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Giinliik yasantimizda ¢ok kullandigimiz flavonoid igerikli bitkilerden mentha
cesitleri hakkinda ve Ozellikle antioksidan etkileri yillardir arastiriliyor olmasina
karsin, ekstrelerinin yaninda kuru tozuyla birlikte antioksidan kapasite ve 8- karoten,
A ve C vitaminleri, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
malondialdehid, siiperoksid dismutaz enzimlerinin beraber degerlendirmeye alindigi
calismalara rastlanilmamasi dikkate degerdir.Bu tez, Mentha spicata’nin antioksidan
aktivite diizeylerine ve bazi biyokimyasal parametrelere etkilerinin arastirilmasi
amactyla gerceklestirilmistir.
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Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Nalan Baysu Sozbilir Hanimefendiye saygi ve
stikranlarimi sunuyorum.

Engin bilgi ve tecriibelerini bizlerle paylasan ve yetismemizde biiylik emegi
olan Prof. Dr. Nihat Baysu’ya ve Prof. Dr. Yilmaz Diindar’a, doktara tez konumun
planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde yardim ve katkilarindan dolayr Prof. Dr. Recep
Aslan, Prof. Dr. Abdullah Eryavuz’a, Dog¢. Dr. Giilcan Avci’ya ve calismamin
degisik agsamalarinda destegini gordiigiim tiim hocalarima ve arkadaglarima saygi ve
tesekkiirlerimi sunuyorum.
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Tez yaziminda, ingilizce metinlerin ¢evirisinde bana destek olan, Usak
Universitesi ve Saglk Yiiksekokulundaki hocalarim ile isimlerini tek tek
sayamayacagim biitiin sekreter ve personel arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim.

Sadece mesleki alanda degil hayatin diger alanlarinda da hicbir zaman
yardimini ve destegini esirgemeyen, laboratuar ve ders caligmalari sirasinda engin
hosgérii gosteren sevgili esim Opr. Dr. Dalyan Ozdemir’e, bitkilerin toplanmasindan
deneylerin yapilmasina kadar tezimin tiim asamalarinda yanimda bulunan, Afyon-
Usak karayolunda ko-pilotluk yapan sevgili babam Enver Ozbek’e, doktoramin
dortgozle bitmesini bekleyen ogullarim Eren ve Emir ile yasamimin her aninda bana
sabir gdsteren ve giiven duyan annem Sengiil Ozbek’e tesekkiir ederim.



v

ICINDEKILER
Sayfa
KABUL Ve ONAY ...cciiciireniccncnnnsecsssnnssccsssssssccssnnns Hata! Yer isareti tanimlanmamuis.
ONSOZ ccuouircrsirsircrsississsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss iii
ICINDEKILER........uoveeeeererenneeesesesessssesesssessssssesssssssssssesssssssssssesssessssssesssssens iv
SIMGELER ve KISALTMALAR ....cucimiiniascssssssssssssssssssssssssssssssssssssess vii
SEKTLLER......ovevevererererereresesesesesssesesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssses X
TABLOLAR....uuiiiinninenninsnissessesssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass xi
GRAFIKLER ... ciininninncsncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xii
RESIMLER .....coiininiancnsssssisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess xiii
Lo GIRIS cueeeeeeenenceenenesenesesesesesssesesesesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssns 1
2. GENEL BILGILER ...uuiceincincnnsinciscsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
2.1. Lamiaceae Familyasi........ccccccieriiiiiieniiiiieiiecieeiee et 5
2.2. Bitkiler ve Nanede Antioksidan AKEIVITE ........c.eevveerieeciienieeiieie e 10
2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri .........c..ccoeceevienienien. 11
2.3.1. Oksijen Toksisitesi ve Reaktif Tiirler Olarak Radikaller............c.ccccvvvennenn. 13
2.3.2. Reaktif Oksijen Radikalleri..........ccceeriieiiiiniiiiiiiieciieiecccee e 15
2.3.2.1. Hidrojen Peroksid (H2O2)...c.ceeuieiiiiiieiieiieeieee ettt 17
2.3.2.2. Siiperoksid Radikali (O20-).....ccccuiieriiieiiiieiie et 19
2.3.2.3. Singlet OKSIJEN (O27) wiieriiieeeiiieeiieecieeesiee et e eeeeetee e s aee s veeesaeeesnseeeaseeens 20
2.3.2.4. Hidroksil Radikali (OH") .....c.ccooiviiiiiiieiieeeeceeeee e e 21
2.3.3. Reaktif Nitrojen TUrleri (INO) ....c.ooovieiiiiiiieiieeieeeeeeeee e 21
2.3.4. Serbest Radikal KaynakIari..........cccooecviieiiiiiiiieiiieceeecee e 23
2.3.4.1. Eksojen KaynakIar ..........cccccveeriiiiriiieiieeee e 23
2.3.4.2. Endojen KaynakIar...........cccoeiiiiiiieiiiiiieie et 23
2.3.5. Serbest Radikallerin EtKileri ..........cccoocvieiieniiiiiieiieiieieecce e 25
2.3.5.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine EtKileri...........cococovvevevevevevererinennne, 27
2.3.5.2. Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asitler Uzerine Etkileri.................. 28
2.3.5.3 Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine EtKileri.............ccoovvevevevevernenennnn. 29

2.3.5.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine EtKileri ........cooovveveveevennenn. 30



