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Resim 1. Thermopsis turcica bitkisi



1. GIRIS

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli bitkiler yillardan beri halk arasinda
tedavi amach olarak kullanilmaktadir. Tahmini olarak yaklasik 13000 bitki tiiriiniin
diinya ¢apinda tedavi amacl olarak kullanildigi bilinmektedir (Pattanayak ve ark.
2010).

Baz1 kimyasal maddelerin ¢esitli sekillerde gidalarla birlikte kullanimi sonucu
insan ve hayvan saghigt koti yonde etkilenerek viicudun dogal dengesi
bozulmaktadir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). Bu sebeple, tiim diinyada ¢evre ve
sagligin korunmasi i¢in bu tlir kimyasal maddelerin kullaniminin sinirlandirilmasi ile
ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Kiigiikkurt, 2007). Dolayisiyla bitkisel gidalarin
koruyucu etkilerinin, hiicreleri dogal oksidasyon reaksiyonlarindan korudugu ve
bunu tasidiklar antioksidan 6zellikte olan maddelerden sagladiklari bilinmektedir
(Diindar ve Aslan, 2000).

Oksidanlarin arttigi veya antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda
organizmanin maruz kaldig1 “oksidatif stres”, sonucta bozulan hiicresel metabolizma,
molekiiler yikimlanma ve doku hasarini ortaya ¢ikarir (Aver ve ark. 2010).
Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin sekillenmesini baskilayarak organizmay1
zararli etkilerden korurlar. Hiicreler oksidatif hasara karsi hayati fonksiyonlarini
stirdiirmeyi bir sistem yardimi ile saglarlar (Valko ve ark. 2007). Biyolojik sistemler
katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimatik (Serbet¢i, 2007) ve
glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar sayesinde serbest radikalleri
uzaklastirirlar. Serbest oksijen radikallerin artmasi lipid peroksidasyon {iriinii olan
malondialdehid (MDA) olusumu ile sonuclanan doku hasarma sebep olur (Ozden ve
ark., 2004).



Biitiin aerobik canlilarda antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bazi
durumlarda antioksidan savunma sistemi yetersiz kalabilmektedir. Boyle durumlarda,
antioksidan bilesiklerin diyetsel olarak alinmasi gerckmektedir. Bu nedenle
giiniimiizde insanlar sentetiklerden daha ¢ok dogal antioksidanlara yonelmislerdir.
Bu baglamda, yapilan tez ¢alismasi ile endemik bir bitki olan ve bu konuda ilk kez
calisilan Thermopsis turcica bitkisinden elde edilen gesitli ekstraktlarin antioksidan
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Elde edilen bilgilerin sagligin korunmasi ve
gelistirilmesi basta olmak iizere, Thermopsis turcica bitkisinin heniiz belirlenmemis
diger oOzellikleri ile ilgili yapilacak calismalara Onemli bir temel olusturacagi

distiniilmektedir.

1.1. GENEL BILGILER

1.1.1. Baklagiller (Fabaceae)

Baklagiller (Fabaceae), Fabales takimindan ¢ogunu otsu bitkilerin olusturdugu agag
ve ¢ali tiirlerini de i¢eren biiyiik bir familyadir (Isik, 2005). Dértyiiz cins ve yaklasik
olarak 10.000 tane tiir igerir. Bakla, bezelye, soya, mercimek, fasiilye, nohut gibi
onemli besin maddeleri bu familyadandir. Baklagiller otsu bir yapiya sahip
olabildikleri gibi odunsu bir yapiya da sahip olabilirler. Akasya agaglari,
kegiboynuzu, giilibrisim gibi tiirler odunsu yapiya sahiptir. Yapraklar sapli, hemen
hepsinde almasik dizili; tiiysii, elsi veya {i¢ yaprakhidir. Kazik koklere sahiptirler.
Ana kokiin etrafinda damarlanma seklinde ikinci kokler vardir. Rhizobium
bakterileri tarafindan havanin serbest azotunu baglama o6zellikleri vardir. Boylece

bulunduklari topragin verimliligini artirabilirler (Kaya ve ark., 2002).


http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bezelye
http://tr.wikipedia.org/wiki/Soya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mercimek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nohut
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yalanc%C4%B1_akasya
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Yabani_ke%C3%A7iboynuzu&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Yabani_ke%C3%A7iboynuzu&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BClibri%C5%9Fim

Fabaceae familyasinda yer alan bitkilerin pek ¢ogu tibbi ve farmakolojik
olarak kullanilmaktadir (Demirtag, 2007). Bir¢ogu da siis bitkisi olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica boya, miirekkep, sakiz, yag, yapistirict madde, kolonya
gibi pek ¢ogunun yan iiriinlerinden yararlanilir. Proteince zengin olan tiirlerin geng
sirglinlerinde bol miktarda bulunan siiksinik asit (kehribar asiti) hayvansal
metabolizma agisindan onemlidir. Cilinkii bu asit sitrik asit dongiisiinde rol oynar
(Isik, 2005). Baklagiller (fabaceae) alkoloid, fenolik bilesikler (flavanoid), kumarin,
glikozit, steroidal bilesikler ve saponin yoniinden zengindir. Bunun yaninda ¢esitli
vitamin ve mineralleride i¢ermektedirler (Kaya ve ark., 2002; Balabanli ve ark.,
2006).

Sekil 1.; Tirkiyede yetisen baz1 baklagil (Fabaceae), tiirleri (Yarsan, 2013).

Lupinus tiirleri Tiirkiye’de yetisen 5 tiirli

vardir.
Sar1 meyan, (Thermopsis turcica),

Ac1 bakla, (Lutipinus termis) Akdeniz, Ege ve Marmara’da
Delice bakla, (Lolium sp.)

Gavur baklasi, (Lupinus albus)

Kurt baklasi, (Artamuz)

Baklagiller
Fabaceae

Leguminosae Astragalus tiirleri Tirkiye’de yaygin sekilde

bircok tiirii vardir.
Angora tirfil1, (Cystisus acutangulus)

Cal1 tirfils, (C.procumbens) Ic Anadolu, Beypazari
Kus ¢ubugu, (C.scoparius) Antalya, Kastamonu
Sakalli tirfil, (C.villosus) [stanbul, Aydin



1.1.2. Thermopsis turcica

Taksonomik agidan Sar1 meyan veya Eber sarisi (Thermopsis turcica), bitkiler
aleminin  Fabaceae (baklagiller) familyasinin Thermopsideae tribusundaki
Thermopsis cinsi iginde yer alir. Bu cins igerisinde 25 tiir bulunur. Thermopsis
turcica, Thermopsis cinsini temsil eden tilkemizdeki tek tiirdiir (Davis ve ark., 1988;
Tezcan, 2008). Rizomlu, dik, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Tiir ilk defa 1983’te Kit
Tan, Vural & Kiigiikodiik tarafindan tanimlanmistir (Davis ve ark., 1988). Diinya
Doga ve Dogal Kaynaklart Koruma Birligi (IUCN), kategorilerine gore nesli tehlike
altinda (CR) durumundadir (Cenkci ve ark., 2005).

Sar1 cigeklerinden dolay1 Eber saris1 adi da verilen bitki i¢in yore halki "ac1
meyan" anlamina gelen aci piyan ya da kisaca "meyan" anlamima gelen piyan adi
kullanir. Kokiinden serbet yapilan mavimsi mor ¢igekli meyan ise ayr1 bir bitkidir
(Anonim a, 2013). (Resim 1.)

!
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Resim 1. Thermopsis turcica bitkisi (Anonim b, 2013).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/Meyan

1.1.2.1. Thermopsis turcica’ nin Genel Ozellikleri

Thermopsis turcica, Eber Golii’niin giineyi ve Aksehir G6li’niin giineyi ve batisinda
dar bir alanda yetismektedir. Bu tiir, Papilionoideae alt familyasindaki 3 serbest
karpelli tek bitki olma 6zelligine sahiptir. Baz1 Thermopsis turcica bitkilerinin 4
karpelli oldugu da bilinmektedir (Cenkci ve ark., 2008). Bu 6zelliginden dolay1
Thermopsis turcica (Eber Sarisi) bitkisi 6nemli bir gen kaynagi niteligindedir.

Thermopsis turcica yorenin “Ekolojik Simgesi”dir (Kara, 2013).

Bitkinin yapraklar1 yaklasik 35-80 cm boyunda ti¢ yaprakgikli, gévde ve
yapraklar1 uzun yumusak tiiyliidiir. Iri sar1 ¢igeklere sahip olan bitki, Nisan sonu ve
Mayis aymda ¢iceklenir. Meyvelenme ise Haziran-Agustos aylar1 arasinda
gerceklesmektedir. Cigek durumu ug¢ kisimda, salkim seklinde; ¢canak yapraklari sik
beyaz tliylii; tagyapraklari, yaklasik 25 mm ve sar1 renklidir (Tezcan, 2008).

Thermopsis turcica, yok olma tehlikesiyle karsi karsiya olan bir bitkidir.
Bunun sebepleri arasinda, Eber go6liinlin kurumasi ve kiraz bahgelerinin
genisletilmesi sonucunda, dogal yasam alanlarinin kaybi, tarimsal faaliyetlerde
yogun yer alt1 sularinin kullanilmasi, dolayisiyla taban suyu seviyesinin azalmasi, gol
suyunun asirt drenaji sonunda sulak topraklarin tahrib edilmesi, hedef tiirlerin yer
aldig1 bolgelerde yerlesim alanlarinin genislemesi, zehirlenme, evsel ve kentsel
atiklar (¢op vb.) asir1 otlatmanin dolayh etkileri en 6nemli unsurlar olarak sayilabilir.
Biiytikbag ve kii¢likbag hayvanlar tarafindan yesil donemde yenmemekle beraber, bu
alanlarin otlatilmasi sirasinda siiriiler tarafindan basilma ve ezilme sonucu da bitki

zarar gormektedir (Dayan, 2006).

Tuz yogunlugunun yiiksek oldugu topraklarda ancak ozel fizyolojik ve
ekolojik adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmis bitkiler yasayabilir. Bitkinin yasadig

toprak icerisindeki sodyum miktarinin 656 mg/kg olmasi, diger bitkiler iizerinde



toksik etki gostermekte olup Thermopsis turcica’nin gelisimi lizerine zararli bir etki

gostermemektedir (Kara, 2013).

Thermopsis turcica (Fabaceae)’nin morfolojisi, anatomisi ve ekolojisi
lizerine yapilan ¢alismalarda; kok, govde, yaprak ve meyve morfolojisi ve anatomisi
cizilmistir. Bulgular orijinal yaymnla karsilastirilmis ve morfolojik karakterler
bakimindan fark bulunamamuistir. Bitkinin toprak iistii ve toprak alti organlarinda
mikro elementlerden Mn, Fe, Zn, Cu, Pb ve makro elementlerden P, Na, N, K oldugu
belirlenmistir. Demirin toprak {istli organlara gore, toprak alt1 organlarda daha yogun

oldugu belirlenmistir (Sinan, 2002; Tezcan, 2008).

1.1.2.2. Thermopsis turcica Bitki I¢erigi

Thermopsis genusu zengin bir lupin alkaloid kaynagidir (Ohmiya ve ark., 1974,
Koyuncu ve ark., 1993; Dayan, 2006; Tezcan, 2008). 1992 yilinda yayinlanan bir
calismada Thermopsis turcica bitkisinde alkoloid (anagirin), flovanoid, kumarin,
radyoaktif glikozit ve steroidal bilesiklerin varligi belirlenmistir. Bu bitkinin
meyvelerindeki total alkoloid miktarinin % 1.48, anagirin miktarinin ise % 0.69
oldugu bulunmustur. Ayrica bu bitkideki en fazla bulunan alkoloid olan anagirinin
ise koyunlarda teratojen etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Dayan, 2006).



1.1.2.2.1. Alkaloitler

Alkaloitler bitkilerde en fazla bulunan maddelerden birisi olup, suda az organik
¢oOziiciilerde daha c¢ok c¢oziiniirler. Canli metabolizmasi iizerinde fizyolojik etkilerde
bulunan, genellikle karmasik kimyasal yapisi olan, halka formunda ve azot i¢eren
bitkisel bazlardir (Baydar, 2005). Bitkilerde hiicre 6z suyunda erimis olarak bulunan
alkaloitler, bitki organlarinda genellikle belli bir organda (kok, kabuk, yaprak,
meyve, tohum vb.) daha yogun bir sekilde bulunurlar. Alkaloitlerin ¢ogu bir tiire
yada benzer tiirlere 6zeldir. Bu nedenle bitkilerde nadiren tek bir alkaloit vardir, gogu
kez kiigiik farklarla ayni yapiya sahip bir grup alkaloit birarada bulunabilir.
Bunlardan biri digerlerinden daha fazladir veya daha aktiftir. Alkaloitler hayvanlarda
sinir sistemi ve karaciger iizerine direkt etkide bulunurlar. Alkaloit alimiyla birlikte
hayvanlarda beyin, omurilik, sinir sistemi bozukluklar1 meydana gelerek ani oliimler

gortilebilir (Bertucat ve Ertan, 1975; Balabanl ve ark., 2006).

1.1.2.2.1.1. Lupin Alkaloit

Kinolizidin veya papilionaceae alkaloitleri olarakta isimlendirilirler. Fabaceae
familyasinin bir¢ok tiir ve yapisinda bulunurlar. Bitkilerde bulunan yaklasik 7000
tane alkoloidin % 2’ sini Lupin alkaloidler olusturmaktadir. o Pridon tipi Lupin
alkaloidin sentezi lupaninin 5,6 dehidrolupanin’e doniismesi ve bu bilesigin daha
sonra anagirin, rombifolin, sitisin ve N-metilsitisin’e doniismesi ile olur (El-shazly
ve ark., 2001; Bunsupa ve ark., 2012). Lupin alkaloidlerin patojenlere karsi bitkiyi
korudugu saptanmis olup epiderma hiicrelerinde depolanmasi, kimyasal savunma
bariyeri olusturmasi acisindan oOnemlidir. Yapraklarda herhangi bir yaralanma
karsisinda 2-4 saat icersinde Lupin alkaloid miktarinda 6nemli artis gézlenmektedir.

Ancak bu savunma sistemi igersinde Lupin alkaloit 6zellikle yaprak kloroplastlarinda



olmak tizere bitkinin toprak listli yesil kisimlarinda sentezlenmeye baglayarak, diger
organlara da yayilmakta ve boylece bitkinin tiim kisimlarinda gelisme periyoduna ve
mevsime bagh olarak degisen oranlarda bulunmaktadir (Wink ve ark., 1983; Tosun
ve ark., 1989) .

Matrin, oksimatrin, N-Metilsitisin gibi lupin alkaloid tasidig1 bilinen Sophora
flavescens (fabaceae) kokleri ditiretik, antipiretik ve analjezik olarak
kullanilmaktadir. Lupin alkaloidlerden anagirinin ise teratojenik etkili oldugu
bilinmektedir. Lupin alkaloidler bakteriostatik ve fungustatik aktivite de
gostermektedir. Lupin alkaloidin ot¢ul hayvanlara karsi uzaklastirici etkisi olup
bakterilerin ve mantarlarin biiyiimesini inhibe etmektedir. Ayrica diger bitkilerinde
filizlenmesini Onleyici bir etkisi vardir. Lupin alkaloid tasiyan bitkilerin ve saf
alkaloidin salyangozlara kars1 uzaklastirici etkisinin oldugu da saptanmistir (Keeler

ve ark., 1986; Tosun ve ark., 1989).

1.1.2.2.1.2. Anagirin

Perkloratla izole edildiginde renk vermeyen ve bazilar1 1s1ikta birakildiginda mat sar1
parlak bir sekilde goriiniir. Sitisin ferrik kloridle kirmizi renk vermesi ve aktif
olmayan bir oksijen atomu bulundurmasiyla anagirine benzer. Hidrojenleme ile ayirt
etme yontemi kullanildiginda anagirin ile sitisine’nin yakin akraba oldugu anlagilir.
Anagirinin formiili, sitisine’nin son C4Hg yapisina yeni bir piperidin bilesiginin ya

da metilpirolidin halkas1 eklenmesiyle olusur (Giiner, 2011).



1.1.2.2.1.3. Sitisin

Su, alkol ve kloroformda ¢oziinebilir ancak eter ve benzende ¢oziinemez. Kuvvetli
bir alkalini baz olup iyi kristallenebilen sulangan tuz formlarindadir. Sitisine
nitratlanabilir ve aminositisine doniisme yoluyla diazotize olabilir. Bu ve
dibromositisine’nin karakteristik 6zellikleri aromatik bir ¢ekirdek bulundurmalariyla

aciklanir (Giiner, 2011).

