) (mM/L)
2.0 0.360 £+ 0.049 0.514 £0.032 0.721 £0.049
4.0 0.541 £0.046 0.681 £0.028 0.780 £ 0.038
6.0 0.729 + 0.067 0.799 + 0.028 0.847 +£0.025
8.0 0.873 +£0.055 0.878 £ 0.020 0.917 £0.042
10.0 0.919 £0.077 0.938 £0.026 1.013 +£0.032

*Qrtalama + SD
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerin ¢esitli biokimyasal ve farmakolojik etkilerinin antioksidanlarla ilgili oldugu
son yillarda One siiriilmekte ve bu iliski tartisilmaktadir. Polifenolik bilesikler dogal
antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olusturmaktadirlar. Fenolik bilesikler i¢erisinde en

fazla bulunanlar flavonoid ve fenolik asidlerdir [149, 150].

Fenolik bilesikler ve flavonoidler yaygin olarak bitkilerde bulunan ve biyolojik
membrandaki lipid peroksidasyonunu inhibe eden dogal antioksidan yapilardir. Fenolik
bilesikler ve flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin serbest radikalleri giderme, metal
iyonlarla bilesik olusturma ve singlet oksijen olusumunu engelleme veya azaltma gibi
ozelliklerinden kaynaklandigi one striilmiistiir [151]. Antioksidanlar hidrojen atomu
vericisi olarak etki gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere
dontistiirtirler. Bu sekilde olusan antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik halka
tizerindeki ¢iftlesmemis elektronun yer degistirmesi ile stabilize olur. Bu nedenle

antioksidanlar molekiiler yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasirlar.

Fenolik bilesikler gidalarda buruk (prosiyanidinlerin 6-8 monomerli olanlar1) ve aci
tadin kaynagi olup proteinlerle kompleks yaparak tortu olustururlar ve berrakligi
olumsuz etkilerler. Calismamizda kullanilan 1spit bitkisinin de buruk bir tadi
bulunmaktadir. Bu da 1spitin fenolik bilesikler acisindan zengin bir bilesik oldugunu

bize gostermektedir [152].

Beslenmenin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolii uzun zamandir bilinmekte olup,
bu konu ile yapilan ¢alismalarda besinlerin ¢esitli mekanizmalarla oksidatif stresi
azalttiklar1 tespit edilmistir. Lipidlerin oksidasyonu bir¢ok besinde kalite ve tat
bozulmasina ve zehirli bilesiklerin olusmasina neden olur ve yiyeceklerin kalite ve
besin degerini disiiriir. Lipid oksidasyonu yas, membran hasari, kalp krizi ve kanserle
iligkilidir [153]. Antioksidanlar lipid oksidasyonunu engellemekte, azaltmakta veya

geciktirmektedir. Boylece hem gidalarin kalitesi korunmakta hem de bu gidalarin raf
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Omrii uzamaktadir. Oksidasyonu onlemek veya ortadan kaldirmak amaciyla gidalara
cesitli antioksidanlar ilave edilmektedir. Giinlimiizde en ¢ok kullanilan antioksidanlar
BHA, BHT, propil gallat (PG), tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) dur. Son zamanlarda
bu antioksidanlarin giivenirlikleri toksisitelerinden dolay1r sorgulanmaktadir [154].
Ayrica BHA ve BHT nin karaciger hasar1 ve kansere neden oldugu 6ne siirtilmektedir
[155, 156]. BHT disiik konsantrasyonda diisiik mutajeniteye sahiptir, fakat yiiksek
konsantrasyonda mutajenitesi onemli oranda artmaktadir [157]. BHT’nin yiiksek
dozlarda fare ve gine domuzlarinda 6liimle sonuglanabilecek i¢ ve dis kanamaya neden
olabilecegi rapor edilmistir [158]. Son yillarda sentetik antioksidanlarin mutajenik ve
kanserojen olduguna dair yapilan ¢alismalardan dolay1 dogal ve giivenli antioksidanlara

biiytik bir ilgi olusmaktadir [159-161].