2.3.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi.........cccceceeveerierieereeniennene 30
2.4. Antioksidanlarin Etki Mekanizmast..........cocceevverieniiniienienenieneceecceee 36
2.4.1. Antioksidan Aktiviteden Sorumlu BilesiKler .............ccccoooeiiiiiiiiiiiiiieiieen, 37
2.4. 1.1, FIaVONOIAIET.....ccviiieiieeciie ettt et e e e e sareeeaneeens 37
2.4.1.2. Fenolik BileSIKICT ........ccouiiiiiiiieiii et e 39
2.4.1.3. Karotenoitler ve B-Karoten...........cceevveeriierieeiiienieeieeie e 40
2.4.2 Dogal Antioksidan Kaynaklart ..o, 43
2.4.3. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidanlar .............cccceevveeriiieniieenieeecnee 45
2.4.3.1. Superoksit Dismutaz (SOD).......ccceeviieiiieiiieiierieeieeee et 45
2.4.3.2. Glutatyon (GSH) ....ooeeriiiiiiieieeeee et 46
2.4.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX)......ccccoecviieiiiieiiieeiee e 49
2.4.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR).......ccoouiieeiiieiiieeeceeceeee e 51
2.4.3.5. Glutatyon S-Transferaz (GST) .....cccveeviiriiiiiieiie et 51
2.4.3.6. Katalaz (KAT) .c.eoieiieeeeeeeeeee et 51
2.4.4. Malondialdehid (MDA)........cooiiieeiieeiieecee ettt ens 52
2.4.5. Antioksidan VItaminler ..........cccoeeouiieriiiiiiie e 53
2.4.5.1. E Vitamini (TOKOTErol)........cc.coovuiiiiiiiiiiiiiieeeeece e 53
2.4.5.2. A VIEAMINT c.eotiiniiiieiiieieeeseee ettt sttt st s 56
2.4.5.3. C Vitamini (ASKOIDIK @Sit) ........cceeeviiiiiiiiiiiieeieeeee et 57
3. GEREC VE YONTEM ....cucuouereerrreencrnrnsnssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssses 60
R I B € (S (T P U UUSPPPRRSPPPRP 60
3.1.1. Deney HayVani ......ccoouiiiiiieiiiieeiieeciee ettt et 60
3.1.2. Deneysel Gruplar ve Deneme Protokolii..........cccceevvieeiiieiciieiieeciie e, 60
3.1.3. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler .............cccccoooiiiiiniiinnniinen, 62
3.1.4. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler.............cccccceevviiiniiniiiininnieees 63
3.1.5. Mentha Spicata L nin Ekstrelerinin Hazirlanmast ..........cccccoceeveniiniinennenne. 64
3.1.6. Mentha Spicata L nin Ekstrelerinin Hazirlama Yontemi .........c..ccccvveennneennee. 64
R I 0] 1115 1 1 B O OO SO U PP TR PP P RPPTTRPRRRO 65
3.2.1. Kan OrnekIerinin AINMASI .............c.oevreeuevreeseeeeeesceeseseseeseseesessae e 65
3.2.2 Eritrosit Paketlerinin Hazirlanmast ... 66

3.2.3. %0,5 lik Karboksimetilseliiloz (CMC) Hazirlanmasi .........cccccevveeiiienicnnee 66



Vi

3.2.4. Biyokimyasal ANaliZICr.........ccccoviiriiiiiiiiiieiieeie et 66
3.2.4.1. Vitamin A ve B- karoten Diizeyi OIGHMI .........ocooovevevevereeeeeieeeeeeeeeens 66
3.2.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivite Olgimii ........c.ovoveveveeeeereeeeeeeeee, 67
3.2.6. Katalaz (KAT) Aktivite OlGHMIT ........c.cvovevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 70
3.2.7. Malondialdehid (MDA) Diizeyi Olgimii ............cocovveveveeeeeeeeeeereeeeeen, 71
3.2.8. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite OlglHMIi............coovovvvevereeeeereeeeeeen. 72
3.2.9. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite OlgHM.........c.oeveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 73
3.2.10 Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri Olgimii ..........ccocovevevevevevererceeeene, 74
3.2.11 Glutatyon Diizeyi Olglmii ............ccooviviiiiiiiiiii e, 77
3.2.12 Vitamin C Diizeyi OIGHMI ..........ivnieeiiie e 77
3.3. Istatistik ANAlIZIEr .. ..ot 78
4. BULGULAR ..cutitiiniieinnecsnicsessesssicsssssesssisssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssss 78
4.1. Canlt AGIrlig1 Profilleri .......ocvieiiiiiieiieeiecece e 78
4.2. Vitaminler ve Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler..............ccccoeuvenneeen. 80
4.2.1. Malondialdehid (MDA) DUZEYICT1.....ccueeerurieeiiieeiieecieeecee et 81
4.2.2. Total Antioksidan Kapasite DUzeyleri...........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaas 82
4.2.3. Glutatyon (GSH) DUZEYIETI.......cccuieuieiiieiiieiieiieee ettt 83
4.2.4. VIitamin A DUZEYICTT c..ccveeeiiiiieiiieiiecie ettt 84
4.2.5. B- Karoten DUZEYIETT.......ccevvieeiieeiieceeeeee et 85
4.2.6. Stiperoksid Dismutaz (SOD) Enzimi AKtiVIteSi......c.cceveeecrieercrieeeiieesiee e, 86
4.2.7. Katalaz (KAT) Enzimi AKtIVItESI......ccovurieeriiiiiieeciieecieecciee e e e 87
4.2.8. Glutatyon peroksidaz(GPx) Enzimi AKtIVItesi.......cccevvverervienieneeniinienienene 88
4.2.9. Glutatyon Rediiktaz(GR) Enzimi AKtiVItesi ........ccceeveuveerciieeniieeeiie e, 89
4.2.10. VItamin C DUZEYIETI.....ccccuiiiriieeeiieecieeeieeeite ettt svee e e eseaee e 90
S5.TARTISMA ..uucciirinsnicsnnsnnnsnecsessncssncsssssesssesssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssassssssss 92
6. SONUC Ve ONERILER ......ucuircitncisncisscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 110
OZET auoneeiriceisuecsricsenssesssissssssecssissssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 115
SUMMARY ..uucuuiiiriinsninsnissensanssenssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 118
KAYNAKLAR ..cuiiiiieisinstisensisssissesssisssissessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 121

(0Y/€ 2 01\% | TP 130



vii

SIMGELER ve KISALTMALAR

ADP : Adenozindifosfat

AOA : Antioksidan Aktivite

BHT : Biitil Hidroksi Toluen

-CClL, : Triklorometil Radikali

CMC : Karboksimetil Seliiloz

Co : Kobalt

CoA : Koenzim A

Cu : Bakir

CuCl, - Bakar Kloriir

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DTNB : 5.5’-2-Ditiyo Bisnitro Benzoik Asit
EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asiti
FAD : Flavinamid Adenin Diniiklotit
Fe : Demir