Sitisin igeren Sophora secundiflora (fabaceae) tohumlar1 ve Cytisus
canariensis (fabaceae) ¢igeklerinin hallusinojenik aktivitede oldugu belirtilmis ise de
Sitisin’in daha ¢ok nikotine benzer bir etki gosterdigi kanitlanmigtir. Ayrica Sitisin’in
kobaylarda yapilan deneylerde ileum kontraksiyonunu artirdigi bulunmustur. Lupin
alkoloidlerden lupin’in asit kloriirle reaksiyonu veya benzoat esterleri ile reaksiyonu
sonucu yiiksek lokal anestezik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Hatfield ve
ark., 1979).

1.1.2.2.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde fazla miktarda bulunur, bécek ve hayvan zararlarina
kars1 bitkiyi korurlar. Fenolik asitler; flovanoidler, isoflavanoidler, tokoferoller ve
tanen bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerdendir (Aydin, 1996; Balabanli ve ark.,
2006). Bu bilesikler arasinda yer alan flavanoidler, tanninler, hidroksisinamat
esterleri ve lignin bitkilerin yapisinda bol miktarda bulunur. Polifenollerin
tokoferoller ve askorbata gore in vitro olarak daha 1yi antioksidan oldugu
gosterilmistir (Ince ve ark., 2012). Antioksidan 6zelliklerini iyi birer hidrojen veya

elektron vericisi olmalari, zincir kirict Ozellikleri ve gecis metalleri ile selat
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olusturmalart ile gosterirler. Membranlarin akiciligini azaltarak ve lipitlerin yer alig
sirasini diizenleyerek ve serbest radikallerin hiicreye diflizyonunu engelleyerek
peroksidasyon reaksiyonlarini durdururlar. Ayrica bitki hiicrelerindeki hidrojen
peroksit (H202)’nin temizlenmesi reaksiyonlarina da katilirlar (Caylak, 2011). Bunun
disinda bitkilerde bulunan fenolik bilesikler okside olarak aminoasitlerle birlesir ve
cinko gibi bazi mineral maddelerin, besin maddelerinin yararlanilabilirligini
azaltirlar. Olusan {riinler, yemlerde istenmeyen koyu rengin olusmasina sebep

olurlar (Itokura ve ark. 1988).

Fenolik bilesikler dogal antioksidan madde ozelligi de gostermektedirler.
Serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 durdurarak veya engelleyerek kanser,
kalp ve akciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliklarin olusumuna engel olurlar (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008; Vinay ve ark, 2010; Nizamlioglu ve Nas, 2010; Tarko ve
ark, 2013).

1.1.2.2.3. Kumarin

Kumarin ve tiirevlerine bitkilerde tek baslarima veya baska molekiillerle bilesik
halinde yaygin olarak rastlanilir. Biyolojik aktivitelerinin yani sira kumarin halkasina
takilan stibstitiientler kumarin bilesigine giiglii flouresans 06zellik kazandirirlar.
Kumarin bilesiklerinin en 6nemli 6zelligi canlilarda pithtilasmay1 geciktirici olarak

kullanilmasidir (Giindiiz, 2009; Karatas, 2011).

Kumarin bilesiginin 3 konumuna fenil grubunun takilmasiyla elde edilen
kumarin tiirevlerinin kuvvetli antioksidan ve dstrojen etki gosterdikleri gdzlenmistir.

Ancak hayvanlar {izerinde yapilan deneylerde toksik etki gosterdigi belirlenince Gida
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ve Ilag Birligi (FDA) tarafindan 1954 yilinda kullanimi yasaklanmistir (Giindiiz,
2009; Gumiis ve ark. 2010; Karatas, 2011).

1.1.2.2.4. Glikozitler

Bitkilerde bulunan glikozitler bitkilerin gelisme ¢agi, iklim ve giibreleme kosullarina
gore degisebilmektedir. Glikozitler seker veya karbonhidrat olmayan bir grubun ester
baglar1 ile baglanmasindan olusmus, enzim ve seyreltik asitlerin etkisiyle seker
olmayan bir kisim ile bir veya daha fazla seker molekiiliine ayrilan bilesiklerden
olusurlar (Baydar, 2005). Baz1 glikozitlerin etkisi, hayvanlarin sindirim sisteminde
bulunan enzimlerin bu maddeleri hidrolize etmesi sonucu ortaya g¢ikmaktadir.
Glikozitler hidrolize olunca toksik siyonidli bilesiklere doniismektedirler. Insanlarda
glikozid igeren siitlerin tiiketilmesi sonucu 06zellikle tiroid bezinde biiyiime

olusabilecegi bildirilmistir (Balabanl ve ark. 2006).

1.1.3. Thermopsis ve Tiirleri le Tlgili Yapilmis Bazi Calismalar

Thermopsis turcica’nin yaprak, kok, goévde kisimlarindan hekzan, etil asetat,
methanol ve dietil eter ekstraktlar: hazirlanarak 8 bakteri ve 1 mantar suslarina karsi
antimikrobiyal ve antifungal aktivitesini degerlendirmek amaci ile yapilan bir
calismada, biyootografi ve disk difiizyon deneyleri kullanilmigtir. Thermopsis
turcica’ nin temel metabolitlerinden olan alkaloidler, kaba ekstraktlardan metanol
ekstraktinda bulunmustur. Bu sonuglardan disk diflizyon testinde 100 mg/ml

tohumun, hekzan, methanol ve dietileter ekstraktlarinda tiim mikroorganizmalarin
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biiylimesini baskilayici 6zelliginin oldugu goriilmiistiir. Biyootografik deneyde kok
ve govdenin methanol ekstraktlarinda Staphlococus aureus’a karsi yiiksek oranda

bakteri tiremesini baskilayici 6zellikler bulunmustur (Korcan ve ark., 2009).

Thermopsis turcica sulu ekstrelerinin mutajenik etkilerinin Ames testi ile
belirlenmesi ile ilgili bir ¢alismada, Thermopsis turcica’ nin su ekstrelerinde
mutajenite ve yaprak ekstrelerinde mutasyonu artiric1 6zellik bulundugu sonucuna

vartlmistir (Liman ve ark., 2012).

Thermopsis turcica bitkisinin biiylime parametreleri, lipit peroksidasyon,
prolin ve klorofil icerikleri lizerine tuz stresinin etkilerinin incelendigi calismada, tuz
stresi, bilyiime parametrelerinin tamaminda (kok-gévde uzunluk, yas-kuru agirlik)
azalmaya sebep olmustur. Yapilan deneyler sonucunda Thermopsis turcica
fidelerinin bagil su igerigi, tuz stresinin uygulama siiresine ve konsantrasyonuna
bagli olarak azalmistir. Tuz stresine maruz birakilan Thermopsis turcica’nin lipid
peroksidasyon (MDA) diizeylerinde ©6nemli derecede artis meydana gelmistir.
Thermopsis turcica’nin 7. ve 14. giin hasatlarindaki kontrol gruplarinin prolin
diizeyleri degismemis ancak 100 ve 200 mM tuz uygulanan gruplarda prolin
diizeylerinde artis meydana gelmistir. 14 giin boyunca 100 mM NaCl ve 200 mM
NaCl uygulanan gruplarda ise klorofil-a ve klorofil-b diizeyinde azalma meydana
gelmistir. Toplam klorofil igerigi de tuz konsantrasyonun siiresine bagli olarak
azalmistir. En son olarak karotenoid igeriginin de tuz stresine bagli olarak azalma

oldugu gozlenmistir ( Kara, 2013).

Endemik Thermopsis turcica bitkisinin total antioksidan kapasite, toplam
fenolik igerigi ve serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin invitro incelendigi ¢alismada,
Thermopsis turcica’ nin aseton ve metanol extrelerinin belirli bir radikal siipiiriicii
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu etkinin de extrelerin icerdikleri total fenolik

madde miktariyla iliskili oldugu diigiiniilmektedir. Thermopsis turcica’ nin aseton
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extresinin metanol extresine gore yogun fenolik madde igerdigi ve daha iyi radikal
stiptiriici  etki  gosterdigi diisliniilmektedir. Ayrica metanol extresinin total
antioksidan kapasitesinin, aseton extresine gére daha fazla oldugu belirlenmistir
(Aksoy ve ark., 2013).

Endemik Thermopsis turcica bitkisinin in vitro antioksidan aktivitesinin
incelendigi caligmada, bitkinin farkli polaritedeki ¢oziiciilerde etanol, metanol, etil
asetat, hekzan ve su ekstreleri hazirlanmis ve Difenilpikril hidrazin (DPPH) siipiiriicii
aktivite, B karoten/ linoleik asit sistemi ve indirgeme giicii yontemleriyle antioksidan
aktivite belirlenmistir. Elde edilen sonu¢lar standart antioksidan olarak bilinen BHT
(biitillenmis hidroksi toluen) sonuglari ile karsgilagtirtlmigtir. Sonug olarak, en yiiksek
antioksidan aktivite etil asetat ve metanol (% 93-%92 inhibisyon etkisi) ekstrelerinde
gozlenmistir. Ancak Hekzan ekstresinde antioksidan aktivite gozlenmemistir (Bali ve
ark., 2009).

Thermopsis cinslerinden olan Thermopsis chinensis’ in kimyasal yapist ile

ilgili yapilan bir caligmada bitki iceriginde alkoloidlerin bulundugu belirlenmistir
(Bunsupa ve ark., 2012).

Thermopsis turcica igeriginde bulunan anagirin’in koyunlarda teratojen etkiye
sahip oldugu bildirilmistir. Thermopsis tiirleri tibbi bitki olarak kullanilmakta iken
(Dayan, 2006) yapilan g¢alismalarda bu genusun diger iiyelerinin tohumlarinin
cocuklar tarafindan yenmesi sonucu zehirlenmelere sebep oldugu bulunmustur (Mc
Grath- Hill ve Vicas, 1997; Spoerke ve ark., 1988; Dayan, 2006). Bu genusun
tiyelerinden biri olan Thepmopsis montana’da bulunan anagirin, termopsin, 5,6-
dehidrolupanin, sitisin ve N- metil sitisin alkoloidlerinin, sigirlarda bitkinin yenmesi
sonucu olusan miyopatiden sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Bu etkinin bitki
igeriginde bulunan alkoloidlerin (anagirin ve sitisin) doz ve siddeti ile ilgili

olabilecegi diisiiniilmiistiir (Keeller ve Baker, 1990; Dayan, 2006).
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Thermopsis montana kurutulmus oziitlerinden hazirlanan sulu stispansiyon
0.6-2.8 g/kg/giin seklinde 9 giin boyunca sigirlara oral olarak verilmistir. Calisma
sonunda sigirlarda depresyon, mide bulantisi, géz kapaklarinda sisme, karinda
gerginlik, tiiylerde kabalasma, siirekli yatma oldugu goriilmiistiir. Ayrica sigirlarin
Aspartat Aminotransferaz (AST), Kreatin Fosfakinaz (CPK) ve Laktat Dehidrojenaz
(LDH) seviyesinde artma oldugu belirlenmistir. Bitki igeriginde bulunan 4 g¢esit
alkaloid (N-metilsitisin, sitisin, thermopsin, anagirin)’ in bu etkiden sorumlu

olabilecegi kanaatine varmislardir (Keeler ve ark., 1986).

Thermopsis montana kurutulmus oziitleri gavaj yolu ile 10 adet buzagiya
giinliik tek doz 1 g/kg seklinde verilmistir. Baslangictan sonraki 2-4 giin icersinde 6
buzag1 6lmiis ve kalan 4 buzagida ¢aligmanin bitmesi beklenmeden 6ldiiriilmiis doku
ve kan ornekleri incelenmek iizere alinmistir. Sonug olarak, bitkinin verilmeye
baslamasi ile birlikte serum kreatin kinaz (CK) ve aspartat transaminaz (AST)
aktivitelerinde dnemli artis oldugu belirlenmistir. Ancak buzagilarin higbirisinde kas
dejenerasyonu goriilmemis, aksine kas liflerinde yenilenme belirtileri gézlenmistir

(Baker ve Keeler, 1989).

1.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, en dis orbitalinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron
tasiyan atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller kisa 6miirlii yapilardir (Chanda
ve Dave, 2009). Ancak yapilarindaki kararsizlik nedeni ile ¢ok aktif yapili
olduklarindan tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilirler. Reaktivitelerinden dolay:
diisiik konsantrasyonlarda bulunan serbest radikaller olduklar1 yerden daha uzaga
gidemezler. Serbest radikallerin reaktiviteleri sicaklikla ve ¢evredeki molekiillerin
konsantrasyonu ile degisebilir (Halliwell ve Whiteman, 2004; Tiir, 2008). Serbest

radikallerin olusum mekanizmasi ii¢ gesittir; kovalent baglarin kirilmasi, normal bir
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molekiiliin elektron kaybetmesi ve normal bir molekiile elektron transferi ile
gerceklesir (Bozdemir, 2007; Ardag, 2008). Radikaller bir kez olustuktan sonra diger
molekiilerle ve diger radikallerle degisik etkilesimlerle reaksiyona girebilirler. Bu
reaksiyonlarin 6zelligi radikalin yiiksek konsantrasyonda olmasina, radikalin tek
elektronunun yer degistirmesine ve radikalin etkilesime gececegi molekiilde zayif
baglarin bulunmasma baghdir (Valko ve ark., 2007; Kiliggiin, 2008). Serbest

radikaller hiicrede endojen ve eksojen kaynakli olarak bulunabilirler;

Endojen kaynaklar; mitokondriler, endoplazmik retikulum, peroksizomlar,
fagositler, hiicre membranlari, otooksidasyon reaksiyonu, enzim reaksiyonlari,

solunumsal patlama (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Eksojen kaynaklar; toksik kimyasal maddeler, radyasyon, antineoplastik
ajanlar, ¢evresel faktorler, fotokimyasal hava kirliligi, hiperoksi, bocek ilaglari, tiitiin,
¢oziciiler, anestezik maddeler, ilag oksidasyonlar1 (Giider, 2008; Kiliggiin, 2008;
Tiir, 2008).

1.2.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci
(PO.), ozon (O3) ve azot dioksit (NO2"), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi
uyarilarin  etkisiyle artan Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA), karbonhidrat ve enzim gibi tim 6nemli smiflar1 ve
tim hiicre komponentlerine etki ederler (Altimisik, 2001; Naphade ve ark., 2009;
Lobo ve ark., 2010).
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Siiperoksit radikali (O2) ve hidroksil radikali (OH") sitoplazma, mitokondri,
niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi
artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplar1 ve diger
amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside
olur (Altinisik, 2000; Cordeiro, 2013). Serbest oksijen radikallerinin tiim bu
etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve
serbest radikallerin artig1 hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir (Cordeiro, 2013).
Iskemi sonrasinda reperfiizyon da ROS artisina bagl olarak iskeminin olusturdugu
hiicre hasarmi artirir (Yilmaz, 2006; Bozdemir, 2007). Bagisiklik sisteminin
zayiflamasi1 sonucu, kanser, diabetes mellitus, serebrovaskiiler bozukluklar gibi
serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasart olusur. Bu hasarin bir¢ok
kronik hastaligin olusmasma sebep oldugu diisiiniillmektedir (Bozdemir, 2007;
Chanda ve Dave, 2009).

1.2.1.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu™ denir. Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan
biyolojik yapilardir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift
baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda
yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar (Jureta, 2003).
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon firiinleri olustururlar. Hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri poliansatiire yag
asitleridir (Ince ve ark. 2012). Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid
serbest radikalleri (L*) ve lipid peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi, ROS’un
neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Lipid serbest

radikalleri, dayaniksiz bir bilesiktir ve bazi degisikliklere ugrar. Lipid serbest
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radikalleri’ nin molekiiler oksijenle reaksiyona girmesi sonucu (LOO") meydana gelir
(Ttr, 2008). Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de
aciga cikan hidrojen atomlarmi alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve

boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder (Uzar, 2006; Yilmaz, 2006).

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar. Ug¢ veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda Malondialdehid (MDA)
meydana gelir (Yilmaz, 2006).

Malondialdehit kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun onemli bir
gostergesidir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve ftrettigi reaktif aldehitlerle
indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bdylece doku hasarina ve bircok

hastaliga neden olur (Altinisik, 2001; Tiir, 2008).

1.2.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 yag asitlerinden daha az hassastirlar. Proteinlerin
serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusur (Uzar, 2006; Kurt, 2008). Serbest radikallerin etkileri sonunda,

yapilarinda fazla sayida distilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin
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gibi proteinlerin tersiyer yapilart bozulur, normal fonksiyonlarin1 yerine
getiremezler. Prolin ve lizin ROS iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de
serbest radikallerden énemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin Oz~
veya H20; ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (Altinisik, 2001;
Pugazhenthi ve ark., 2006).