Meyve ve sebzeler, iyi bir antioksidan karigimi ve kombinasyonu ile yliksek antioksidan
aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok 6nemli dogal antioksidan kaynaklari arasinda
sayllmaktadir. Meyve ve sebzeler E vitamini, C vitamini, karotenoid gibi bilesiklere
ilaveten gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip flavon, katesin, antosiyanin, izoflavon gibi
fenolik bilesikler de icermektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda insanlarda koroner
kalp hastaliklar1 ile alman flavonoid miktarlarinin iligkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bazi ¢alismalarda da kardiovaskiiler hastaliklara bagli 6liim oraninin azalmasinin
C vitamini alm ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu ve buna benzer yapilan
calismalarda kalp hastaliklar1 ile diyetsel antioksidanlarin tliketimi arasinda bir iligki
oldugu belirlenmis ve antioksidan aliminin kardiovaskiiler hastaliklarin azalmasina
neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Beslenme ile alinan antioksidanlarin rolii sadece
kalp hastaliklar1 ile smurli degildir, antioksidan kanser iligkisi ile ilgili yapilan
caligmalar, antioksidanlarca zengin sebze ve meyvelerin aliminin azalmasinin karaciger,
akciger, pankreas ve daha bircok organda kanserin gelismesinde major bir risk

oldugunu gostermistir.

Indirgeyici gii¢, bitkinin potansiyel antioksidan aktivitesinin &nemli bir gdstergesidir.
Trachystemon orientalis’in sulu ekstrelerinde indirgeyici gii¢, toplam fenolik bilesen
icerigiyle dogru orantili olarak en yiiksek bulunmustur. Ayrica ekstre miktar1 arttikca
indirgeyici gii¢ aktivitesinde de artis gozlenmistir. Bu calismada Trachystemon

orientalis’in indirgeyici giiclinlin sulu ekstre>etil alkollii ekstre>etil asetatli ekstre
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oldugu bulunmustur. Fenolik bilesik ile indirgeyici gii¢ arasinda korelasyonun olmasi

bize bitkinin gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

DPPH kararli diyamagnetik molekiil haline gelmek i¢in bir elektron veya hidrojen
radikali alan serbest bir radikaldir [162]. Serbest radikaller lipid peroksidasyonda yer
alirlar ve bircok kronik hastalikta onemli rol alirlar [20]. Bundan dolay1 serbest
radikalleri temizleme giicii 6nemli bir antioksidan ozelliktir. Nispeten kararli DPPH
serbest radikali, serbest radikalleri temizlemek i¢in kullanilabilir. Trachystemon
orientalis’in ¢aligilan ekstrelerinden, etanollii ekstrelerinin DPPH igerigi yine toplam

fenolik bilesen icerigiyle dogru orantili olarak yiiksek bulunmustur.

Trachystemon  orientalis’in ~ hidroksi  radikali giderme aktivitesi  ¢aligilan
konsantrasyonlarda sulu ekstrelerde hidroksi radikali giderme aktivitesi ¢ok diisiik
gozlenirken, etil alkollii ekstrede 100 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek hidroksi
radikali giderme aktivitesi gozlenmistir. Hidroksi radikali giderme aktivitesi etil alkollii

ekstre>etil asetatli ekstre>sulu ekstre seklinde aktivite gostermektedir.

DPPH serbest radikali dogal bilesiklerin serbest radikal siiplirme aktivitesini belirlemek
icin kullanilmasina ragmen ABTS serbest radikali genellikle ¢oziiniirlik ve girisim
sorunu ortaya ¢iktiginda ve DPPH temelli tayinler yeterli gelmedigi zaman kullanilir
[163-165]. Calismamizda ABTS radikal giderme aktivitesi en yiiksek oranda sulu

ekstrede goriilmiistiir.