Fe-EDTA : Demir Etilen Diamin Tetra Asetik Asidi
Fe-S : Demir Siilfuir

g : Gram

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

GSH : Rediikte Glutatyon

GSSH : Okside Glutatyon

GST : Glutatyon S-Transferaz

He : Hidrojen

HO,e : Perhidroksi Radikal

H202 : Hidrojen Peroksit

HOCI : Hipoklorik Asit

KAT : Katalaz



viii

L : Labiatae (Lamiaceae)

LDL : Diisiik Dansiteli Lipoprotein
LP : Lipit Peroksidasyonu

M : Mentha

MDA : Malondialdehit

MD : Mentha Dietil Eter Ekstresi
Mn : Mangan

Mo : Molibden

MS : Mentha Sulu Ekstresi

MT : Mentha Toz

NAD : Nikotinamid Adenin Diniikleotit
NADPH : Nikotinamid Adenin Difosfat Hidrojen
NBT : Nitroblue Tetrazolium

ng : Nanogram

nm : Nanomol

NO : Nitrojen Oksit

NO, : Nitrojen Dioksit

NOS : Nitrik Oksit Sentaz

eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
iINOS : Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
nNOS : Noronal Nitrik Oksit Sentaz
02 : Oksijen

O,e- : Stiperoksid Radikali

Oy : Singlet Oksijen

O3 : Nonradikal Ozon

OH- : Hidroksil Radikali

ONOO - : Peroksinitrit

ONOOH : Peroksinitroz Asit

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi
PEG : Polietilen Glikol

PMSF : Fenilmetilsiilfonil

PTX : Pentoksifilin



iX

PUFA : Poli Ansatiire Yag Asidi
RO~ : Alkoksil

ROy : Reaktif Oksijen Radikali
ROO : Peroksil Radikal

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri
RS- : Thyl radikali

SH : Stilthidril

Sitc : Sitokrom C

SOD : Superoksit Dismutaz
STW : Iberogast

TBA : Tiobarbitiirik Asit
TBARS : Tiobarbitiirik Asit Reaktif Substans
TCA : Trikloroasetik Asit

Zn : Cinko

B : Beta



SEKILLER
Sayfa

Sekil 2.1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirlerinin Viicuttaki Etkileri....................... 26
Sekil 2.2. Lipit Peroksil Radikali ........c.ccccovieiouiiiiiiiieiiecieece e 27
Sekil 2.3. OKSIAatif STIES ....ccoiuiiiiiiiiiieeeeeee e et 31
Sekil 2.4. Oksidatif Stres ve Metabolizma Degisiklikleri...........ccoocverieniiieniennnnnne. 33
Sekil 2.5. Terpen Bilesiklerinin Olusumul...........cccoevveviieiienieenieeieeeeeee e 42
Sekil 2.6. Besin Maddelerinde Yaygin Olarak Bulunan Karotenoitlerin Yap1

FOTrmMUILETT ... e 43
Sekil 2.7. Heksozmonofosfat YOIU .........cooveiiiiiiiiiiiiiiceeeceeeee e 49

Sekil 2.8. Hiicrenin Lipid Fazi (Zarlar) Ile Sulu Fazinda (Sitozol) Calisan

Antioksidan Sistemleri Arasinda Etkilesim Ve Sinerjizm ........................ 55



xi

TABLOLAR
Sayfa

Tablo 2.1. Mentha L. Cinsinin Taksonomik Olarak Siniflandirmast......................... 8
Tablo 2.2. Mentha Cinsine Dahil Olan Onemli Tiirlerin Taksonomisi ve Bazi

OZEIIKIETI ..., 9
Tablo 2.3. Tibbi Olarak Nane Thracatimiz...............ccccooevevruevereereeceeceeeeeere. 10
Tablo 2.4. Sik Karsilasilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri............cccccoeuvvennenn. 17
Tablo 2.5. Bilinen Endojen Antioksidanlar ve Etkinlikleri.............cccoeevviiniirnnnennn. 34
Tablo 2.6. Baslica Eksojen Antioksidanlar ve OzelliKleri .............c.cocccovvevrrerrnnn.. 35
Tablo 2.7. Terpenoitlerin Siniflandirtlmast..........cccooevveeriieiieniiiiiiieceeeeceeee 40

Tablo 3.1. Arastirmada Kullanilan Standart Rat Yeminin Ham Besin Madde Analiz
SONUGIATIL. ...t et 61

Tablo 4.1. . Calisma Baglangici (0. Giin), Ortas1 (14. Giin) ve Sonunda (28. Giin)
Elde Edilen Rat Agirliklari(gr) Genel ortalamalar (Total), Ortalama (Mean),
Standart sapma (Std. Deviation) ve Rat say1st (N) .........ccovvvieniinnnnn.. 78

Tablo 4.2. Vitaminler ve Biyokimyasal Parametrelerdeki Bulgularin Aritmetik

Ortalama ( X), Standart Hata (SEM) ve Anlamlilik Diizeyleri (P)..................... 81



xii

GRAFIKLER
Sayfa
Grafik 4.1. Gruplarda G6zlenen Canli Agirligi Degisimi.........ccceevevveevciveencieeeennennn. 80
Grafik 4.2. Gruplar Arasindaki MDA Diizeyi Farkliliklart...........cccoeeeviiinciinnnnenn. 82
Grafik 4.3. Gruplar Arasindaki TAK Diizeyi Farkliliklart.........c.ccoocoiieiinnninnnn. 83
Grafik 4.4. Gruplar Arasindaki GSH Diizeyi Farkliliklari.........ccccooceeniniinianinnne. 84
Grafik 4.5. Gruplar Arasindaki Vit A Diizeyi Farkliliklari..........ccccoeveiiiiniinnnenn. 85
Grafik 4.6. Gruplar Arasindaki - karoten Diizeyi Farkliliklari.............c.ccocuvennne. 86
Grafik 4.7. Gruplar Arasindaki SOD Diizeyi Farkliliklari.........occoooeeniiiininnnnnne. 87
Grafik 4.8. Gruplar Arasindaki KAT Diizeyi Farkliliklart.........c.ccoocoieeiinininenn. 88
Grafik 4.9. Gruplar Arasindaki GPx Diizeyi Farkliliklart............ccccooeveviiiniinnnnennn. 89
Grafik 4.10. Gruplar Arasindaki GR Diizeyi Farkliliklari ...........ccccoeviviiiniinnnenn. 90