1.2.1.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. OH" deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan H20:
membranlardan gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicresel
fonksiyonlarin yapilamamasina ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. ROS, DNA’ nin
oksidatif hasar1 sonucu mutasyonlara, kromozom anomalilerine, kanserlere,
yaslanma ve ¢esitli hastaliklarin olusumuna sebep olabilir (Pugazhenthi ve ark.,
2006; Yilmaz, 2006).

1.2.1.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle c¢esitli {irlinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik siireclerde dnemli rol oynarlar. Glukoz, mannoz ve deoksi
sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, Oz~ ve H202’i olustururlar
(Tiir, 2008). Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, ¢esitli deri hastaliklari, kanser gibi bir¢ok hastalikta ve yaslilikta

serbest radikal {iretiminin artti1, antioksidan savunma mekanizmalarimin yetersiz
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oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu hallerde serbest radikal artiginin sebep mi yoksa

sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir (Altinisik, 2001; Tiir, 2008).

Serbest radikaller hiicrede enerji sistemlerini etkileyerek ATP (Adenozin
trifosfat) seviyelerinde azalmaya sebep olurlar. Glikolitik ve mitokondrial yol
engellenir. Glikolitik yolla ATP sentezinin baskilanmas1  gliseraldehit-3-
dehidrogenaz enziminin yeterince salgi yapamamasina sebep olur, bu olay NAD
(Nikotinamid adenin diniikleotit) Seviyesinin azalmasi sonucu olusmaktadir. ATP
sentetaz aktivitesinin azalmasi mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP

sentezini bozmaktadir (Y1lmaz, 2006).

1.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmas1 sirasinda az miktarda olusan
027, H202 ve OH-"dir (Halliwel, 1991; Diindar ve Aslan, 2000; Ardag, 2008). Reaktif
oksijen tiirleri, c¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R’),
peroksit radikalleri (ROQO"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS"), siilfenil
radikalleri (RSO"), tiyil peroksit radikalleri (RSO2") gibi gesitli serbest radikallerin
olusumuna neden olurlar (Granot ve ark., 2004; Devrim, 2005).

Sekil 2. Oksijenin indirgenmesi (Antmen, 2005).

O2+e "H" —» HOy' Hidroperoksil radikali

HO," — H" + Oy° Siiperoksit radikali

02" + 2H" + e — H202 Hidrojen peroksit

H,O, +e— OH"+ 'OH Hidroksil radikali

‘OH+e+H"— HO
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1.3.1. Siiperoksit Radikali (O2")

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamus iki elektron icerir. Bu elektronlar
paylasilmadiginda, ayr1 ayr1 orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayni yonde
oldugu zaman en diisiikk enerji seviyesindedirler. Bu dig orbitallerden her biri birer
elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu
(0, iki elektron almasi ile de peroksit anyonu (O2%) olusur. Siiperoksit radikali bir
oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir, boylece olusan peroksit anyonu
ortamdan iki proton alarak H2O: olusturabilir. Diger taraftan, siiperoksit radikali
aldig1 elektronu baska bir elektron alictya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve
boylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir. Ayrica iki siiperoksit radikali
birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri ise indirgenir ve boylece H202 ve O

meydana gelir (Demple ve Harrison, 1994; Cetinkaya, 2013):

02"+ 02+ 2H" — H.0; + O

Siiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir (Tiirel, 2007).

Baslica su mekanizmalarla iiretilmektedir:

(a) Indirgeyici o6zellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotitler gibi ylizlerce biyolojik molekiil aerobik

ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

(b) Basta ¢esitli dehidrojenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin

katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.
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(c) Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadar1 sliperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene

elektron kacaginin olmasidir.

(d) Aktive edilen fagositik 16kositler, bol miktarda siiperoksit iireterek fagozom igine
ve bulunduklar1 ortama verirler. Hiicresel kosullarda iiretilen siiperoksit, oksitleyici
veya indirgeyici olarak davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom-C ye

veya bir radikale verirse tekrar oksijene oksitlenir.

Sit ¢ (Fe**) + O~ — 02 + Sit ¢ (Fe?*)

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana

getirebilir.

Cu+ + O, — Cu?" + Oz~ (Scheibmeir ve ark., 2005; Bozdemir, 2007).

1.3.2. Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, stiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya
molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir (Tiir, 2008).
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02" +e + 2H+ 7 H,0O,

O; +2.e +2H" =———= H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi, siiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar

(Antmen, 2005).

2 02.- + 2H+ ——————~— H)0, + 02

Bu reaksiyon, radikal olmayan iriinler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da SOD enzimi tarafindan
katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise

spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH'da daha

belirgindir (Altinisik, 2001).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROS kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda &nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe?* veya diger gegis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, Oz” varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest hidroksil radikali (OH") olusur
(Bozdemir 2007; Altug, 2009).
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Fenton Reaksiyonu

Fe2t + | H202 = Fe¥*+ | OH | + OH"

Haber- Weiss Reaksiyonu

mo, | N\ 7 OH-

0 + T 02 + H,O +

Stiperoksit radikalinin lipid solubilitesi sinirli oldugu halde hidrojen peroksit
lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan

fakat Fe?* iceren membranlarda hasar olusturabilir (Tiir, 2008).

1.3.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi ve H202” nin UV 1s1gima maruz kalmasi sonucunda da olusabilir

(Devrim, 2005).

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan tiiriidiir, yarilanma émri gok
kisadir. Hidroksil radikali olasilikla ROS’ un en giicliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller
ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak RS’, karbon R, organik
peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olusmasina ve buna bagli olarak hiicre
hasar1 olusumuna neden olur (Hajieva ve Behl, 2006; Altinisik, 2001).
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R-SH+ OH® =——— RS +H»0

-CHy + OH’ ——————-CH" + H,0O (Tﬁr, 2008)

1.3.4. Nitrik Oksit (NO’)

Nitrik oksit enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den
sentezlenir. Nitrik oksit pek ¢ok memeli hiicre ve dokusunun fonksiyonlarini
diizenlemede rol alir. Nitrik oksit eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen
bir¢ok biyomolekiil ile kolayca tepkimeye giremez bu ylizden tam radikal 6zelligi
tasimaz. Renksiz bir gazdir (Demple ve Harrison, 1994; Kesik, 2004; Antmen,
2005).

1.3.5. Singlet Oksijen (*O2)

Singlet oksijen, eslesmemis elektron igermedigi icin serbest radikal degildir
(Bozdemir, 2007). Ancak reaktif oksijen tiirleri arsinda yer alan *O; serbest radikal
reaksiyonlarimin baslamasina neden olmasi agisindan onem tasimaktadir (Antmen,

2005; Tiir, 2008).

1.4. Lipid Peroksidasyonu (Malondialdehid -MDA)

Serbest radikallerin lipitler lizerine yaptigi etki lipid peroksidasyonu (LP) olarak
isimlendirilir (Fidan, 2007). Reaktif oksijen tiirleri, coklu doymamis yag asitleri’nin

cift baglari ile reaksiyona girerek lipid hidroperoksitlerini olustururlar (Avci ve ark.,
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2010). Peroksidize olmus c¢oklu doymamis yag asitlerinin belli bash ikincil
oksidasyon {irlinlinden biri MDA’ dir (Al-fawaier, 2009). Lipit peroksidasyonu,
baslama, ilerleme ve sonlanma olmak iizere ii¢ sathali bir reaksiyon zinciridir. Bir
membranda lipit peroksidasyonu’ nun baslamasi, bir hidrojen atomu kopartacak
reaktivitesi olan herhangi bir reaktif tiirle ger¢ceklesebilmektedir. Hidrojen atomunun
koparilmasindan sonra, hidrojen atomunun tek bir elektronunun olmasindan dolay1
karbon atomunda ortaklanmamis bir elektron kalmaktadir (Seven, 2008; Goncii
2010). Cok doymamis yag asitindeki karbon radikali, molekiiler bir diizenlenim
gecirerek bir konjuge dien olusturmaktadir. Bu da Oz ile ¢cabucak reaksiyona girerek
bir hidroperoksi radikali olusturmaktadir. Bu radikal diger lipit molekiillerinden
hidrojen atomlar1 koparmakta ve bodylece lipit peroksidasyonunun zincir
reaksiyonlar1 devam etmektedir. Hidroperoksi radikali bir hidrojen atomu ile
birleserek bir lipit hidroperoksit olusturmaktadir. Cesitli hastaliklarda MDA
diizeylerinin artmasi, serbest radikallerin verdigi hasarin bir gostergesidir (Koksal ve

ark., 1999; Goncii, 2010).

1.5. OKSIDAN — ANTIOKSIDAN SISTEM

Reaktif oksijen tiirleri olusumunu ve bunlarin sebep oldugu zararlar1 engellemek igin
gelistirilmis savunma sistemleri vardir. Bu mekanizmalar "antioksidanlar" veya

"antioksidan savunma sistemleri" olarak bilinirler (Diindar ve Aslan, 2000).

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki gosterirler. 1) Toplayict Etki; Serbest
oksijen radikallerini tutma veya etkilerini zayiflatarak yeni bir molekiile
dontistiirerek. 2) Bastirict Etki; Serbest oksijen radikalleriyle etkilesime girip onlara
bir hidrojen vererek aktivitelerini azaltarak veya inaktif hale donistiirerek.

Vitaminler ve flavanoidler buna 6rnek gosterilebilir. 3) Zincir Kiric1 Etki; Serbest
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oksijen radikallerini baglayp zincirlerini kirarak fonksiyonlarmi kaybederler.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler. 4) Onarici
Etki; Serbest radikallerin meydana getirdigi hasarin onarilmasini saglayarak (Kesik,

2005; Giider, 2008).

1.5.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Glutatyon (GSH) 2) Siiperoksit
Dismutaz (SOD) 3) Katalaz (CAT) 4) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px). 5) S-
Transferazlar (GST). 6) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi. 7) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Seruloplazmin 2)
Transferrin 3) Miyoglobin 4) Hemoglobin 5) Ferritin 6) Bilirubin 7) Sistein 8)
Metiyonin 9) Urat 10) Laktoferrin 11) Albiimin 12) Melatonin (Diindar ve Aslan,
2000; Ardag, 2008).

1.5.1.2. Glutatyon (GSH)

Gulutatyon karacigerde genetik bilgiye ihtiyag olmadan sentezlenebilen bir
tripeptitdir. GSH ¢ok 6nemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde de rol alir. Ayrica proteinlerdeki
stilthidril (-SH) gruplarin rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur,

bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
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yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu
da saglar (Meister, 1994; Bakkaloglu, 2007). Glutatyon eritrositleri, 16kositleri ve

g0z lensini oksidatif strese kars1 korumada hayati 6neme sahiptir (Ttir, 2008).

1.5.1.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, (EC 1.15.1.1, EC-SOD) O~ serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

Stiperoksit dismutaz katalitik aktivitesi yiikksek bir enzimdir (Fridovich, 1975;
Bozdemir, 2007; Giider, 2008).

SoD
202" +2H"  —— H02+ 02

Insanda SOD’un iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde
bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD
mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz. Genel
olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dur (Sun ve ark., 1988;
Antmen, 2005).

Siiperoksit dismutaz'in fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden
hiicreleri Oz~ serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi
korumaktir. SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol
oynar (Halliwell, 1974; Kesik, 2004). Siiperoksit dismutaz aktivitesi,yliksek oksijen
kullanim1 olan dokularda fazladir ve doku POz artisiyla artar. Stiperoksit dismutaz' in

ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diistiktiir (Atalay, 2012).
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Cu-Zn SOD'm spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde
yiikksek, prematiirelerin ve yaslhilarin eritrositlerinde ve psoriyazisli hastalarin

l6kositlerinde diistik bulunmustur (Aliyev, 2005; Giider, 2008).

1.5.1.4. Katalaz (CAT)

Katalaz (H202 :H20> oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi suya ve

oksijene pargalar (Cimen ve ark., 2005; Yavaser, 2011).

Katalaz

2H20> 2H,0 + O»

Y

Granulomato6z hiicrelerde CAT, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi
koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan H202’yi OH" serbest radikali olusumunu

onlemek i¢in ortadan kaldirir (Nakazawa ve ark., 1996; Tiirel, 2007).

1.5.1.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. GSH-Px (glutatyon: H20: oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9), hidroperoksitlerin

indirgenmesinden sorumlu enzimdir (McCord, 2000; Seven, 2008).
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GSH-Px

H20, + 2 GSH 2 H20 + GSSG

GSH-Px

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H20
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adli enzim
monomerik yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere

indirger (Pigeolet ve ark., 1990; Antmen, 2005).

PLGSH-Px
H20, + 2 GSH 2 H20 + GSSG
PLGSH-Px
ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H20
PLGSH-Px
PLOOH + 2 GSH -— GSSG + PLOH + H20

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz membrana bagli en 6nemli
antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona karsi korur

(Antmen, 2005).

Glutatyon peroksidaz'in fagositik hiicrelerde de énemli fonksiyonlar1 vardir.
Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar goérmesini 6nler (Pigeolet ve ark.,

1990; Tiirel, 2007).
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Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili
antioksidandir. Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda, hipertansiyonlu hastalarda ve
Down sendromlularda yiiksek, prematiirelerde diisiik bulunmaktadir (Benzer ve
Ozan, 2003).

1.5.1.6. Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px (EC 1.6.4.2) vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis GSH’ya doniisiimiinii

katalize eder (Antmen, 2005).

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H* -— 2GSH + NADP*

1.5.1.7. Glutatyon S-Transferazlar (GST)

Glutatyon S- transferazlar, (EC 2.5.1.18) kodlu ve her biri iki alt birimden olusmus
bir enzim ailesidir. GST’ ler, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak
tizere lipid peroksitlerine kars1 selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir

antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Tirel, 2007).

GST
ROOH + 2GSH -— GSSG + ROH + H0O
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Glutatyon S- transferazlar katalitik ve Kkatalitik olmayan ¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici
baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Glutatyon S- transferaz’lar, karacigerde reaktif ara
tirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii

katalizlerler (McCord, 2000).

1.5.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak {iizere
smiflandirilabilirler. Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) o-tokoferol
(vitamin E) 2) B-karoten 3) Askorbik asit (vitamin C) 4) Folik asit (folat) (Diindar ve
Aslan, 2000; Ardag, 2008). Ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidantlar: Ksantin
oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, Rekombinant siiperoksit
dismutaz, Trolox — C (vitamin E analogu), Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar,
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, alblimin), Demir redoks
dongiisii inhibitorleri, Notrofil adezyon inhibitorleri, Sitokinler, Barbitiiratlar, Demir
selatorleri. Gidalardaki eksojen antioksidantlar: Butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve
Butillenmis hidroksianisol (BHA) (Wolucka ve Montagu, 2003; Giider, 2008).

1.6. Calismanin Amaci

Biitiin insan ve hayvan dokularinda antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir.
Bazi durumlarda antioksidan savunma sistemi yetersiz kaldiginda kardiyovaskiiler
hastaliklar, bagisiklik sistemine bagli hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin
zemini olusmaktadir. Serbest radikallerin hasar olusturucu etkileri hiicresel savunma

sistemleri ile kontrol altinda tutulmaktadir (Fridovich, 1978). Bu savunma sisteminde
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bitkisel kaynaklar biliyiik 6nem tasimaktadir. Bitkiler, igerisinde bulunan farkli
maddelerden ve tasidiklari antioksidan ozelliklerinden dolayr giiniimiizde birgcok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Giider, 2008). Bir¢ok bitki tiiriiniin
antioksidan Ozelliklerini gOsteren ¢alismalar mevcuttur (Bozdemir, 2007; Battal,
2008; Chanda ve Dave, 2009; Avci ve ark., 2010; Choudhary ve Swarnkar, 2011;
Baskar ve ark. 2012). Ancak fabaceae familyasina ait olan Thermopsis turcica
bitkisinin antioksidan etkisine dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu
calisma ratlarda Thermopsis turcica bitkisinin toprak {iistii kisimlarindan hazirlanan

ekstraktlarin antioksidan etkilerini incelemek amactyla yapildi.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

Buz Dolabi/Derin Dondurucu (Siemens)

Sogutmali santrifiij (Niive. NF 1000 R.)