Metal kelatlama kapasitesi lipid peroksidasyonda ge¢is metallerinin konsantrasyonunu
azalttigl icin onemlidir. Kelatlayici etkenlerin metal iyonun okside formunu stabilize
ederek redoks potansiyelini diisiirdiigli i¢in ikincil antioksidanlar olarak etkili oldugu
literatiirde bildirilmistir [166]. Calismamizda metal kelatlama aktivitesinin standart

olarak kullandigimiz maddelerden daha diisiik bir degerde oldugu goriilmektedir.

DMPD radikal giderme aktivite deneyi ile ¢alismada antiradikal aktivite tayin
edilmistir. DMPD radikal giderme aktivite deneyinin bir oksidan ¢ozelti varliginda ve
asidik pH’da DMPD’nin stabil ve rennkli bir radikal katyonu olusturabilmesi esasina

dayanir. Bu reaksiyon hizli ve stabildir. Antioksidan kapasitenin bir 6l¢lisii olarak kabul
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edilir. Bu nedenle bu deneme radikal hidrojen donérlerinin DMPD den single elektron
yakalama kapasitesini gosterir [140]. Calismamizda etil asetatli ekstrelerde DMPD
radikal giderme aktivitesi BHA standardi ile benzer bulundu. Etil asetath ekstrelerin ve
BHA standardinin DMPD radikal giderme aktiviteleri sirasiyla 25 pg/mL
konsantrasyonda % 22.14 ve % 23.53 ; 50 pg/mL konsantrasyonda % 29.11 ve %
27.58; 75 pg/mL konsantrasyonda % 33.09 ve % 31.39; 100 pg/mL konsantrasyonda
ise % 34.32 ve 34.58dir.

Hidrojen peroksid in vivo olarak pek ¢ok oksidaz enzimi tarafindan olusturulabilir.
Membranlardan gecebilir ve bir¢ok bilesigi yavasca okside edebilir. Hidrojen peroksidin
kendisi ¢ok fazla reaktif degildir, fakat hiicrelere toksik olabilir, ¢ilinkii hiicrelerde
hidroksil radikali olusturabilir. Kiiltiir ortaminda hiicrelere hidrojen peroksid eklemek
gecis metali bagimli, OH radikal aracili DNA hasarina neden olabilir [166].
Calismamizda 1spitin standart olarak kullanilan maddelerden daha yiiksek oranda H,O,

radikal yakalama aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada 1spittan hazirlanan sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri; hidroksi radikali, hidrojen peroksid giderme aktivitesi ve metal kelatlama
aktivitesi gibi cesitli antioksidan testler kullanilarak incelendi. Sonuglar butillenmis
hidroksianisol, butillenmis hidroksitoluen, Troloks, vitamin E gibi sentetik
antioksidanlarda karsilagtirildi. Standartlara gore en yiiksek antioksidan aktivite, H,O,
radikal giderme testinde goriildii. Diger antioksidan testlerden DPPH radikal giderici
aktivitede de etil alkollii ekstrenin standartlara yakin aktivite gésterdigi saptandi. Total
fenolik ve flavonoid, prolin en yliksek oranda ve etil asetatli ekstrede, E vitamini ise en
yiiksek oranda etil alkollii ekstrede tespit edildi. Indirgeme giicii standarda gére diisiik
olmakla birlikte en yiiksek sulu ekstrede tespit edildi. DPPH radikal giderici aktivite
deneyinde etil alkollii ekstreler standartlara yakin aktivite gosterdi. Hidroksi radikal
giderme aktivite deneyinde etil alkollii ekstre en yiiksek fakat standartlardan diisiik
aktivite gosterdi. DMPD radikal giderme aktivite deneyinde standartlardan diisiik
olmakla birlikte etil asetatli ekstrede en yliksek aktivite bulundu. Lipozom inhibisyon
deneyinde etil asetathi ekstre standartlardan diisiik fakat en yiiksek aktivite gosterdi.

FRAP deneyinde etil asetatl ekstre en yiiksek aktivite gdosterdi.
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Sonug olarak calismada ekstrelerin biitiin testlerde antioksidan aktivite gosterdigi ve bu

ekstrelerin dogal bir antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna varildi.
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