Grafik 4.11. Gruplar Arasindaki Vit C Diizeyi Farkliliklart .........coocooeeiiniinnnnene. 91



xiii

RESIMLER
Sayfa
Resim 1.1. Naneli Bir 1180 LIStEST .....ouvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
Resim 2.1. Mentha Spicata Bitkisi (Spermint)...........ccceecveeviencieenieniieniienie e 5

Resim 2.2. Mentha Spicata Bitkisi (Spermint)...........ccceecvveviencieenienieeneenie e 7



1. GIRIS

Ulkemiz farkli iklim bélgelerine ait ¢ok zengin bir bitki ortiisiine sahiptir. Iklim
degisiklikleri dogal olarak bitki topluluklarinin dagilis1 iizerinde etkili olmustur.
Ulkemizde yer alan bitkilerin yaklasik iigte biri giiniimiiz iklim sartlarinin ortaya
cikmasindan daha once olusmus kalint1 bitkilerdir. Ulkemizin yer sekillerinin ¢ok
cesitlilik gdstermesi ve gegcmiste sik stk Onemli iklim degisimlerinin yasanmasi,
endemik tiirler bakimindan da zenginlesmesini saglamistir. Avrupa’daki 2500
endemik bitki tiirtine karsilik, tek basina Tiirkiye’de 3000 endemik tiir vardir (Ekim,
1998).

Ulkemizin her bolgesinde bitkiler degisik amaglarla ve yontemlerle, cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta, bazi bitkiler ¢ay olarak tiiketilmekte, yabani

bitkilerin ¢ogu baharat olarak, koku ve tat vermek i¢in kullanilmaktadir (Simsek ve

ark., 2002).

[lkgaglardan beri birgok uygarlikda kullanilmasinin yaninda, Osmanli ve Tiirk
tibbinda da, nane bitkisinden (Mentha Piperitae, Labiatae) elde edilen, nane yapragi
(Folium Menthae Piperitae) ve nane yag1 (Oleum Menthae Piperitae) , ¢ok fazla
kullanilan bir baharat tiirii olup, her tiirlii hastaligin tedavisi i¢in basvurulan bir
maddeydi. Eski Mezopotamya Kodeksi 250 adet bitkisel ve 120 adet kadar da
madeni ve hayvani drog bulundurmakda, bu kodeksde nane de ilag olarak yer
almaktadir. Ortacagin iinlii Tiirk hekimi Ibni Sina’nin (980 -1037) yaninda, 15.
yiizyilda Fatih Sultan Mehmed doneminde, sarayda kullanilan baharatlar arasinda da
nane bulunmaktadir. Sonbahar mevsiminde Osmanli sarayinda nane gorbasi yapilir,
Topkapt Sarayi'nda hekimbagilar1 sarayda ilaglar hazirlayarak halka bunlarn
sunarlardi. Kirmiz, hazine yagi, bazi macunlar ve serbetler bu ilaglar arasinda olup,
nane de bir baharat ve ilag olarak kirmiz ve macunlarin yapisina girmistir. Nane 1877
tarihli Diistiir al-Edviye ad1 verilen eski Tiirk kodekslerinde de kayithidir. 1774 tarihli

naneli bir ilag listesi Resim 1.1.’de goriilmektedir (Erdemir, 1999).



Nane, ¢ok eski bir kiiltliir bitkisidir ve tibbi bitkiler arasina girmistir. Tiirk
farmakopesinde yer almasinin yaninda Avrupa, Fransa, Hint ve Ingiliz

farmakopesilerinde de yer almistir (Demirezer, 2007).

Halk arasinda da bugilin Mentha Spicata yapragi hem baharat, hem de mide
bulantilarin1  kesici, gaz c¢ikaran karminatif bir drog olarak, sindirim kanali
hareketlerini uyarict ve irrite edici ve koku verici olarak infiizyon, nane suyu veya
nane surubu halinde kullanilmaktadir. Mentol maddesi igerdiginden dolay1 nane
antiseptik olup, baharat 6zelligi nedeniyle de dostluk ve sevgi mesaji veren bir drog
oldugu, tansiyon dusiiriicii olarak icildigi, siyatikden dolay1r agriyan bdlgelere
striildiigii, kan temizleyici, kalp hastaliklarinda uyarici, idrar soktiiriicii olarak
kullanildig1, karin agrilar1 ve kalin barsak iltihabinda, soguk alginliginda, karaciger
rahatsizliklarinda ve bir¢cok hastaliga kars1 ilag olarak, Osmanli diinyasinda
yiizyillarca kullanilmis, bu yararli kullanimlart bugiin de devam etmektedir (Simsek

ve ark., 2002; Erdemir, 1999; Demirezer, 2007).

Baytop (1999); Sezik ve ark. (1991, 2001); Yesilada ve ark.(1998), yaptiklar
caligmalardan elde edilen bulgularda, iilkemiz zengin bir flora ve kiiltiir mirasina
sahip olmasina ragmen, Anadolu’da yabani bitkilerin halk arasindaki tedavi, gida ve
diger amaglarla kullanilisgint konu alan bilimsel nitelikte c¢aligmalar az oldugu
goriiliir. Buna bagli olarak etnobotanik c¢alismalarin yapilmast da giderek

zorlasmaktadir (Erdemir, 1999; Eryigit, 2006).

Sentetik olarak elde edilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, sadece
tek etkiye sahip olmalari, dogal ilaglarin ise birka¢ etkiye birden sahip olmalari
yiizlinden, giiniimiizde insanlarin tekrar dogal yolla elde edilen bitkisel droglar

kullanmaya yonlenmis oldugu gozlemlenmektedir (Eryigit, 2006).