Vorteks (Niive. NM 110)

Hassas terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a duyarl)
Su banyosu (Niive. BM 402)

Isitict tabla (Niive. HP 221)

Shaker (Niive. SC 350)

Dijital pH metre (Inolab)

Calkalayic1 (Niive SL 350)

Saf su cihaz1 (Firstreem Calypso MK 1 Glass Still)
Magnetik karistirict (Stuart Scientific)
UV-Spektrofotometre kiiveti : 3 cm® liik Kuartz Kiivet
Degisik hacimlerde otomatik pipet (Ependorf, Scorex)

Farkl1 boyutlarda deney tiipti, balon joje ve beher glas (Isolab)
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Ependorf tiipii (0,5-1,5 ve 2 ml’lik, Roth)
Mikro Playte (96 kuyucuklu, Roth)

Rat gastrik gavaj (Ozl)

Cerrahi makas, pens, doku tutucular (Isolab)
Cerrahi eldiven (Ozl)

Polietilen enjektor (2,5; 5; 10 ml, Ayset)
Insulin enjektorii (Hayat)

Lityum-Heparinli tiip (Ozl)

Blendir cihazi (Argelik)

Rotary evaporator (Buchi Rotavapor R—200)

Kurutma kagidi (Isolab)

2.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Amonyum demir siilfat (Merck, K30900691)
Amonyum siilfat (Fluka, 09980)

Asetik asit (Fluka, 45731)

Bakair siilfat (Sigma- Aldrich, S12852)

Butanol (Sigma- Aldrich, 537993)
Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck, A136101)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck, K91299345)
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Etanol (Carlo Erba, 414608002)

Etil asetat (Merck, K35964164)

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma, E6758)
Folin-Ciocalteu (Sigma, F9252)

Glasiyal asetik asit (Merck, K25781256)
Glutatyon rediiktaz (Sigma, SAB2700206)
Guanidin HCI (Riedel, 07102)

Hidrojen kloriir (Fluka, 18965)

Hidrojen peroksit (Fluka, 95321)

Ketamine hidroklorid/ Xylazn soliisyon/ alfamine %10 (Sigma, 1211302)
Ksantin Oksidaz (Sigma- Aldrich, X1875)
Lauril stilfat -SDS (Sigma, Y0000620)
Metafosforik asit (Merck, 13762)

n-Butanol (Prolabo, 20810)

Nitroblue Tetrazolium (Sigma- Aldrich, N5514)
Piridin (Riedel, 16037)

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, A120471)
Potasyum ferrisiyanid (Sigma, K814)
Potasyum siyanid (Merck, K35165365)
Potasyum siilfat (Merck, 7778)

Sigir Serum Albumin (Sigma, A4503)

Sodyum benzoat (Merck, 9025 )
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Sodyum bikarbonat (Sigma, 117050)

Sodyum fosfat (Horasan, 37663)

Sodyum hidroksit (Merck, B0389662)

Sodyum karbonat (Fluka, 83366)

Sodyum kloriir (Sigma- Aldrich, 13423)
Sodyum potasyum tartarat (Merck, A102385)
Sodyum sitrat (Fluka, 43760)

Tiyobarbitiirik asit (Sigma- Aldrich, 101073453)
Triklor asetik asit (Sigma- Aldrich, 27242)

Urik asit (Fluka, 51449)

2.2. METOD

2.2.1. Thermopsis turcica Bitkisinin Temini

Bu c¢alismanin bitki materyali Afyonkarahisar ili smirlar1 iginde yetistirilen
Thermopsis turcica’dir. Bu tiiriin ¢igeklenme donemi olan 12 Mayis 2012 tarihinde
bitki govde, yaprak, cicek, meyve, yaprak sap1 ve tohum kisimlar1 Eber G6li’niin
giineyindeki Kavakli beldesinde bulunan bataklik araziden toplandi. Bitkiye Afyon
Kocatepe Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiinden “Kargioglu

7396” nolu herbaryum numarasi alindi.
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Calismada kullanilmak t{izere, Thermopsis turcica bitkisinin toprak {istii
kisimlart oda sicakliginda ve golgede kurutularak makasla kiigiik pargalara ayrildi.
Kurutulmus bitki 6rneklerinden, deneylerde kullanilmak iizere, gerekli miktarlarda
numune blendir cihazinda toz edildi. Thermopsis turcica bitkisinden etanol ve su
ekstraktlari elde edildi.

2.2.2. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

2.2.2.1. Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Thermopsis turcica bitkisinin toprak tstii kisimlarindan 50 gr tartildi ve blendir
cihazi ile 6giitiildii. Toz haline getirilmis Thermopsis turcica bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan 50 gr alarak 2 I’lik balon i¢inde numunenin yirmi kati kadar etanol
(1000 ml) eklenerek sogutma sistemi kuruldu. Bu sekilde 50 °C sicakliktaki su dolu
kabin icinde 24 saat bekletildi. Karisim oda sicakligina getirilerek sogutuldu, tiilbent
bezinden siiziiliip kaba atiklar atildi. Daha sonra elde edilen ham c¢ozeltiler slizgec
kagidindan siiziildii. Siiziilmis ekstraktlar birlestirilerek rotary cihazinda 50°C’de
etanol uzaklastirildi (Serbetgi, 2007). Sonrasinda, yesilimsi siyah renkte, nemli,
yapiskan Ozellikte % 16 oraninda bir ekstrakt elde edildi. Elde edilen ekstrakt
%0.5’1ik CMC/ distile su soliisyonunda ¢ozdiiriilerek deney i¢in kullanildi.
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2.2.2.2. Su Ekstraktinin Hazirlanmasi

Thermopsis turcica bitkisinin toprak tstii kisimlarindan 50 gr tartildi ve blendir
cihazi ile 6gitiildii. Toz haline getirilmis Thermopsis turcica bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan 50 gr alinarak 2 I’lik balon i¢inde numunenin yirmi kati kadar distile
su (1000 ml) eklenerek sogutma sistemi kuruldu. Daha sonra 50 °C sicakliktaki su
dolu kabin iginde 24 saat bekletildi. Karisim oda sicakligia getirilerek sogutuldu,
tiilbent bezinden siiziilerek kalan atiklar atildi. Daha sonra elde edilen ham ¢ozeltiler
stizge¢ kagidindan tekrar siiziildii. Sitiziilmis ekstraktlar birlestirilerek rotary
cihazinda 50°C’de su uzaklastirildi (Serbetgi, 2007). Sonrasinda, siitli kahve
renginde, nemli, yapiskan 6zellikte % 12 oraninda ekstrakt elde edildi. Elde edilen

ekstrakt % 0.5’1lik CMC/ distile su soliisyonunda ¢ozdiiriilerek ¢alisma da kullanildi.

2.2.3. Oldiiriicii Doz 50 (ODso) Belirlenmesi

Bu belirlenmis olan iki tane ekstrakt ile dldiiriicii doz 50 (ODso) dozu belirlemesi
yapildi. Bunun i¢in OECD (2001) (Organisation for Economic Co-operation and
Development) yontemi kullanildi.

Bu yonteme gore, 250-350 gr agirligindaki Wistar albino ki 10 adet erkek rat iki
gruba ayrildi.

1. Grup’ taki ratlara sirasiyla; 175 mg/kg, 550 mg/kg, 2000 mg/kg, 2000 mg/kg ve
2000 mg/kg etanollii ekstrakt, (n: 5)

2. Grup’ taki ratlara da ayni sekilde 175 mg/kg, 550 mg/kg, 2000 mg/kg, 2000 mg/kg
ve 2000 mg/kg sulu ekstrakt, (n: 5)
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Tek doz halinde gastrik gavaj yoluyla ayni giin ve saatte uygulandi. Uygulama
sonrasl, 48 saat siiresince ratlarin genel klinik durumlar1 ve davraniglar: takip edildi.
Degerlendirmede; ratlara uygulanan dozlarda higbir hayvan 6lmedi ise ODso dozu
ratlara verilen en yiiksek dozdan biiyiik olarak belirtilir. Ratlara uygulanan dozlarin

birinde 6liim olursa ODso dozu, ratin 61diigii o dozdan biiyiiktiir seklinde yorumlanir.

2.2.4. Hayvan Materyali

Bu ¢aligmada, 1,5- 2 aylik, 250-350 gr agirhigindaki Wistar Albino irki toplam 74
adet erkek rat kullanildi. Bunlarin 64 tanesi ¢alisma icin, 10 tanesi ODso dozunun
belirlenmesi i¢in kullamldi. Ratlar, Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari

Arastirma ve Uygulama Merkezin’den temin edildi.

Ratlar deneme siiresince polysiilfon ve sterilize edilebilen seffaf kafeslerde
barindirilarak, 24+1 °C derece sicaklikta, 12:12 aydinlik - karanlik siklusunda ve
diizenli havalandirilan ortamda bulunduruldu. Ratlara verilecek olan standart rat
yemi Afyon Yem Gida Sanayi Ticaret A.S.’den saglandi. Bu calisma i¢in, Afyon
Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 117-12 referans nolu

calisma onay1 alindu.

2.2.4.1. Calisma Gruplari

Calismanin baslangicinda ratlar tartilarak canli agirliklar1 belirlendi. Ratlar, her

grupta 8 adet olacak sekilde 8 gruba ayrildi.
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1. Grup ( Kontrol Grubu): Yalniz standart rat yemi ile beslendi,

2. Grup (CMC Grubu): Standart rat yemi ile beslendi ve % 0.5’lik CMC gastrik
gavaj ile verildi.

3. Grup (E 25): Thermopsis turcica etanollii ekstraktin belirlenen OD50 dozunun

yaklasik % 1’1 uygulandi,

4. Grup (E 50): Thermopsis turcica etanollii ekstraktnin belirlenen OD50 dozunun

yaklasik % 2’si uygulandi,

5. Grup (E 100): Thermopsis turcica etanollii ekstraktinin belirlenen OD50 dozunun

yaklasik % 4’1 uygulandi.

6. Grup (S 25): Thermopsis turcica Sulu ekstraktinin belirlenen OD50 dozunun

yaklasik % 1’1 uygulandi,

7. Grup (S 50): Thermopsis turcica Sulu ekstraktinin belirlenen OD50 dozunun

yaklasik % 2’si uygulandi,

8. Grup (S 100): Thermopsis turcica Sulu ekstraktinin belirlenen OD50 dozunun
yaklagik % 4’1 uygulandi.

Thermopsis turcica bitkisinin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan ve
secilmis olan ekstraktlar, giinliikk tek doz halinde es zamanl olarak gastrik gavaj
yoluyla uygulandi. Gastrik gavaj uygulamalari 30 giin boyunca devam etti.
Caligmanin baslangicinda yapilan canli agirlik tartimlar: haftalik olarak her haftanin
ayni gilinli olacak sekilde calismanin sonuna kadar tekrarlandi; calisma siiresince

ratlarin genel klinik durumlar1 ve davraniglar takip edildi.

Denemenin sonunda, bir gece Oncesinden a¢ birakilan ratlar 10 mg/kg
Xylazine HCI ve 50 mg/kg Ketamin HCI enjeksiyonu ile genel anesteziye alindi.

Ratlarin canli agirliklar1 belirlenerek intrakardiyak kan alimini takiben karaciger ve
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bobrek doku materyalleri alinip Otanazileri yapildi. Doku ornekleri ¢alisilincaya
kadar -20 °C’de saklandi.

Kan oOrnekleri 3000 rpm’de, +4°C’de, 10 dk santrifiij edildikten sonra
plazmalar1 ayrildi, eritrosit paketleri ve plazmalar 1.5 ml’lik godelere alindi, doku
orneklerinin ise homojenizasyonu yapilarak denemenin sonunda bu kan ve doku
orneklerinden antioksidan dengeyi gosteren parametrelerden MDA, GSH, SOD,
CAT ve AOA tayini yapildu.

2.2.4.2. Eritrosit Paketlerinin Hazirlanmasi

Tampon Cozelti:

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PSB): 8,06 gr NaCl, 0,201 gr KCI, 12,636 gr
NaoHPO4 2H20, 0,2 gr KH2POg4 bir litre distile suda ¢oziilir ve pH’ s1 7,4 e

ayarlandi. Hemolizat eldesinde kullanildi.

Uygulanan Metot:

Deneyler i¢cin gerekli olan kan, enjektorler yardimiyla deney hayvanin kalbinden
heparinli cam tiiplere alindi. Bir saat +4 °C de bekletildikten sonra 3000 rpm’de 15
dk. santriifiij edilerek ayrildi. Santrifiijlenen plazma kismu ependorflara alindi.
Plazmalar1 alinan kan orneklerini tizerine esit miktarda fosfat tamponu (PBS) ilave
edildi ve bu 6rnekler 3000 devirde 5 dk santrifiij edildi Bu islem 3 defa yapildi. En
sonunda iistteki fosfat kisim atildi ve esit hacimde olacak sekilde fosfat tamponu ve

eritrositlerden 0.5 ml alinarak ependorflara aktarildi. (Witterbourn, 1975). Hazirlanan
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eritrosit paketleri ve plazmalar analizler yapilincaya kadar -80 °C de saklandi. Bunlar

SOD ve CAT enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi.

2.2.4.3. Doku Orneklerinden Homojenizat Hazirlanmasi

Cozelti:

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PSB): 8,06 gr NaCl, 0,201 gr KCI, 12,636 gr
NaHPO4 2H20, 0,2 gr KH2POg4 bir litre distile suda ¢oziilir ve pH’ s1 7,4 e

ayarlandi. Hemolizat eldesinde kullanildi.

Uygulanan Metot:

Hayvanlar dekapite edildikten hemen sonra karaciger, bobrek dokulart alindi. Bu
doku kisimlari, bekletilmeden % 0.9 serum fizyolojik ile yikanarak, kandan
temizlenmeleri saglandi. Doku pargaciklarinin yas agirliklari saptandi, makas ile
daha kiiciik pargalara ayrilip bir miktar distile su ile yikandi. 50 mM soguk KH2PO4
(PH=7,0) hazirlandi. 0,5 gr doku tizerine 5 ml fosfat tamponu ilave edildi. Mekanik
ve 20 kHz ultrasonik homojenizator ile homojenizasyonlari yapildi. Homojenizatlar
5000 rpm’de 15 dk. santifruj edilerek. rlde edilen siipernatantlar SOD ve CAT

aktitelerinin tayininde kullanild..
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2.2.5. Antioksidan Parametreler

2.2.5.3. Malondialdehid (MDA) Tayini

2.2.5.3.1. Tam Kan MDA Tayini

Tam kan MDA diizeyleri, Draper ve Hadley’in ¢ift kaynatma yontemi kullanilarak
belirlendi. Metot, yag asitlerinin peroksidasyonunda bir son iiriin olan MDA nin,
TBA ile reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢limde

maksimum absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir (Drapper ve Hadley, 1990).

Cozeltiler:
%10’1luk Triklor asetik asit (TCA): 10 gr TCA 100 ml distile suda ¢6zdirtildi.

%0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): Once 1gr NAOH 500 ml distile su’da
¢ozdiiriildii. Daha sonra 4 gr TBA tartilarak 500 ml’lik bir balon igerisinde 6nceden

hazirlanmis olan NaOH ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildi.

Uygulanan Metot:

0,5 ml tam kan iizerine 2,5 ml %10’luk TCA eklendi. Iyice karistirildiktan sonra 10
dk kaynatildi. Hemen sogutuldu ve 10 dk 4000 rpm’de santrifuj edildi. Elde edilen
berrak homojenizattan 2 ml temiz bir deney tiipiine alinarak {izerine % 0,8’lik TBA
eklendi. Daha sonra 10 dk kaynatilarak tekrar buzlu su i¢inde hemen sogutuldu.
Spektrofotometrede pembe renkli siipernatantin 532 nm’de absorbansi distile suya

kars1 ol¢iildii.
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Hesaplama:

MDA(nmol / ml) =Numune Absorbansi X std kalibrasyon’undan elde edilen deger.

2.2.5.3.2. Doku MDA Tayini

Dokuda MDA tayini ise, Okhawa ve ark., (1979)’nin metoduna gore belirlenmistir.

Cozeltiler:

50 mM KH2POq : 3,4 gr KH2PO4 bir miktar distile suda ¢ozlindiirtildiikten sonra 500

ml’ye distile su ile tamamlanir.
% 8,1 lik SDS ¢ozeltisi: 2,02 gr SDS 250 ml distile suda ¢oziindiirtildii.
% 20’lik Glasiyel asetik asit: %20’lik glasiyel asetik asit 500 ml hazirlandx.

% 0,8’lik (TBA): % 0,8’lik TBA 6nce 1 gr NaOH ile karistirilarak 500 ml’lik balon

jojode distile su ile ¢ozdiiriildii ve hacim 100 ml’ye tamamlanda.

N butanol piridin karisimi: 750 ml n- butanol 50 ml piridinle karistirilda.

Uygulanan Metot:

0,2 ml siipernatant bir tiipe kondu. Uzerine sirasiyla;
0,2 ml %8,1 lik SDS

1,5 ml %20’lik glasiyel asetik asit

1,5 ml %0,8’lik TBA

0,6 ml distile suyla karistirildi.
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1 saat 95 °C de kaynatildi. Hemen sogutuldu.
Uzerine 1 ml distile su+ 5 ml n-butanal piridin karistirilip galkaland.
4000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Organik kisim atildi.

Spektrofotometrede pembe renkli kismin 532 nm’de absorbansi dlgiildii.

Hesaplama:

MDA(mmol/ml) =Numune Absorbansi X std kalibrasyon’undan elde edilen deger.

2.2.5.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

5-5’-ditiyobis [2-nitrobenzoik asit] [DTNB:3-karboksi-4-nitrofenil disiilfit: Elman
Ayiraci] stlthidril bilesikleri ile tepkimeye girdiginde bir distilfit bilesigi olan sar1
renkli kompleks yapi olusturur. Bu sar1 bilesigin optik dansitesi spektrofotometrede
412 nm’de okunarak GSH miktar1 saptanir (Beutler ve ark., 1963). GSH tayini i¢gin

doku ornekleri ve tam kan kullanildi.

Cozeltiler:

Coktiiriicii (+4°C’de 3 hafta dayanikli): 5 gr Metafosforik asit + 1g EDTA + 90 gr
NaCl 300 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

Fosfat ¢ozeltisinde 0,3 M NaxHPO4 (siiresiz dayanikli) 40,02 gr Na,HPO47H20, 500

ml distile suda ¢ozdiirtildii.

DTNB (Elman Ayiraci)’de: 40 mg DTNB 100 ml %1°lik Sodyum sitrat ¢ozeltisiyle
¢ozdiiriildii ((+4°C’de 13 hafta dayanikli).

GSH Standarti (Taze hazirlanir): 10 mg GSH bir miktar distile su ile

¢ozlindirildiikten sonra distile su ile 25 ml’ye tamamlandi.
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Uygulanan Metot:
Kor: 2 ml distile su + 3 ml ¢oktiirticti

Standart: 0,2 ml GSH standardi + 1,8 ml distile su + 3 ml ¢Oktiiriicti iyice karistirildi,
5 dk beklendi. Daha sonra siizge¢ kagidindan siiziildii ve 1 ml siipernatant alinarak
baska bir tiipe konuldu. Bu tiipe 4 ml fosfat ¢ozeltisi ve 0,5 ml DTNB ayiraci katildi
ve iyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 412 nm dalga boyunda 10 dk i¢inde

okundu.

Numune: Deney tiiptine 0,2 ml EDTA’l1 tam kan alindi. 1,8 ml distile su katild1 ve
karistirldi, 3 ml ¢oktiiriicti katild1 ve karistirildi, 5 dk beklendi. Siizge¢ kagidin dan
stiziildii. 1 ml numune alinarak baska bir tiipe kondu. Bu tiipe 4 ml fosfat ¢ozeltisi ve
0,5 ml DTNB ayiract katildi ve iyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 412 nm
dalga boyunda 10 dk i¢inde okundu.

Hesaplama:

Numune Absorbansi x40 mg

GSH Dizeyi (% mg) (mg/dl kan) = Standart Absorbansi

2.2.5.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir tepkime ile ortaya ¢ikan siiperoksid gruplarinin,
ortamda bulunan nitroblue tetrazolium indirgemesinin, ornekte bulunan SOD ile
engellenmesi prensibine dayanir (Sun ve ark., 1988). Yontem de siiperoksit radikali
tiretimi ksantin - ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde
tiretilen siiperoksit radikallerinin, NBT ile reaksiyona girerek bu maddeyi
indirgemesi sonucunda, maksimum absorbansini 560 nm’ de veren formazon olusur.
Ortama ilave edilen enzimin, lretilen radikalleri dismutasyona ugratmasi nisbetinde,
NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaglar ve sonucta spektrofotometrede okunan

absorbans degerleri diiser. Dolayisi ile, formazon olusumunun inhibisyonunun tayin
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edilmesi ile SOD miktar1 indirekt olarak saptanmaktadir. Analiz materyali olarak

eritrosit paketi ve doku drnekleri kullanildi.

Cozeltiler:

Ksantin Stok Cozeltisi (3 milimol/l) : 23 mg ksantin, 50 ml’ lik bir balon joje i¢inde
5ml 0,1 N NaOH ile hafif¢e 1sitilarak ¢oziindiiriildii. Karisim distile su ile 50 ml” ye

tamamlandi. Kullanilacagi zaman 10 kez sulandirildi.

EDTA Cozeltisi (0,6 milimol/l): 0,249 gr EDTA (dihidrat) bir litrelik balon joje

icinde bir miktar distile su ile ¢6ziilerek hacim 1 litreye distile su ile tamamlandi.

Nitroblue Tetrazolium (NBT) Cozeltisi (150 milimol/1): 12,3 mg NBT 100 ml’ lik bir
balon jojede bir miktar distile su ile ¢6ziindiriildiikten sonra hacim distile su ile 100

ml’ ye tamamlandi.

Na,CO3 Cozeltisi (400 mikromol/l): 100 ml’lik balon jojeye alinan 4,2 g Na2COz bir

miktar distile su ile ¢oziindiiriildii ve hacim distile su ile 100 ml” ye tamamlandi.

Sigir Albumini Cozeltisi (1gr/1): 100 mI’lik balon jojeye 100 mg si8ir albiimini alind1
ve bir miktar distile su ile ¢oziindiiriildiikten sonra hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamland.

CuCl2 (0,8 milimol/l): 10,7 mg CuCl, 100 ml’lik balon jojode bir miktar distile su ile

¢oziindiiriildii ve hacim distile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Enzim Cozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim

¢ozeltisinden 20 pl alinarak, 2 ml 2M Amonyum Siilfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

Reaktif Karigimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 100 ml’lik bir erlen ig¢ersine 20 ml 10
kez sulandirilmis ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢o6zeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi,

6 ml Na;COs ¢ozeltisi ve 3 ml Sigir albliimini ¢ozeltisi konarak iyice karistirildi.
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Uygulanan Metot:

Test ve kor tiiplerine asagidaki gosterildigi gibi sirayla ¢ozeltiler ilave edildi.

Reaksiyon karisiminin son hacmi 3 ml” dir.

Kor ve test isaretli tiiplere 2,45 ml reaktif karigimi kondu.

Kor tiiptine 0,5 ml distile su, test tiipiine 0,5 ml numune kondu.
Biitiin tiiplere 50 pl ksantin oksidaz ilave edildi ve karistirildi.
20 dk 25 °C’de su banyosunda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon durdurulur ve

olusan rengin absorbansi 560 nm de okundu.

Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden aktivite olarak
kabul edilmektedir. Reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu {inite

cinsinden hesaplandi.

Hesaplama:

Asagida verilen baglantidan yararlanilarak numunede bulunan enzimin meydana

getirdigi yiizde inhibisyonu hesaplandi.

. Korin absorbansi—Testin absorbansi
% Inhibisyon (U/g Hb) = Korin absorbans: x 100

2.2.5.6. Katalaz Aktivite (CAT) Tayini

CAT enzim aktivitesi analiz materyali olarak eritrosit paketi ve doku

ornekleri kullanildi. Hidrojen peroksit 1sik spektrumunun UV alaninda dalga
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boyunun azalmasiyla artan bir absorbsiyon gosterir. Uygun bir tampon iginde
bulunan H2O2’nin 6rnekte bulunan CAT etkisi ile yikimlanmasi sonucu bu maddenin
240 nm’de neden oldugu absorbansta azalma meydana gelir. Absorbansta meydana
gelen azalma hizi CAT aktivitesi ile orantilhidir (Luck, 1955; Aebi, 1984). Katalaz

aktivite tayini i¢in asagidaki metot uygulanacaktir.

Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (1/15 milimol/l; pH=7,0): 3,522 gr KH2PO4s ve 7,268 gr
Na:POs. 2H20 bir miktar distile suda ¢oziindiiriildii ve distile su ile bir litreye
tamamlandi. Daha sonra pH’s1 7,0’ ye ayarlandi.

2. Fosfat tamponunda H2O> ¢ozeltisi (10 mm) : %30’luk H202 ¢ozeltisinden
0,16 ml alinarak, daha Once hazirlanmig olan fosfat tamponunun 100 ml’sinde
seyreltildi. Bu karigimm 240 nm’deki absorbansi 0,5 olmalidir. Absorbans bu
degerden daha diisiikse kii¢iik miktarlarda H2O; ilave edilerek absorbansin 0,5
olmas1 saglanir. Bakteriyel kontaminasyon olasiligi engellendigi siirece fosfat
tampon 2 °C de uzun siire dayaniklidir. H2O2 ¢ozeltisi ise hergiin taze olarak

hazirlandi.

Uygulanan Metot:

1. Her numunenin ¢alisilmasindan 6nce numunede bulunmasi olasi olan ve 240
nm de absorbans verebilen maddelerin sebep olabilecegi absorbans yiikselmesini
saptamak amaciyla kor deney hazirlanda.

i. Kor deney i¢in quartz kiivete 2,95 ml fosfat tamponu iizerine 50 pul numune
konur. Spektrofotometre, kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore
stfirlandi.

Ii.  Kiivetlerin 151k yolu 1 cm olmalidir. Test sonucunda erisilen toplam hacim 3

ml olacaktir. Olgiimler 20 °C de gerceklestirilmelidir.

2. Test isaretli quartz kiiveti ise 2,95 ml fosfat tamponu iginde hazirlanmig H2O>
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¢ozeltisi kondu ve 50 ul numune eklendi. Kiivetler altiist edilerek iyice karigmasi

saglandi ve spektrofotometreye yerlestirildi.

3. Spektrofotometre absorbans skalasindan ya da bagli kaydediciden, 240 nm de
absorbanstaki azalma takip edildi. Absorbansin 0,45°den 0,40’a inmesi esnasinda
gegen siire tespit edildi. Absorbansin 0,45’den 0,40’a inebilmesi i¢in gereken siire 60

saniyeyi agmamalidir.

4. Tespit edilen siire kullanilarak formiilden hiz sabiti hesaplandi. Daha sonra
CAT enzim aktivite tayini hesaplandi. Katalaz aktivitesi eritrositler i¢cin k/mgHb ve

dokular i¢in k/pg protein olarak ifade edildi (k; nmol/dk).

2.2.5.6.1. Protein Tayini

Protein tayini Lowry yontemi ile yapildi (Lowry ve ark., 1951). Alkali ortamda bakir
iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglar1 ile bir kompleks olusturur ve Cu*l’ e
indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys
aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Olusan
rengin siddeti protein konsantrasyo’nu ile dogru orantilidir ve 660 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Uygulanan Metot:

1. Ornek ve standart tiiplerine 1 ml homojenizat ¢dzeltisi ve standart ¢ozeltiler, kor
tiptine de 1 ml saf su eklendi.

2. Tim tiiplere 3 ml C reaktifi eklendi. (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi
Karisimin’dan olusturulur. A reaktifi % 2 NaxCOs, % NaOH, % 0,16 Na-tartarat; B
reaktifi ise % 4 CuSQO4.5H20’dir)

3. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

4. Ttim tiiplere 300 ul Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklendi.
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5. Oda sicakliginda 45 dakika bekletildi.
6. Absorbanslar 660 nm’de kore karst okundu.
7. Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak

hesapland:.

2.2.5.6.2. Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle 6l¢iildii. Hemoglobindeki Fe*? ferrisiyaniir

tarafindan Fe'®’

¢ yiikseltgenir. Bu sekilde hemoglobin methemoglobine doniisiir.
Methemoglobin  potasyum  siyaniir (KCN) eklenmesiyle kararli  olan
siyanomethemoglobine cevrilir. Daha sonra siyanomethemoglobinin absorbansi 540

nm de ol¢iilir ( Drabkin ve Austin, 1935).

HbFe?* + Fe3*(CN)>*s  ——MbFe®** + Fe?*(CN)*s

HoFe3* + CN°  —— HbFe**'CN-

Cozeltiler:

1- Drabkin ¢ozeltisi: Sirastyla 0,2 gr potasyum ferrisiyaniir (K3Fe[CN]6), 0,05
gr KCN ve 1 gr NaHCO3 distile suda ¢oziiliir ve 1 litreye tamamlandi.

Reaktifler 4°C da koyu renkli cam sisede tutulmalidir. Bu kosullarda ¢6zelti en az 4
ay dayanir.

2- Siyanomethemoglobin standardi (Std): Bilinen konsantrasyonda hemoglobin

cozeltisi (gr/dl) kullanildi.
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Uygulanan Metot:

- Spektrofotometre 540 nm’ye ayarlandi.

- Tiipler; kor, standart ve numune olarak isaretlendi.

- Tiim tiiplere 6 ml Drabkin ¢ozeltisi koyuldu.

- Standart tiipiine 0,02 ml standart ¢ozeltisi, kor tiipiine 0,02 ml distile su
koyuldu.

- Kan numunesinden 0,02 ml numune tiipiine koyuldu.

- Tiipler hiicre lizisinin (hiicre membraninin biitiinliigliniin bozularak hiicrenin
par¢alanmasi) olusmast ve hemoglobinin siyanomethemoglobine doniismesini
saglamak i¢in karistirildi ve 5 dk bekletildi.

- Standart tiipti spektrofotometrede 6l¢iildii ve absorbansi okundu (StdOD).

- Numune tiipiiniin absorbansi 6l¢iildii ve kaydedidi (Numuneop).

Sekil 3. Hemoglobin Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Karisim Oranlari

Kor (ml) Numune (ml) Standart (ml)
Drabkin ¢ozeltisi 50 50 50
Numune - 0,02 -
Standart ¢ozelti - - 0,02
Distile su 0,02 - -

Hesaplama:

Hb konsantrasyonu (g/dl) = (Numuneop x Std konsantrasyonu) / Stdop

2.2.5.7. Plazma Antioksidan Aktivite Tayini

Fe-EDTA kompleks’i standart solusyonu Fenton reaksiyonu tarafindan hidrojen
peroksit ile reaksiyona girer, hidroksil radikallerinin olusumuna izin verir. Bu reaktif
oksijen radikalleri TBARS salmimi sonucunda benzoati bozar. Insan sivisina eklenen

antioksidanlar, TBARS iretiminin baskilanmasina sebep olur. Bu reaksiyon
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spektrofotometrik olarak olgiiliir (Koracevic ve ark., 2001). Analiz materyali olarak

plazma kullanildi.

Cozeltiler:

1. Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (Na2HPO4) (100 mmol/l, pH 7): 178 g Na2HPO4

tartilirak 1litre distile suda ¢ozdiirildii.

2. Sodyum benzoat (NaCeHsCO2) (10 mmol/l); 0,72 g sodyum benzoat tartilir ve 1 1

distile suda ¢ozdiiriliir.

3. Sodyum Hidroksit (NaOH) (50 mmol/litre) 2 g sodyum hidroksit tartilir ve 1 1

distile suda ¢ozdiiriiliir.

4. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (2 mmol/l): 0,93 g EDTA 250 ml fosfat

tamponu icersinde ¢ozdiirtiliir.

5. Amonyum demir siilfat [Fe(NH4)2SO4] (2 mmol/l), 0,078 g Amonyum demir

siilfat 100 ml distile su igersinde ¢ozdiiriliir.

6. Fe-EDTA kompleks (4 ve 5 numarali soliisyonlar taze hazirlanmali, esit

miktarlarda karistirilip oda 1sisinda 60 dk bekletilmeli)

7. Hidrojen peroksit (H202) ( 10 mmol/l) 0,086 ml hidrojen peroksit 100 ml distile su

igersinde ¢ozdiriiliir.

8. Asetik asit (CHsCOOH) (% 20°1ik) 20 ml asetik asit alinarak 100 ml”’ye distile su

ile tamamlandi.

9. Tiyobarbitiirik asit (TBA): (50 mmol/l) %0.8°lik, 4¢ TBA tartild. 500 ml
NaOH’da ¢dzdiiriildii.

10. Urik asit (CsHaN4Os): (5 mmol/l) 40g NaOH 1 1 distile suda ¢ozdiiriildii. Urik
asitten 0,042 gr tartilarak 25 ml NaOH ¢6zeltisinde ¢ozdiiriildi
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Uygulanan Metot :

Metod igin Oncelikle numune tiipleri (A1-A0), Kontrol tiipleri (K1-K0) ve
Urik asit (UA1-UAO) tiipleri hazirlandi. Plazma ve iirik asitten 10 pl alinarak
tizerlerine 490 pul ve 500 pl sirasiyla fosfat tampon ve sodyum benzoat eklendi.
Kontrollere ise 500 ul eklendi. A0, KO ve UAQO’a 1 ml asetik asit ilave edildi. Daha
sonra biitiin tiiplere 200 ul demir EDTA ve H20- ilave edildi.