Ulkemizin bitki tiirii bakimindan Avrupa iilkelerinden daha zengin olmasinin
sebebi, Tiirkiye’nin degisik iklim ve ortam kosullarina sahip olmasi ve ii¢ floristik
bolgenin birlestigi bir kesimde bulunmasiyla ilgili bir durumdur. Ulkemiz florasinda

yaklasik olarak 10.000 kadar bitki tiirli yetismekte ve bunlardan 650 kadar1 halk



hekimliginde tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Eryigit, 2006). Ancak, halk
hekimliginde yaygin olmasina ragmen bitkisel ilaglar, hala ila¢ rehberlerinde resmi

olarak yerlerini yeterince alamamiglardir.

2002-2005 yillarinda, dort yil siire ile yiiriitilen, Ege ve Giiney Marmara
Bolgeleri'nde Usak’in da yer aldigi toplam 10 ilde halk ilaci olarak kullanilan
bitkiler ve kullanim sekillerini belirlemeye yonelik ¢aligma sonucunda en fazla
sayida veri iceren Lamiaceae (Labiatae) familyasia ait bilgilere ulasilmis ve bu
bitkilerin halk ilac1 olarak kullanildigiyle ile ilgili 90 kayit elde edilmistir (Eryigit,
20006).

Pek cok hastaligin baslangic ve gelisiminde, uygun patolojik ve biyokimyasal
mekanizma reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma sistemlerinin dengesizligi
ile olusur. Antioksidanlar diisiik derisimlerde organik molekiillerin serbest radikal
mekanizmali  oksidasyonunu Onleyen bilesiklerdir. Son ylizyillda sentetik
antioksidanlar gida endiistrisinde koruyucu amagli olarak kullanilmakta, ancak
kanserojen etkilerinin var olduguna dair bulgularin goriilmesiyle, sentetik
antioksidanlarin kullanimi ile ilgili yasal simirlamalar getirilmeye baslandig
goriilmektedir. Gida endiistrisi ve farmasotik tibbin bitkisel kokenli dogal
antioksidanlara kars1 ilgisi bu ylizden giderek artmaktadir. Bununla beraber, diyette
koruyucu etki saglayan bazi bitki fenoliklerinin, gidalardaki biyolojik miktarinin ve

ne kadar alinmas1 gerektiginin bilinmesi 6nemlidir (Eryigit, 2006).

Giinliik yasantimizda ¢ok kullandigimiz mentha cesitleri hakkinda yapilan
caligmalar olmasina ragmen ekstrelerinin yaninda kuru tozuyla birlikte B- karoten, A
ve C vitaminleri, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, malondialdehid,
stiperoksid dismutaz enzimlerinin, antioksidan kapasite ile beraber degerlendirmeye

alindig1 ¢alismalara rastlanilmamasi dikkate degerdir.

Elde edilecek verilerin; bitkisel kokenli dogal antioksidanlarin kullanimina ve
nanenin tiim bilinen etkilerinin yaninda antioksidan aktivitesinin tiim ayrintilariyla

aciga c¢ikarabilecek calismalara katki saglayacagi, diyete eklenecek farkli M. spicata
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diizeylerinin pet ve ¢iftlik hayvanlarinin beslenmesinde,
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Resim 1.1. Naneli Bir lag Listesi (Erdemir, 1999)




2. GENEL BILGILER

2.1. Lamiaceae Familyasi

Resim 2.1. Mentha Spicata Bitkisi (Spearmint)

18. yy baslarina kadar bitkisel tip alaninda kullanilmayan nane; Dogu Asya’ya 6zgii
bir bitkidir. Labiatae ailesinin bir iiyesi olan, spearmint (kivircik nane) veya
genellikle Mentha tiirlerine verilen bir isim olarak bilinen bu tiir, uzun zamandir
degisik amaclarla kullanilmaktadir. Mentha’nin iki ana formu vardir. M. Piperita
(peppermint) ve Resim 2.1 ve Resim 2.2 de goriildiigli gibi M. Spicata (spearmint)
formu (Telci, 2001).

Nane tiirlerinin pekcogu ilag, cay, gida ve parflimeri sanayiinde kullanilmakta
ve M. Arvensi ile M. piperita cinslerinin ugucu yaglarindaki mentol oranlarinin
yiiksek olmasindan dolayr Cin, Amerika, Hindistan gibi bazi iilkelerde tarimi
yapilmaktadir. Spearmint olarak bilinen, karvonca zengin M. Spicata ve M. Gracilis
tirleri baharat olarak ve ayrica ugucu yaglari da gida, kozmetik ve temizlik
iirlinlerinde, sakiz, likor, dis macunlarinda, konfeksiyon ve parfiim sanayinde ve tibbi

amaclarla kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2008; Telci, 2001).



Bu bitki 6zellikle stimulan, karminatif, insektisid, antimikrobik, antispazmotik,
antiplatelet ozelliklerinden dolay1 istah azaltici, nezle ve gribin semptomlarini
giderici, mide bulantis1 ve kusmay1 Onleyici, hazimsizlik, bronsit ve siniizitte,
higkirik ve gegirmeyi dindirici, gebelik ve histeri kusmalarinda, agr1 tedavisinde,
ayrica insektisid olarak kullanilan bitkisel bir ajandir. Nane yagi ise kas gevsetici
olarak kullanilir. Ancak alerjiye sebep oldugu icin kullanildigi doz oOnemlidir

(Akdogan ve ark., 2004; Akdogan ve ark., 2003).

Tiirkiye de yetisen ilag ve baharat bitkileri, cogunlukla yerel genotipler olup, bu
konudaki ¢aligmalar son yillarda yogunluk kazanmistir. Mentha L. temel olarak
cogunlukla Avrasya, Giiney Afrika ve Avustralya’nin nemli bolgelerinde biiyiiyen
bitkiler olup, diinyada bu cinse ait 25 den fazla tiiriin bulundugu, bu tiirler arasinda
Tirkiye florasinda yayginlik gosteren cinslerin M. pulegium, M. arevensis, M.
aquatica, M. longifolia, M. piperita ve M. suaveolens oldugunu bildiren caligsmalar

yapilmistir (Giilliice ve ark, 2007).