Tiipler 10 dk 37% de inkiibasyona birakildi. Tiiplerin iizerine 1 ml TBA ve
Al, K1, ve UAT’e 1 ml asetik asit ilave edildi. Tekrar 10 dk 100°C’ de tiipler

kaynatildi. Tipler sogutulduktan sonra absorbans’lart 532 nm de distile suya karsi

okundu.
Hesaplama:
. (CUA) (K—-A)
AOA (mmol/litre) =
(K—-UA)

K = Kontrol absorbansi (K1 — Ko)
A= Numune absorbansi (A1 — Ao)
UA = Urik asit soliisyonunun absorbans1 (UA1 — UAo)

Cua = Urik asitin konsantrasyonu ( mmol/litre).
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2.2.6. istatistiksel Analizler

Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 20,0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Verilerin ortalamalar1 + standart hata (SD) ile ifade
edildi. Degerlerin hesaplanmasinda ANOVA (Analysis of Variance) kullanildi ve
onemlilikler Duncan posthoc testi ile belirlendi. Istatistiksel anlamlilik i¢in P<0,05

ve P<0,01 degerleri kullanildi.



3.1. Oldiiriicii Doz 50 (ODso)

Calismamizda, ilk olarak Thermopsis turcica bitkisinin toprak istii kisimlarindan
elde edilen etanol ve su ekstraktlari ratlara gastrik gavaj yoluyla verilerek oldiiriicti
doz 50 (ODso) belirlendi. (Tablo 1 ve Tablo 2). Bu yonteme gore, Uygulama sonrast,
48 saat siiresince ratlar takip edildi. Sonug olarak, bu siire igersinde ratlarin klinik
durum ve davraniglarinda herhangi bir anormallik gézlenmedi. Uygulanan dozlarin

oliime sebep olmadig1 gozlendi ve Oldiiriicii doz 50 (ODsg) > 2000 mg/kg olarak

belirlendi.
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3. BULGULAR

Tablo 1. Etanollii Ekstrakt Verilen Ratlarda Oldiiriicii doz 50 (ODso) Uygulamasi

Etanollii Uygulanan Log 10 Doz | Olen Rat Yasayan Rat
Ekstrakt Doz (mg/kg) Sayisi Sayisi
Verilen Ratlar n:5 n:5

1 175 2,2430 Yok 1

2 550 2,7404 Yok 1

3 2000 3,3010 Yok 1

4 2000 3,3010 Yok 1

5 2000 3,3010 Yok 1




57

Tablo 2. Sulu Ekstrakt Verilen Ratlarda Oldiiriicii doz 50 (ODso) Uygulamasi

Sulu Ekstrakt | Uygulanan Log 10 Doz Olen Rat Yasayan Rat
Verilen Ratlar | Doz (mg/kg) Sayisi Sayisi
n:5 n:5

1 175 2,2430 Yok 1

2 550 2,7404 Yok 1

3 2000 3,3010 Yok 1

4 2000 3,3010 Yok 1

5 2000 3,3010 Yok 1

3.2. Rat Agirhiklan

Calismanin baglangicinda yapilan canli agirlik tartimlari haftada bir kez ayni giin
olacak sekilde calismanin sonuna kadar tekrarlandi. Calisma sonunda bu veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi. Bulunan sonuglar, Tablo 3 ve Grafik 1’de
gosterildi. Calismanin 0. giiniinden 30. giiniine kadar gegen silirede ratlarin agirlik

degisimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi (P>0,05).
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Tablo 3. Calisma Boyunca Elde Edilen Rat Agirliklari (gr)

Gruplar 0.GUON |7.GUN  |14.GON [2LGUN [30.GUN [P
(gn) (gn) (9n) (gn) (gn)

K 33546552 | 330+75,44 | 375+54.14 | 393+30,58 | 388+56,26 | 0,106
CMC 272+13.97 | 274+75,10 | 312+40,87 | 330+32,71 | 328+75,44 | 0,088
E25 25444450 | 27345116 | 268+33.43 | 283+34.85 | 28342982 | 0.568
E 50 306+14.18 | 292+17.63 | 3104846 | 310+9.67 | 315+10,40 | 0,052
E 100 267+35,16 | 228+61,02 | 279+55.68 | 284+27.58 | 289+33.13 | 0,077
S25 267423,24 | 25545049 | 273+24.68 | 290+24,51 | 29329 55 | 0.127
S 30 267428,76 | 282+14.27 | 29443723 | 301+18,10 | 306+19.86 | 0,056
S 100 310+68,83 | 30243134 | 329+40. 16 | 348+45,50 | 352+46,07 | 0.194
Verilen degerler ortalama+SD olarak ifade edildi.
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Grafik 1. Calisma Boyunca Elde Edilen Rat Agirliklari (gr)
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3.3. Malondialdehid (MDA)

Gruplara ait tam kan MDA degerleri ve gruplar arasi fark Tablo 4 ve Grafik 2’ de
gosterildi. Buna gore, tam kan MDA degerlerinde K grubuna gére CMC, E 25, E 50,
E 100 ekstraktlar1 verilen gruplarda istatistiksel olarak bir degisiklik gozlenmedi.
Bununla birlikte K ve Etanollii gruplara gore S 25, S 50, S 100 ekstraktlar1 verilen
Sulu gruplarda degerlerin diismesi istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu
(P<0,01),

Karaciger ve bobrek MDA diizeyleri K grubuna gore diger gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (P>0,05) (Tablo 4 ve Grafik 3 ve 4).
Ayni sekilde Etanollii ve Sulu gruplar arasinda da herhangi bir fark bulunmad.

Tablo 4. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlart Verilen Ratlardaki MDA Degerleri

GRUPLAR Kan MDA Karaciger MDA Bobrek MDA

n:8 (mmol/ml) (mmol/ml) (mmol/ml)
K 15,53+0,86? 0,83+0,33 1,57+1,12
CMC 14,76+0,702 0,90+0,31 1,51+0,86
E 25 15,72+1,632 0,49+0,09 1,36+0,83
E 50 15,95+1,222 0,50+0,23 1,10+0,82
E 100 15,57+1,542 0,71+0,51 1,15+0,62
S 25 11,17+1,10° 1,05+0,52 0,67+0,26
S50 10,46+1,21° 0,99+0,52 0,94+0,48
S 100 10,96+0,88° 0,77+0,28 0,61+0,24
P 0,000 0,121 0.075

a,b: Ayn siitunda farkli harf tastyan gruplar arasi farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama=SD olarak ifade edildi.
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Grafik 2. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Kan MDA

Degerleri
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Grafik 3. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Karaciger MDA

Degerleri
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BOBREK MDA

mmol/ml

Grafik 4. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Bobrek MDA

Degerleri

3.4. Rediikte Glutatyon (GSH)

Gruplara ait tam kan GSH degerleri ve gruplar arasi fark Tablo 5 ve Grafik 5°de
gosterildi. Tam kan GSH degerlerinde K grubuna gore CMC, E 50, E 100 gruplari
arasinda bir fark olmamasina ragmen E 25, S 25, S 50 ve S 100 ekstraktlar1 verilen
gruptaki degerlerin yiikselmesi istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu
(P<0.05). Bunun yaninda E 50, E 100 gruplarina gére S 50, S 100 gruplarinda
goriilen artisin anlaml bir fark oldugu bulundu (P<0,05).

Karaciger GSH degerlerinde K grubuna gore CMC, E 25, E 50 gruplari
arasinda bir fark olusmadig: goriildii. K grubuna gére E 100, S 25, S 50 ve S 100
ekstraktlar1 verilen gruplardaki degerlerin yiikselmesi istatistiksel olarak anlamli
goriildii (P<0,01). (Tablo 5 ve Grafik 6). Diger taraftan, Etanollii gruplara gére Sulu
gruplarin GSH degerlerinde goriilen artisin daha fazla oldugu belirlendi (P<0,05).
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Bobrek GSH degerlerinde K grubuna gore CMC, E 25, E 50, E 100
ekstraktlar1 verilen gruplarin degerleri anlamli olarak degismedi. K grubuna gore S
25, S 50, S 100 ekstraktlar1 verilen gruplarda ise 6nemli bir artis kaydedildi (P<0,01).
Etanollii gruplara goére S 50 ve S 100 gruplarinda anlamli bir artis s6z konusu
olmasima ragmen S 25 grubu ile E 25 ve E 50 gruplart arasindaki artisin daha fazla

olmasi gruplar arasi farkin anlamli oldugunu gosterdi (P<0,05).

Tablo 5. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlart Verilen Ratlardaki GSH Degerleri

GRUPLAR Kan GSH Karaciger GSH Bobrek GSH
n:8 (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
K 21,00+1,99° 8,16+0,17¢4 3,60+0,36°¢
CMC 21,51+2,83° 8,07+0,18¢ 3,67+0,24°
E 25 24,48+2 7130 8,47+0,37P¢d 3,65+0,90°
E 50 22,03+1,85P¢ 8,92+0,64 °° 3,67+0,68°
E 100 2221+3,09°¢ 9,00-+0,25" 3,82+0,26"¢
S 25 24,48+2 7120 10,78+1,03? 5,25+0,612P
S50 25,17+2,092 10,81+1,112 5,70+1,412
S 100 25,76+1,792 11,25+1,18? 6,23+3,322
P 0,001 0,000 0,000

a,b,c,d: Ayni siitunda farkli harf tastyan guruplar arasi farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama+SD olarak ifade edildi.
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Gruplar

Grafik 5. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Kan GSH

Degerleri

KARACIGER GSH
15- a

Grafik 6. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Karaciger GSH

Degerleri
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15+

BOBREK GSH

Grafik 7. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Bobrek GSH

Degerleri

3.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Gruplara ait eritrosit SOD aktiviteleri ve gruplar aras1 fark Tablo 6 ve Grafik 8’de
gosterildi. Eritrosit SOD aktivitesinde K grubuna gére CMC grubunda bir degisiklik
olmamasina ragmen diger tiim deneme gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
yiikselme oldugu belirlendi (P<0,01). Ayrica, S 25 grubuna gore S 100 grubunda
daha fazla artig bulundu. Etanollii gruplara gore, S 25 grubunda bir fark olmamakla
birlikte S 50 ve S 100 gruplarinda artigin daha fazla oldugu goriildii (P<0,05).

Karaciger SOD aktivitesinde K grubuna gére CMC, E 25, E 50 gruplar
arasinda fark bulunmazken, K grubuna goére E 100, S 25, S 50, S 100 ekstraktlar
verilen gruplardaki yiikselme istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu (P<0,05).
Ayrica, Etanollii gruplar ile Sulu gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadig: belirlendi

(P>0,05) (Tablo 6 ve Grafik 9).
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Tablo 6 ve Grafik 10° da gosterildigi gibi, bobrek SOD aktivitesinde K grubu
ile CMC grubu arasinda bir fark olmadig: belirlendi (P>0,05). K grubuna gore tiim
deneme gruplarinda goriillen artis istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu
(P<0,01). Diger taraftan E 25 grubuna gore Sulu gruplarda artis ve E 50 grubuna
gore S 25 grubunda bulunan artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi

(P<0,05).

Tablo 6. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki SOD Aktiviteleri

GRUPLAR Kan SOD Karaciger SOD Bobrek SOD
n:8 (u/mg Hb) (u/mg protein) (u/mg protein)
K 7,45 +1,31¢ 2,73+0,29° 1,74 +0,18¢
CMC 7,73+0,93¢ 2,74+0,49° 1,93+0,45¢
E 25 16,94+4,06¢ 3,25+0,49% 2,47+0,30¢
E S50 18,07+5,19¢ 3,32+0,73%P 2,61+0,30°¢
E 100 18,11+4,51°¢ 3,5010,24° 2,85+0,49%P¢
S 25 22,4047,25b¢ 3,77+0,87° 3,10+0,53°
S50 24,08+6,66>° 3,771,137 3,00 +0,50P
S 100 28,3716,95° 3,8810,29° 2,9940,332P
P 0,000 0,002 0,000

a,b,c,d: Ayni siitunda farkll harf tasryan guruplar arasi farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama+SD olarak ifade edildi.

40 -

u/mg Hb

ERITROSIT SOD AKT.
b,c

a,b




66

Grafik 8. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Eritrosit SOD

Aktivitesi

KARACIGER SOD AKT.

u/mgprotein

Grafik 9. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Karaciger SOD

Aktivitesi

BOBREK SOD AKT.

u/mgoprotein

Grafik 10. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlart Verilen Ratlardaki Bébrek SOD

Aktivitesi
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3.6. Katalaz (CAT)

Kontrol ve deneme gruplarina ait eritrosit CAT aktivitesi ve gruplar arasi fark Tablo
7 ve Grafik 11°de gosterildi. Eritrosit CAT aktivitesinde K grubuna goére, CMC, S
25, S 50 grubunda bir degisiklik olmadig: belirlendi. Ayn1 zamanda K grubuna gore
E 25, E 50, E 100, S 100 ekstraktlar1 verilen gruplarin degerlerindeki artis
istatistiksel olarak anlamli goriildii (P<0,05). Buna ilaveten, S 25, S 50 ekstraktlari
verilen gruplar ile E 100 ekstrakti verilen grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
oldugu belirlendi (P<0,05).

Karaciger CAT aktivitesinde K grubuna gore Etanollii ve Sulu gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (P>0,05). Ayrica gruplar arasi

fark belirlenmedi (P>0,05) (Tablo 5 ve Grafik 12).

Tablo 7 ve Grafik 13’ te belirtildigi tizere, bobrek CAT aktivitesinin K
grubuna gére CMC grubunda ayni degerlerde oldugu goriildii. Kontrol grubuna gore
tiim deneme gruplarinda goriilen azalan degerler istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturdu (P<0,01). Bunun yaninda, E 25 ekstrakt1 verilen gruba gore, S 25 ekstrakt

verilen grup arasinda daha fazla azalan degerler oldugu belirlendi (P <0,05).

Tablo 7. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki CAT Aktiviteleri

GRUPLAR | Kan CAT Karaciger CAT Bobrek CAT
n:8 (k/ug Hb) (k/ug Protein) (k/ug Protein)

K 131,54 +5,27¢ 0,36+0,10 0,27+0,032
CMC 132,23+4,69° 0,32+0,08 0,29+0,03?
Eos 242 ,00+110,49%P 0,34+0,27 0,15+0,07°
Eso 259,92+90,092P 0,48+0,04 0,14+0,05°°¢
E100 279,34+3 452 0,30+0,27 0,12+0,00°¢
Sos 185,37+70,99°¢ 0,26+0,25 0,08+0,07¢
Sso 197,93+67,80°¢ 0,23+0,13 0,09+0,04°°¢
S100 223,34+77,042P 0,27+0,26 0,11+0,05°¢
P 0,000 0,304 0,000
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a,b,c,d: Ayni siitunda farkli harf tastyan guruplar arasi farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama=SD olarak ifade edildi.

ERITROSIT CAT AKT.

a,b a,b

Grafik 11. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Eritrosit Katalaz

Aktiviteleri

KARACIGER CAT AKT.

k/mgprotein

Grafik 12. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Karaciger

Katalaz Aktiviteleri
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Grafik 13. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Bobrek Katalaz

Aktiviteleri

3.7. Plazma Antioksidan Aktivite (AOA)

Gruplara ait plazma AOA degerleri ve gruplar aras1 fark Tablo 8 ve Grafik 14’ de
gosterildi. Buna gore, plazma AOA degerlerinde K grubuna gére CMC verilen grup
yaklasik degerlere sahip olmasma ragmen Etanollii ve Sulu ekstrakt verilen tiim
gruplardaki degerlerin diislis gostermesi istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu
(P<0,01). Bunun yaninda deneme gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadigi belirlendi (P>0,05).



Tablo 8. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Plazma AOA

70

Degerleri
GRUPLAR Plazma AOA
n:8 (mmol/l)

K 1,85+0,162
CcMC 1,93+0,102
E 25 1,61+0,16°
E 50 1,51+0,12°
E 100 1,55+0,23P
S25 1,55+0,10P
S50 1,49+0,16"
S 100 1,49+0,15P
P 0,000

a,b: Ayni siitunda farkly harf tastyan guruplar arast farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama=SD olarak ifade edildi.

mmoll/l

PLAZMA AOA

Grafik 14. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlardaki Plazma AOA

Degerleri
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3.8. Kan ve Doku Orneklerinde Belirlenen Antioksidan Aktivitelerin Genel
Degerlendirmesi

Gruplara ait kan ve doku oOrneklerinden elde edilen tiim anti oksidan aktivite
degerleri Tablo 9’da gosterildi. Belirlenen kan degerlerinde, tam kan MDA
seviyesinde K grubuna gore tiim deneme gruplarinda azalan degerler oldugu,
Ozellikle bu azalmanin sulu ekstrakt verilen grupta daha fazla olmasi ve tam kan
GSH seviyesinde K grubuna gore tiim deneme gruplarinda artan degerler
belirlenmesi, 6zellikle de bu artisin sulu ekstrakt verilen grupta daha fazla olmasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu (P<0,01). Bunun yaninda eritrosit SOD
aktivitesi K grubuna gore tiim gruplarda, 6zelliklede sulu ekstrakt verilen gruplarda
yiikselme gosterdi. Eritrosit CAT aktivitesi de K grubuna gore tiim deneme
gruplarinda artan degerler gosterdi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu
(P<0,01). Bunun yaninda, plazma AOA degerinin K grubuna goére tim deneme
gruplarinda diisiik degerler gostermesi istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu
gosterdi (P<0,01).

Karaciger MDA seviyesi ve CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamlilik
olmamasma (P>0,05) ragmen, karaciger GSH degeri ve SOD aktivitesinde K
grubuna gore tiim deneme gruplarinda yiikselen degerler oldugu ve bu yiikselmenin

ozellikle sulu ekstrakt verilen grupta daha fazla oldugu belirlendi (P<0,05).

Bobrek MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(P>0,05). Ancak, bobrek GSH seviyesi ve SOD aktivitesinde K grubuna gore tiim
deneme gruplarinda artan degerler belirlendi (P<0,01). Ayrica, bobrek CAT
aktivitesinde K grubuna gore tim deneme gruplarinda azalan degerler belirlenmesi

istatistikjsel olarak anlamli bir fark olusturdu (P<0,01).
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Tablo 9. Thermopsis turcica Bitki Ekstraktlar1 Verilen Ratlarda Kan ve Doku
Orneklerinden Elde Edilen Tiim Anti Oksidan Aktivite Degerleri

a,b: Aymi siitunda farkl harf tasiyan guruplar arast farklilik onemlidir.

Verilen degerler ortalama=SD olarak ifade edildi.
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4. TARTISMA

Yapilan tez ¢alismasinda, Thermopsis turcica bitkisinden elde edilen etanollii ve sulu
ekstraktlarinin rat kan ve doku 6rneklerinde MDA, GSH, SOD, CAT, ve plazma

AOA 1tizerine etkileri incelendi.

Calismanin 0. giiniinden 30. giiniine kadar gecen siirede ratlarin canl
agirliklarinda 6nemli bir degisim bulunmadi. Yapilan g¢alismaya benzer olarak
Thermopsis turcica ile aymi familyaya ait olan Erythrinavariegata (fabaceae)
bitkisinin etanol ekstraktinin ratlarda antioksidan etkisinin incelendigi ¢alisma da 29
giinlik deneme sonunda rat agirliklarinda o6nemli bir degisiklik olmadig
belirtilmistir (Baskar ve ark., 2012). Thermopsis turcica bitki igeriginde bulunan
maddelerin canli agirlik {izerine olumsuz etkilerinin olmamasi ve ¢alisma siiresinin
bir ay gibi kisa bir siirede tamamlanmis olmasindan dolayi ratlarin canli agirlik

bakimindan etkilenmedikleri diisiiniilmektedir.

Lipid peroksidasyonunun son firiinii olan MDA miktarinin belirlenmesi,
oksidatif zararmm en Onemli gostergesi olarak bilinmektedir (Zhang ve Kirkham,
1996). Lipid peroksidasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan MDA organizma igin
oldukca zararli bir maddedir ve olusan bu MDA hiicre membranlarindaki iyon
degisimine etki ederek gecirgenligin bozulmasi, DNA bazlariyla reaksiyona girerek
mutajenik bir karekter kazanmasi gibi pek ¢ok olumsuz etki gostermektedir

(Celikezen ve Ertekin, 2008).

Yapilan ¢aligmada K grubuna gore, tiim sulu ekstrakt verilen gruplardaki tam
kan MDA seviyelerinde anlamli bir disiis gozlendi, goriilen diisiik degerler
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdu. Ancak etanollii ve sulu Thermopsis
turcica ekstraktlar1 verilen gruplarda karaciger ve bobrek dokularinda belirlenen
MDA degerleri 6nemli bir degisim gostermedi. Bitkimizin de dahil oldugu fabaceae
familyasina ait bir bitki olan Tamarindus Indica L. bitkisi ile yapilan bir ¢alismada

hazirlanan ekstrakt obez ratlar1 tedavi etmek amaci ile ¢esitli dozlarda (5,25,50
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mg/kg) 10 hafta boyunca oral gavaj yolu ile ratlara verilmistir. Deneme sonunda, tiim
dozlarda kontrol grubuna gore plazma MDA seviyesinde azalma oldugu
belirlenmistir (Khairunnuur ve ark., 2010). Yine Cassia fistula L.(fabaceae)
bitkisinin in vitro antioksidan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, sulu ve etanollii
ekstraktlarinin DPPH seviyesinde yiikselmeye sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica,
bu iki ekstraktin rat karaciger ve bobrek dokularinda doza bagh lipid
peroksidasyonunda azalma, DPPH seviyesinde artma belirlenmistir. Bu etkinin
bitkide ki total fenolik bilesikler ile flavanoid konsantrasyonundan kaynaklanmis
olabilecegini ileri siirmiislerdir (Neelam ve ark., 2011). Thermopsis turcica bitki
iceriginde de, alkoloid, flovanoid, kumarin, radyoaktif glikozit ve steroidal
bilesiklerin bulundugu (Dayan, 2006) g6z Oniine alinirsa yapilan ¢alisma da sulu
ekstrakt verilen grupta tam kan MDA diizeyindeki azalmanin igeriginde bulunan bu
maddelerin radikal siipiiriicii etkilerine bagl olarak lipid peroksidasyonunu azaltmis
olabilecegi sonucunu diisiindiirmektedir. Ancak yapilan calismada, Thermopsis
turcica bitki ekstaraktlarinin doku MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark olusturmadigi goriildii. Bu durumun gerek verilen dozlar bakimindan gerekse
aktif icerik yoniinden dokulardaki MDA agisindan yeterli diizeyde olmadigini akla
getirmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikallere karsi kendilerini okside etmek suretiyle
hiicredeki hasari inhibe eden veya geciktiren maddelerdir (Choudhary ve Swarnkar,
2011). Bilindigi gibi glutatyon organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan ve bazi
detoksifikasyon olaylarinda 6nemli gorevler iistlenen temel bir bilesiktir. Hiicre ici
glutatyon diizeyleri; glutatyon sentezinin kontrolii, hiicre digina taginmasi, redoks
olaylar1 ve detoksifikasyon islemlerine katilimi ile diizenlenir (Yalgin, 1993; Goker
ve Ozmen, 2009). Glutatyon ve glutatyon peroksidazin yeterli aktivitelere sahip
olmalari durumunda hiicrelerin olusabilecek serbest radikallere karsi direncleri
artmaktadir. Eger hiicre i¢i aktivasyonlarinda bir zayifik var ise, hiicre
membranlarindaki poliansature yag asitleri, serbest yag asitleri tarafindan daha kolay
oksitlenip patolojik degismelere maruz kalabilirler (Celikezen ve Ertekin, 2008).
Indirgenmis glutatyon yani GSH, aktif bolgesinde selenyum iz elementini igeren bir

enzim olan GPx enzimi katalizorliigiinde H2O> ve organik peroksitlerle reaksiyona
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girerek antioksidan etki gosterir ve H2O2’ yi alyuvarlardan uzaklagtirir (Bayir, 2004).
Glutatyon viicutta direk olarak sistein, glisin ve glutamattan sentezlenmektedir. GSH
redoks dongiisiinlin bir substrati olarak, hidroksil radikalleri ile singlet oksijenin
temizlenmesinde yararlidir. Direkt olarak serbest radikalleri temizlemesinin yanisira;
GPx ile birlikte enzimatik olarak da etki gosterir. (Caylak, 2011). Glutatyon
antioksidan aktivitesini ortamdaki mevcut serbest radikallerle birlesip hiicrenin
oksidatif hasarin1 engelleyerek gosterirken diger taraftan, proteinlerdeki siilfidril
gruplarim1 rediikte halde tutarak, protein ve enzimlerde olusabilecek inaktivasyonu
engelleyerek gostermektedir (Celikezen ve Ertekin, 2008). Eger bir sistemde lipid
peroksidasyonu bagladigi zaman enzimsel savunma sistemi yeterli degilse diisiik
molekiil agirhikli radikal tutucular (GSH, E vitamini, askorbik asit, bilirubin,
karotenler, {irik asit gibi) yag asitleri yerine kendileri yiikseltgenerek reaksiyonun

devamini engellerler (Battal, 2008).

Yapilan ¢alismadan elde edilen verilere gore Thermopsis turcica bitkisinin
etanollii ve sulu ekstraktlar1 uygulanan ratlarin kan, karaciger ve bobrek GSH
degerlerinde kontrol grubuna gore artis gozlenmistir. Kanserli farelerde antitiméor ve
invivo antioksidan ozelligin degerlendirildigi bir ¢alisma da Mucuna pruriens
(Fabaceae) bitkisinin metanol ekstrakti 125 mg/kg, 250 mg/kg ve 0.1 ml/10 g
seklinde 14 giin boyunca farelere enjekte (i.p.) edilmistir. Deneme sonunda kanserli
fare grubuna gore bitki ekstrakti ile tedavi edilen tiim gruplarda doku GSH seviyesi
anlamli diizeyde artis gostermistir. Uygulanan doza bagli olarak bu etkinin
degisebilecegi diistiniilmiistir (Rajeshwar ve ark., 2005). Yakovlev (Fabaceae)
bitkisinin igeriginde bulunan flavanoidlerin antioksidan aktivitesinin incelendigi
diger bir calismada, flavanoidlerin antioksidan aktiviteyi artirdigr bulunmustur
(Yanez ve ark., 2011). Tephrosia tinctoria Pers.(Fabaceae) bitkisinin kallus kiiltiirti
ve farkli bitki ¢aligmalari ile kiyaslandig1 ¢aligmada, bitkinin kok, govde ve yaprak
etil asetat ekstraktlar1 icersinde en yiiksek DPPH- serbest radikal siipiiriicti aktivite
govde kisminda, en az da kok kisminda belirlenmistir. Bu antioksidan 6zelligin bitki
iceriginde bulunan yiiksek fenolik ve flavanoid bilesiklerden kaynaklanabilecegini

belirtilmistir (Rajaram ve ark. 2013). Thermopsis turcica bitkisi ile direkt iligkili bir
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calisma olmamasina ragmen, ayni familya ya ait bitkiler ile yapilan ¢alismalar géz
Oniine alindiginda (Rajeshwar ve ark., 2005; Yanez ve ark., 2011; Rajaram ve ark.,
2013), yapilan tez c¢alismasindan elde edilen sonuglara benzer olan bu veriler,
Thermopsis turcica bitki igeriginde bulunan fenolik bilesikler, glikozit ve steroidal

yapilarin antioksidan aktivite iizerine olumlu bir etki olusturdugunu gostermektedir.

Hiicrede oksijenin reaktif ve toksik iirlinlerine karsi dogrudan koruyucu
fonksiyon goren en Onemli enzim SOD’dur. Bu enzim iki siiperoksit radikali
arasindaki dismutasyon tepkimesini katalizler (Aliyev, 2005). Siiperoksit dismutaz
enziminin fizyolojik fonksiyonu lipit peroksidasyonunu inhibe ederek oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi
korumaktir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda
fazladir ve doku PO; artis1 ile artar (Atalay, 2012). Normalde metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan fazlaca siiperoksit liretilmesine ragmen bu enzim sayesinde
intraselliiler diizeyleri diisiik tutulur. Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ile serbest
radikallerin intraselliiler oldiirilmesi saglanir (Baywr, 2004). Oksidatif stresin
derecesine bagli olarak SOD izozimleri bagimsiz olarak diizenlenmektedir. Bu ilgili
subselliiler kompartmanda var olan oksitadif stresin derecesi ile baglantilidir.
Sézkonusu diizenlenme olaymin molekiiler seviyede lipit peroksidasyon iiriinlerinin
oksitadif hasar bolgesinden c¢ekirdege go¢ ederek spesifik SOD genlerinin
transkripsiyonunu artirarak yaptigi bildirilmektedir (Aliyev, 2005).

Yapilan g¢alismada, etanollii ve sulu Thermopsis turcica bitki ekstraktlari
verilen gruplarda K grubuna gore, tiim deneme gruplarinda kan, karaciger ve bobrek
dokularinda artan SOD aktiviteleri belirlendi. Tamarindus Indica L. (fabaceae)
bitkisinden hazirlanan ekstrakt obez ratlar1 tedavi etmek amaci ile ¢esitli dozlarda
(5,25,50 mg/kg) 10 hafta boyunca ratlara oral gavaj yolu ile verilmistir. Deneme
sonunda, tim dozlarda kontrol grubuna gére kan SOD seviyelerinde yiikselme ve
plazma MDA seviyesinde azalma oldugu belirlenmistir (Khairunnuur ve ark., 2010).

Soya bitkisi (fabaceae) izoflavanoidlerinin antioksidan etkisi ile ilgili yapilan bir
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calismada Soya izoflavanoidlerinin tiiketilmesi sonucu plazma SOD aktivitesinde
artma oldugu belirtilmistir (DiSilvestro ve ark., 2005). Norlaily ve ark. (2013),
Etanol kaynakli karaciger hasar1 olusturulmus farelerde ¢imlenmis ve mayalanmis
Mung fasiilyesi (fabaceae) nin sulu ekstraktlar1 hazirlanarak antioksidan aktivitelerini
arastirmiglardir. Hazirlanan Mung fasiilyesi ¢imlenmis ve mayalanmis sulu
ekstraktlari, diisiik doz (200 mg/kg) ve yiiksek doz (1000 mg/kg) olarak 8-10 hafta
boyunca farelere oral olarak uygulanmistir. Bu ¢alisma sonucuna gore, verilen tiim
ekstraktlarda SOD karaciger aktivitesinde belirgin yiikselme goriilmiistiir. Ayrica,
Mung fasiilyesi su ekstraktlarinin fare kan plazmasinda MDA olusumunu baskiladigi
rapor edilmistir. Mung fasiilyesi igeriginde bulunan yiiksek miktarda total fenolik
bilesiklerin giiclii bir antioksidan aktivite ile bu etkiyi olusturabilecegi belirtilmistir.
Soya  fasiilyesi  (fabaceae) isoflavanoidlerinin in vivo antioksidan etkisinin
arastirildigl bir ¢alismada, farelere oral olarak 60 giin boyunca 1.08 gr/kg seklinde
isoflavanoidden zengin soya diyeti uygulanmistir. Caligma sonucunda fare karaciger
SOD aktivitesinde yiikselme belirlenmis ve isoflavanoidlerin bu etkiden sorumlu
olabilecegi belirtilmistir (Ibrahim ve ark., 2008). Cytisus Scoparius (fabaceae)
bitkisinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlar1 (kloroform, etil asetat,
metanol, hidroalkolik) ile yapilan ¢alismada, ekstraktlar ¢alisma grubundaki ratlara
cesitli dozlarda (250-500 mg/kg) oral olarak uygulanmistir. Hidroalkolik ekstrakt
verilen ratlarda her iki dozda da rat bobrek dokusunda kontrol grubuna gére SOD
aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Raja ve ark., 2007). Yapilan ¢alismada, Thermopsis
turcica bitkisinden elde edilen etanollii ve sulu ekstraktlarin ratlara uygulanmasi
sonucu, SOD aktivitesinin yiikselmesi, bu bitki ile ayn1 familyada olan diger
bitkilerle yapilan ¢aligmalar (Khairunnuur ve ark., 2010; DiSilvestro ve ark., 2005;
Ibrahim ve ark., 2008; Raja ve ark., 2007) goz Oniine alindiginda, bitkinin
fitokimyasal igeriginde bulunan fenolik bilesikler ve hazirlanan ekstrakt tiirii ile ilgili

olabilecegi kanaatine varmamizi sagladi.

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikalini ortadan kaldirmakta fakat
bunun sonucunda toksik 6zelligi yine ¢ok yiiksek olan bir baska madde hidrojen

peroksit olusmaktadir. Hidrojen peroksitin pargalanmasi (detoksifikasyonu) igin
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etkili olan enzimlerden birisi CAT, digerleri de askorbat-glutatyon dongiisiine katilan
glutatyon reduktaz ve askorbat peroksidaz’dir (Yasar ve ark., 2008). Bir
metalloenzim olarak bilinen CAT enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili
protein katalistlerinden birisidir. Siiperoksit dismutaz enzimi faaliyeti sonucunda
meydana gelen toksik H20,, CAT enzimi etkisiyle su ve oksijene
dontistiriilmektedir. Hidrojen peroksit, biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile
spesifik olarak reaksiyona girmemekle birlikte OH- radikali gibi daha reaktif
oksidanlarin olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Peroksidazlar da
CAT enzimiyle ayni 6zelliklere sahiptir (Koca ve Karadeniz, 2005). Bu baglamda
SOD aktivitesinin yiikselmesi sonucu CAT aktivitesinin de yiikkselmesi s6z konusu

olabilmektedir.