Bati Anadolu’ da yayilis gosteren Mentha tiirleri lizerinde yapilan bir
calismada, M. longifolia (L.) Hudson tiiriiniin daha genis alanlarda bulundugu ve
yayilis alanlarinin deniz diizeyinden 1450 m’ ye kadar ¢iktigini; ayrica M.
rotundifolia (L.) Hudson ve M. aquatica (L.) tiirlerinin 0-1000 m arasi
yiiksekliklerde yayilis gosterdigi, soguk iklimlere karst hassas oldugu, soguk
bolgelerde kislar1 toprak altinda inaktif olarak gecirdiklerini belirlemistir (Telci,
2001).



Resim 2. 2. Mentha Spicata Bitkisi (Spearmint)

Mentha striiniicii govdelere sahip, ¢ok yillik, otsu bitkilerdir. Kokkini and
Vokou (1989), Mentha Spicata’nin M. Longifolia (L.) Hudson ile M. Suaveolens’in,
tiirlerarast melezlerinin kromozom katlanmasiyla olustugunu ve tiir igerisinde
morfolojik ve kalite Ozellikleri bakimindan genis bir varyasyonun bulundugunu
aciklamiglardir. Mentha tirleri kendi aralarinda kolayca melezlendigi igin
taksonomik agidan oldukga karmasik bir yapiya sahiptir. Bu nedenle Mentha cinsine
ait tiirlerin sayisiyla ilgili ileri siiriilen goriisler farklidir. Son yillarda yapilan
karekterizasyon ¢alismalarinda, diinyada Mentha cinsine ait 80’in {izerinde taksonun
ve bu taksonlara ait ¢ok sayida cesit, klon ve tiplerin bulundugu belirlenmistir. Tablo
2.1.de Mentha Cinsinin taksonomik olarak siniflandirilmasi goriilmektedir (Telci,

2001).

Kokkini (1992), spicata grubuna ait Mentha tiirlerini birbirinden ayirmak icin
11 6zelligin bulundugunu ve bunlardan yaprak alt yiizeyindeki tiiylerin basit veya
dalli olmasinin 6nemli bir ayirici 6zellik oldugunu saptamistir. Ceylan (1987)’a gore;
nanenin orjini gdz oniine alindiginda, nane tiirleri ekolojik istekleri bakimindan genis
varyasyon gosterir. Nane subtropik ve 1liman iklimlerde ve toprak istekleri
bakimindan ¢ok se¢ici olmamakla beraber nemli ve humusca zengin toprak tiplerinde
daha iyi gelisme gosterir, ayrica asirt olmayan sonbahar kurakligina dayanabilir.

Nane tiirleri, iklim ve toprak istekleri bakimindan genis tolerans gostermesine



ragmen ekolojik ve yetistirme islemleri, verim ve kalite 6zelliklerini 6nemli sekilde

etkiler (Giilliice ve ark, 2007; Telci, 2001).

Tablo 2. 1. Mentha Cinsinin Taksonomik Olarak Siniflandirilmasi (Telci, 2001)

Divisio Spermatopyta(Embryophyta)

Subdivisio i
Angiospermae

Klassis Dicotyledonae

Altklassis Metachlamydeae(Sympetalae,
Gamopetalae)

Ordo Tubiflorae

Familya Labiatae

Subfamilya Nepetoideae

Tribiis Mentheae

Cins Mentha L.

Lamiaceae tiirleri, bir ya da ¢ok yillik, genellikle otsu, nadiren aga¢ seklinde
veya tirmanici, ¢ogunlukla salgr tiiylii ve aromatik calimsi bitkileri igermektedir.
Yapraklar basit, bazen pargali, stipulasiz, karsilikli ¢apraz, govde ise genellikle dort
koselidir. Ozellikle terpenoit bilesikler yoniinden zengindir, ayrica flavonoitler,
ucucu yaglar, az da olsa kinoit yapida maddelerle bazen basit alkaloitleri de tasirlar.
Ulkemiz florasinda 6 tiir, 4 alttiir, 2 melez olmak iizere 12 taksonu bulundugunu
Davis (1998) caligmalarinda bildirmis, ancak son yillardaki ¢aligmalarda Tiirkiye
floras1 i¢in yeni kayitlarin bulundugu ortaya c¢ikmistir. Yine M. x dumetorum
Schuldes (M. aquatica x M.longifolia) ve (M.longifolia x Mentha spicata) tiirlerinin
Tiirkiye florasinda yayilis gosterdigi belirlenmistir (Karabacak, 2007; Telci, 2001).
Mentha cinsine dahil olan 6nemli tiirlerinin taksonomisi ve bazi 6zellikleri Tablo

2.2.’de verilmistir.




Tablo 2. 2. Mentha Cinsine Dahil Olan Onemli Tiirlerin Taksonomisi ve Baz1 Ozellikleri (Telci,
2001)

Altcins I. Pulegium (Miller) Lank et. DC

Seksiyon A: Euplogin Briq.

Mentha pulegium L. (syn. Pulegium vulgare Miller), 2n=20 (40).

Keskin kokulu, ¢ok yillik otsu, 10-40 cm boyunda yar1 yatik veya dik habituslu bitkilerdir. Yapraklar dar eliptik,
yar1 dairemsi, disli; brakteler yaprak benzeri, kaliks tiiplii, 2 dudakli, kaliks bogaz: tiiyliidiir. Bitkide %1-2
oraninda ugucu yag bulunur. Ugucu yaginda ana bilesen pulegon %80-95’e¢ kadar c¢ikabilir. Bu bilesen
eczacilikta onem tasir ve bu nedenle bazi lilkelerde kiiltiirii yapilmaktadir.

Altcins I1. Menthastrum Cossom et Germain

Seksiyon B: Verticillate

Mentha arvensis L. 2n=72, 96

Tiiylii, ¢ok veya tek yillik, 60 cm kadar boylanan dik gelisen bitkilerdir. Yapraklar eliptik mizrak seklinde, genis
oval yapidadir. Brakteler yaprak benzeridir. M. Arvensis L. subsp. haplocalix Briguet. var. Piperascens Holmes
1slah edilmig bir varyete olup, yiliksek menthol oranindan dolayi, diinyada en fazla kiiltiirii yapilan Mentha
tiirtidiir. Ucucu yag oranlar1 %1,59-2,20, menthol oranlar1 %70-80 arasinda degisir.

Seksiyon B: Capitate L.

Mentha aquatica L. (syn. Hirsuta Hudson), 2n=(36) 96

Cok yillik, genelde mor renkli, 100 cm’ye kadar boylanan bitkilerdir. Yapraklar sapli ve ovattan lanseolataya
kadar degisen yapidadir. Cigekler komeg seklinde, 2-3 vertisillattan olusur ve 20 mm ¢apindadir. Ugucu yag
%0.3-0.8 arasinda degisir. Mentafuran ve linalolca zengindir. Ancak farkli kimyasal bilesen i¢eren kemotipleri
de mevcuttur.

Seksiyon C: Spicatae

Mentha suaveolens Ehrh. (Syn:M.rotundifolia (L.) Hudson) 2n=24 (18, 36, 54),

Tiiylii, ¢ok yillik, otsu, rizomlar genelde topruk altinda, 40-100 boyunda, dik gelisen habituslu bitkilerdir.
Yapraklar sapsiz, oblong ovat, kenarlar disli, yaprak yiizeyi olduke¢a rugros. Vertisillatlar ¢ok sayida, sik ve ugta
spica seklindedir. Ugucu yag oranm1 %0.7 olup, kimyasal yapist bakimindan ¢esitlilik gosterir, karvonca zengin
kemotipleri mevcuttur.

Mentha longifolia (L.) Hudson 2n=24

Cok yillik, keskin kokulu, rizomlar genelde toprak altinda, 40-120cm boylarinda bitkilerdir. Yapraklar
sapsiz olarak ana govdeye baglanir ve yaprak ayasi ugta genis, yiizeyi diiz veya kirigiktir. Vertisillatlar ¢ok
sayida ve yogun bir sekilde bulunur. Ugucu yag orani %0.3-1.8 olup, karvonca zengin kemotipleri baharat
olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok alt tiir ve varyetesi bulunmaktadir.

Mentha spicata L. 2n=48

Cok degiskenlik gosteren, keskin kokulu, kiiltiir formlar tiiysiiz, 30-110 cm boyunda, dik veya yar1 yatik
habituslu bitkilerdir. Yapraklar ¢ogunlukla tabandan daha genis olup, yaprak kenarlar1 disli, yiizeyi diiz veya
hafif dalgalidir. Vertisillatlar spica seklindedir. Karvonca zengin kemotipler ekonomik dneme sahip olup, ¢ok
yonlii kullanima sahiptir. Ugucu yag oranlar1 %0.12-2.1, karvon oranlart %49-74 arasinda degigmektedir.

Tiirler Aras1 Melezler

Mentha villosa-nervata Opiz (M.longifolia (L. Hudson x M.spicata L.) 2n=36, 48

Bitki ¢ok yillik, 20-70 cm boyunda, gévde kiif veya keskin kokulu bir bitkidir. Rizomlar topragin
derinliklerinde yer alir. Yapraklar sapsiz, kenarlar dislidir. Genig varyasyon gosterir. Spicata, daha dardir.
Ugucu yag oran1 %0.4.-0.6 arasinda degisir. Karvonca zengin tiirleri baharat olarak kullanilir.

Mentha x dumetorum Schuldes (M.aquatica x M.longifolia) 2n=60, 72, 84

Cok yillik, 30-80 cm boyunda, rizomlar yiizeye yakin bir bitkidir. M.aquatica ile M.longifolia’nin tiirler aras1
melezidir. M.aquatica’ya benzer yapraklar oldukga ovat lanseolattir. Yaprak ucu daha kiittiir. S.
M.longifolia’dan kisadir. Ugucu yag orant %0.2.-1.5 arasinda degisir, ugucu yag bilesenleri oldukg¢a
degiskendir.

Mentha x piperita L.(M.aquatica x M.spicata)2n=36

Cok yillik, dik veya yatik habituslu, 40-70cm boylarinda bitkilerdir. M. Dumetorum’a benzer. Ugucu yag
oranlart ve ugucu yagindaki degerli ana bilesenlerden (mentho ve mentolve metil asetat) dolayr kiiltiirii
yapilmaktadir. Yurt diginda pek ¢ok 1slah edilmis ¢esidi bulunmaktadir.

Mentha citrata Ehrh. (syn: M. Piperita nm. Citrata) 2n=?

M. citrata M.aquatica ile M. Viridis L.(Syn: M.spicata subsp. Spicata) nin tiirler aras1 melezidir. Bitkiler 30-60
cm boyunda, yapraklar uzun ovat ve yaprak sapi ile govdeye baglanir. Vertisillat kisa yogun terminal basaklidir.
Ugucu yag orant %1.3-1.5 arasinda degisir. Yagda en fazla linalool ve linalool asetat bulunur. Bu nedenle, bir
¢ok sinirl alanlarda tarimi yapilir.
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Tiirkiye’de baharat amaciyla sinirli alanlarda daha ¢ok Mentha spicata’nin
bahge kiiltiirii yapilmakta, M.longifolia, M. villosa-nevata tiirlerinin tiiysiiz, karvonca
zengin tipleri de Mentha spicata gibi baharat veya tat ve aroma vermek amaciyla
bah¢e kenarlarinda ekilmekte, M. dumetorum ve M. aquatica ise bahgelerde daha
ziyade siis bitkisi, cay gibi diger amagclar i¢in yetistirilmektedir (Giilliice ve ark,

2007; Telei, 2001).