Kan CAT aktivitesinin biiyiik 6l¢iide eritrositlerden kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir (Bayir, 2004). Yapilan ¢alismada buna paralel olarak, ratlarin
eritrosit CAT aktivitesinde yiikselme goriiliirken, bobrek CAT aktivitesinde azalma
oldugu belirlendi. Bu durum, yapilan ¢aligmada eritrositlerde ki CAT aktivitesinin
yiikksek olmasin1 destekler niteliktedir. Erythrinavariegata (fabaceae) bitkisinin
etanol ekstraktinin antioksidan etkisinin incelendigi calisma da bitki ekstrakti dort
hafta boyunca 200 mg/kg giinliik oral olarak ratlara uygulanmis ve deneme sonunda
kontrol grubuna gore Erythrinavariegata (fabaceae) bitkisi etanol ekstraktinin
verildigi ratlarda karaciger CAT aktivitesinde azalma belirlenmistir. Katalaz
aktivitesindeki bu azalmanin uygulanan doza bagli olabilecegini belirtmislerdir
(Baskar ve ark., 2012). Yapilan galismada, Thermopsis turcica bitki ekstraktlarinin
her ikisinde de bobrek CAT aktivitesinde azalma goriilmiistir. Soya fasiilyesi
(fabaceae) nin in vivo ve invitro antioksidan etkisinin arastirilmasi ile ilgili
calismada, etanol ekstrakti igersinde isoflavanoidler ve glikozidler belirlenmistir.
Sekiz hafta boyunca 50 mg/kg isoflavanoid ve 24 hafta boyunca 150 ve 250 mg/kg
isoflavanoid uygulanmistir. Yirmidort hafta sonunda 150 ve 250 mg/kg isoflavanoid
uygulanan ratlarin gesitli organlarinda SOD ve CAT aktivitelerinde yiikselme
gorilmistiir. Bu yiikselmenin, ratlara yiiksek dozda ve uzun siire isoflavanoid

verilmesinden kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir. Bunun yaninda soyadan
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elde edilen tofu (soya loru) ekstraktinin 50 mg/kg uygulandigi ratlarin, 150 ve 250
mg/kg isoflavanoid uygulanan ratlara gore daha iyi bir antioksidan etki gosterdigi
belirlenmistir. Tofu igersinde bulunan isoflavan disindaki molekiiler yapilarin in vivo
antioksidan enzimler iizerine sinerjistik bir etki gdstermis olabilecegi belirtilmistir
(Liu ve ark., 2005). Yapilan ¢aligmada, Thermopsis turcica bitkisinin etanolli ve
sulu ekstraktlarinin ratlara uygulanmasi sonucu, kanda CAT aktivitesinin
yiikselmesinin nedeni, verilen doz miktarindan, uygulama siiresinden ve Dbitki
iceriginde bulunan flavanoid, glikozidik bilesikler gibi yapilardan kaynaklanmis
olabilecegi digiiniilmektedir. Bunun yaninda Thermopsis turcica bitki igerigi ile ilgili
yeterli veri bulunmadigi igin bitki icersinde bilinen madelerin disinda, bitkide
olabilecek farkli bilesiklerinde CAT aktivitesi iizerinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

Thermopsis turcica’ nin yaprak, dal, ¢igek kisimlarindan hazirlanan metanol
ve aseton ekstraktlarinin serbest radikal siipiiriicii aktivite, total fenolik igerik, toplam
oksidan seviye ve toplam antioksidan seviye in vitro olgiimlerine gére, Thermopsis
turcica’nin aseton eckstraktinda serbest radikal siipiiriicii aktivite ve metanol
ekstraktinda total antioksidan aktivitenin yliksek oldugu belirlenmistir. Bu etkinin
ekstraktlarin igeriginde bulunan fenolik madde miktar1 ile iliskili oldugu
distintilmistiir (Aksoy ve ark., 2013). Endemik Thermopsis turcica bitkisinin in vitro
antioksidan aktivitesinin incelendigi ¢alismada, bitkinin farkli polaritedeki
¢Oziiclilerde etanol, metanol, etil asetat, hekzan ve su ekstreleri hazirlanmis ve DPPH
stiptirticii aktivite, B karoten/ linoleik asit sistemi ve indirgeme giicli yontemleriyle
antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar standart antioksidan olarak
bilinen biitillenmis hidroksi toluen (BHT) sonuclan ile karsilastirilmistir. Sonug
olarak, en yiiksek antioksidan aktivite etil asetat ve metanol (% 93-% 92 inhibisyon
etkisi) ekstrelerinde gozlenmistir. Ancak hekzan ekstresinde antioksidan aktivite
gbzlenmemistir (Bali ve ark., 2009). Ayrica fabaceae familyasina ait olan Sophora
bitkisinin fitokimyasal, etnomedikal ve farmakolojik etkileri {izerine yapilan bir

calismada, Sophora bitkisinin igeriginde farkli miktarlarda bulunan lupin alkaloid,
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glikozit ve flavanoidlerin antioksidan ozellik gosterdigi belirtilmistir (Krishna ve
ark., 2012).

Yapilan ¢alismada Thermopsis turcica etanollii (25, 50, 100) ve sulu (25, 50,
100) ekstraktlar1 verilen ratlarin plazma AOA degerleri kontrol ve CMC grubuna
gore daha diisiik bulunmustur. Calisma sonucuna paralel olan Fermante soybean
(fabaceae) ekstraktinin antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi ¢alismada, rat
karaciger dokusunda SOD, CAT ve GPx aktiviteleri artarken, bobrek dokusunda
SOD ve beyin dokusunda SOD, GPx aktivitelerinde azalma goriilmiistiir (Hu ve ark.,
2004). Soya fasiilyesi (fabaceae) igersinde bulunan isoflavon bilesiklerinin insan
sagligima etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, yiiksek miktarda isoflavan
tilkketiminin, az miktarda isoflavan tiiketimine gdre plazma lipid peroksidasyonunu
diisiirmede daha etkili oldugu bulunmustur. Plazma konsantrasyonu i¢inde bulunan
isoflavon fitoostrojen biomarkirlarinin bu etkiden sorumlu oldugunu belirtmislerdir
(Wiseman ve ark., 2000). Thermopsis genusu i¢inde bulunan fenolik bilesiklerin
icerigi ve kalitesi antioksidan aktivite {izerinde etkilidir. Bazi1 meyvelerde bulunan
yiiksek seviyede fenolik bilesiklerin DPPH radikal absorbans hizinda ¢ok hizli bir
diistise sebep oldugu bildirilmistir (Choudhary ve Swarnkar, 2011). Yapilan
calismada, Thermopsis turcica bitki ekstraktlarinin her ikisinin de ratlar tizerinde
plazma AOA seviyesini diislirdiigii belirlendi. Bu etkinin bitki iceriginde bulunan
alkaloid tiirleri ve diger maddelerin etkilesimlerinden kaynaklanan zararli bir durum
ortaya ¢ikardig1 ve buna bagl olarak plazma antioksidan aktivitesini azaltici yonde

bir sonug olusturabilecegi kanaatine varilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ratlarda Thermopsis turcica bitkisinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan

etkilerinin arastirilmasi ile ilgili yapilan ¢alismada,

Thermopsis turcica bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen etanol ve
su ekstraktlar1 ratlara gastrik gavaj yoluyla verilerek dldiiriicii doz 50 (ODso) miktar
bulundu. Uygulanan dozlarin 6liime sebep olmadigi gbzlendi ve oldiiriicti doz 50

(ODso) > 2000 mg/kg olarak belirlendi.

Calismanin 0. giiniinden 30. giliniine kadar gegen siirede ratlarin agirliklarinda

degisim gozlenmedi.

Gruplara ait MDA tam kan degerlerinde K grubuna gore, sulu ekstrakt verilen
gruplarda degerlerin azaldig1 gortliirken, karaciger ve bobrek MDA seviyelerinde

herhangi bir degisiklik bulunmada.

Glutatyon tam kan, karaciger ve bobrek degerlerinde etanollii gruplar
arasinda fark goriilmezken, Etanol verilen gruplara goére Sulu gruplarin degerlerinde

onemli bir artis kaydedildi.

Eritrosit, karaciger ve bobrek SOD aktivitelerinde, tiim deneme gruplarinda

yiikselen degerler belirlendi.

Eritrosit CAT aktivitesinde, etanollii ve sulu ekstrakt verilen gruplarda artig
oldugu bulundu. Karaciger CAT aktivitesinde degisiklik olmadigi, bobrek CAT
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aktivitesinde etanollii ve sulu ekstrakt verilen gruplarda azalan degerler oldugu

bulundu.

Plazma AOA degerlerinde etanollii ve sulu ekstrakt verilen tiim gruplardaki

degerlerde diisiis oldugu saptandi.

Sonug olarak, endemik Thermopsis turcica (fabaceae) bitkisi etanollii ve sulu
ekstraktlarinin in vivo antioksidan aktivitesinin ilk kez arastirildigi ¢alismada, sulu
ekstraktlarinin, etanollii ekstraktlara gore kan, karaciger ve bobrek doku 6rneklerinde
MDA, GSH iizerine olumlu etkileri oldugu belirlenmistir. Bitki iceriginde bulunan
ancak yogunlugu, tiirii ve kalitesi hakkinda yeterli bilgi bulunmayan fenolik
bilesiklerin bu etkiden sorumlu olabilecegi diisiniilmektedir. Plazma AOA iizerinde
bu olumlu etkinin goériilmemesi ise yine bitki igeriginde bulunan alkaloidler ve
glikozitler gibi yapilarin zararli etkilerinden kaynaklanabilecegi kanaatine
varilmigtir. Bunun disinda ¢alismada kullanilan ekstrakt tiirii ve ratlara uygulama
stiresininde antioksidan aktivite ilizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Elde
edilen veriler Thermopsis turcica bitkisinin antioksidan aktivite lizerine etkisinin
neden kaynaklandigi ile ilgili daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir. Bu sonuglarin, konu ile ilgili gelecekte yapilacak
caligmalara temel olusturmasi agisindan 6nemli oldugu ve ayrica, bitki igerigi ile
ilgili yapilacak calismalarin bitkinin saglik alaninda kullanimi agisindan 6nemli ip

uclar verebilecegi diistintilmektedir.
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OZET

Ratlarda Thermopsis turcica Bitkisinden Elde Edilen Ekstraktlarin Antioksidan

Etkilerinin Arastirilmasi

Fabacea familyasina ait endemik bir bitki olan Thermopsis turcica iilkemizde
Thermopsis cinsini temsil eden tek tiirdiir. Yapilan ¢alisma ile Thermopsis turcica

bitkisinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.

Calismada, Thermopsis turcica bitkisinin toprak istii kisimlar1 toplanarak
oda sicakliginda ve golgede kurutuldu. Kurutulmus bitkilerden etanol ve su
ekstraktlar1 elde edildi. Calismada, 1,5- 2 aylik, 250-350 gr agirligindaki Wistar
Albino 1rki1 toplam 74 adet erkek rat kullanildi. Ratlardan 64 tanesi antioksidan
aktiviteyi, 10 tanesi ODso dozu belirlemek igin kullanildi. Ratlar, her grupta 8 adet
olacak sekilde 8 gruba ayrildi. Thermopsis turcica bitkisinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan ekstraktlar, belirlenen ODsy dozunun yaklasik % 1’1, %
2’si ve % 4’1 oranlarinda alinarak gruplandirmada belirlenen sekilde, giinliik tek doz
halinde es zamanli olarak gastrik gavaj yoluyla uygulandi. Gastrik gavaj
uygulamalar1 30 giin boyunca devam etti. Calisma sonunda hayvanlardan, ksilazin-
ketamin anestezisi altinda intrakardiyak olarak kan ve ayrica karaciger, bobrek doku
ornekleri alindi. Kan ve doku orneklerinden Malondialdehit (MDA), Rediikte
Glutatyon (GSH), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), ve plazma
Antioksidan Aktivite ( AOA) degerlerine bakildi.

Calismada, Thermopsis turcica bitkisinin toprak istii kisimlarindan
hazirlanan etanol ve su ekstraktlart uygulanarak &ldiiriicii doz 50 (ODsg) > 2000
mg/kg olarak bulundu. Calismanin 0. giinlinden 30. giliniine kadar gecen siirede
ratlarin agirhik degisimleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P>0,05). Tam kan

MDA degerlerinde K grubuna gore sulu gruplarda diisiik degerler goriildii (P<0,01).
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Thermopsis turcica bitkisinin tam kan MDA seviyesinin 6zellikle sulu ekstrakt
verilen grupta distiigii (P>0,05), ancak dokularda boyle bir etki olmadigi belirlendi.
Bunun disinda kan, karaciger ve bobrek GSH seviyelerinde 6zellikle sulu ekstrakt
verilen gruplarda artan degerler bulundu (P<0,01). Ayrica enzimsel olarak her iki
ekstrakt verilen grupta eritrosit SOD, CAT aktiviteleri ile karaciger, bobrek SOD
aktivitesinde artis olmasina ragmen (P<0,01), bobrek CAT aktivitesinde diisme
(P<0,01), ve karaciger CAT aktivitesinde herhangi bir etki olmadigi (P>0,05)
gorildii. Ek olarak, her iki ekstrakt verilen grupta plazma AOA degerlerinde diisme
oldugu saptand1 (P<0,01).

Sonug olarak, tam kan MDA seviyesinde goriilen diisiik deger ile tam kan ve
doku orneklerinde belirlenen GSH diisiik degerlerinin 6zellikle sulu ekstarktlarda
goriilmesi  bitkinin  antioksidan etki iizerine olumlu etkisinin oldugunu
gostermektedir. Ancak, plazma AOA degerlerinin her iki ekstrakttada diisiik

bulunmasi yeterli bir antioksidan etki olusmadigi kanaatine varmamizi saglamistir.

Anahtar Kelimeler; Antioksidan Aktivite, Fabaceae, Lipid Peroksidasyonu, Rat,

Thermopsis turcica
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ABSTRACT

The Research in Antioxidant Effects of Extracts Obtained from Plant

Thermopsis Turcica on Rats

Thermopsis turcica, the endemic plant belonging to fabaceae family, is the only
species that represents Thermopsis in our country. This study aims to investigate

antioxidant effects of extracts obtained from Thermopsis Turcica plant.

In this study the upper parts of the plant Thermopsis turcica were collected on
ground surface and dried at room temperature under the shade. Ethanaol and water
extracts were obtained from the dried plant. A total of 74 male Wistar albino rats,
aging between 1,5 - 2 months old and weighing between 250-350 gr were used. 64 of
them were used to determine antioxidant activity, 10 of them were used to determine
the lethal dose LDso. Rats were divided into 8 groups and each group consisted 8
rats. The prepared extracts from the upper parts of the plant Thermopsis turcica that
consisted % 1, % 2 and % 4 of LDso were fed simultaneously as specified in
grouping in single daily doses through gastric gavage. Gastric gavage feeding
continued for 30 days. At the end of the study, intracardiac blood, kidney tissue and
liver samples of animals were taken under xylazine -ketamine anesthesia. From the
blood and tissue samples, malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and plasma antioxidant activity (AOA)

levels were measured.
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The lethal dose 50 (LD50) > 2000 mg / kg was found by applying ethanol and
water extracts that were prepared from the upper parts of the plant Thermopsis
turcica. There was no significant difference in weight among the rats from the first
day to the last day of the month (P > 0,05). In whole MDA blood values, aqueous
groups showed lower values than K group (P < 0,01). The whole MDA blood value
level in Thermopsis turcica plant, especially the groups with aqueous extracts
showed a decrease (P > 0,05) but no effect on tissues was determined. Furthermore,
especially the groups which were given aqueous extracts are found to have
increasing values of blood, liver and kidney GSH levels (P < 0,01). Although, the
group which was given both extracts enzymatically had an increase of erythrocyte
SOD, CAT, liver and kidney activities (P < 0,01), it had a decrease of kidney CAT
activity (P < 0,01) and no effect on liver CAT activity was observed (P > 0,05 ).
Additionally, a decrease in plasma AOA values (P < 0,01) was observed in the group
which was given both extracts.

As a result, low values observed in whole blood MDA and low GSH values
in whole blood and in tissue samples of especially aqueous extracts of the plant has
positive effects on antioxidant effect. However, low AOA plasma values in both

extracts led to the opinion that sufficient antioxidant effect did not occur.

Key Words: Antioxidant Activity, Fabaceae, Lipid peroxidation, Rat, Thermopsis

turcica.
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