[lisulu’nun (1992) yapmis oldugu arastirmada nane, ila¢ sanayinde énemli bir
yer tutmakta ve gesitli endiistri kollarinda biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir. Ozellikle
bat1 Avrupa iilkelerinde naneye olan ihtiyacin artmasiyla diinya pazarinda daima alic1
bulmakta, bircok iilkede genis olarak yapiliyorsa da Tirkiye’deki iiretim miktar
buralara gore daha azdir. Nane iilkemizde sebze ve tibbi olarak ihra¢ edilen bir
bitkidir. Tibbi olarak ihra¢ edilen miktar Tablo 2.3.” de gosterilmistir. 1996—1997

yillarinda ihracat yapilmamistir (Demirezer, 2007).

Tablo 2. 3. T1bbi Olarak Nane Ihracatimiz (Demirezer, 2007)

Yillar Miktar(kg)
1994 30. 673
1995 39.531

2.2. Bitkiler ve Nanede Antioksidan Aktivite

Bir¢ok calismada bitkilerde yliksek oranda antioksidan aktivitesi bulunan kimyasal
maddeler saptanmistir. Bunun yaninda Madsen ve Bertelsen (1995) tarafindan
giinliik hayatta tiikkettigimiz temel meyve ve sebzelerin de bu maddeleri igerdigi ve
viicudumuzdaki zararli olan maddeleri etkisizlestirerek cesitli yararlar sagladigi
gosterilmistir. Yapilan bir calismada Polonya’nin en 6nemli bitkisel {iriin iireticisi
oldugu ve Polonya’da son zamanlarda bu yiiksek antioksidan madde iceren meyve ve
sebzelerin tiiketimi artmis oldugu ancak Akdeniz iilkelerinde hala ¢ok tiiketilmedigi

saptanmistir (Capecka ve ark., 2005).
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Bitkilerin antioksidanlarla dolu oldugu disiiniiliir. Gergekten de bitkilerde
vitamin C, karotenoidler, tokoferoller, tokotrienoller ve flavonoidler gibi pek c¢ok
polifenoller bulunur. Biitiin bu molekiiller diger metabolik rollerinin yaninda ¢ok
onemli antioksidanlar olarak goriilmektedir. Insanlar E ve C vitaminlerini,
karotenoidleri ve flavonoidleri kendi kendilerine yapamadiklari i¢in, bu ihtiyaclarini
bitkilerden saglamak zorundadir. 1980-1990 yillar1 arasinda yapilan epidemiyolojik
caligmalar insanlarin diyetleriyle vitamin C, B-karoten ve diger karotenoidlerin
alimmin muhtemelen ¢ok az oldugunu ve miyokardial infarktiis, diger vaskiiler
hastaliklar, diyabet ve kanserin bir¢ok formundan zarar goérdiiklerini rapor

etmislerdir (Halliwell, 2007).

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli organizmalar yeryiiziinde ilk evrimlestiklerinde, s6z konusu evrimsel siire¢ ¢ok
az miktarda O, igeren bir atmosferde gerceklesmistir; yani s6z konusu organizmalar,
cogunlukla oksijensiz ortamda yasayabilen mikroorganizmalar yani anaerob
canlilardi. Anaerobik mikroorganizmalar giinlimiize kadar hala yasamlarim
stirdiirmektedir. Fakat biiyiimeleri sinirlidir ve %21°lik oksijen basinci yani mevcut
atmosfer diizeyine maruz kalmalar1 onlarin 6liimiine yol agmaktadir. Fotosentetik
kapasiteye sahip organizmalarin evrimlesmesinin bir sonucu olarak, atmosferin O,
icerigi arttigindan ilkel organizmalarin pek cogunun Oliimiine sebep olmustur.
Giliniimiizde yasayan anaerobik mikroorganizmalar muhtemelen bu ilkel
organizmalarin soyundan gelmektedir. Bu mikroorganizmalar kendilerini O,
diizeyinin niifus etmedigi ortamlarla sinirlandirarak artan atmosferik O, diizeyine
uyum saglayacak evrim siirecini izlemislerdir. Bununla birlikte, diger organizmalar,
O, toksisitesine kars1 koruma saglayacak, gelisen antioksidan savunma sistemlerinin
evrimsel siirecini baglatmiglardir. O,’nin varligini tolere edebilen mikroorganizmalar,
metabolik doniisiimler (oksidazlar, oksijenazlar, nitrik oksid sentazlar gibi) ve
verimli enerji liretimi i¢in de bu yolu kullanilmis olabilir. Aeroblar %21°lik oksijen
diizeylerine kars1 korunmak i¢in antioksidan savunma sistemi gelistirmisler fakat bu

oranin iistiindeki diizeylere kars1 gelistirememislerdir (Reznick ve ark., 1998).
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Oksijen toksiktir ve biz antioksidan sistemin c¢ogalmasini gelistirmemiz
sayesinde sadece onun varlifinda yasamimizi siirdiiriiriiz. Antioksidan sistemler
oksijen radikallerinin ve diger reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini azaltirlar ama
onlar1 tamamen elimine etmezler (Halliwell, 2007). Gidalardaki bitkisel ve hayvansal
yaglarin oksidatif yikimi, sekonder potansiyel toksik bilesiklerin olusumuyla besin
kalitesini ve giivenilirligini disiirerek tat ve koku bozunumundan sorumludur.
Antioksidanlarin ilavesi besinlerin lezzetini, rengini korumak ve vitaminlerin

yikimini engellemek i¢in gereklidir (Eryigit, 2006).

Lipid peroksidasyonu sadece acima gibi besinlerin bozulmasindan sorumlu
olmay1p ayn1 zamanda bir¢ok hastalikta rol oynayan doku hasarindan da sorumludur.
Lipid peroksidasyonu dogada goriilen ¢ogul doymamis yag asitlerinden peroksit
olusmasi sirasinda olusan serbest radikallerin, yag asidi yan zincirlerine saldirida
bulunmasiyla baslatilir. Zincir reaksiyonu devam ederek lipid peroksidler membran
icinde birikir ve membranlar1 destabilize ederek iyonlara karsi gecirgenliklerini
arttirir.  Peroksil radikalleri yalnizca lipidlere degil aynmi zamanda membran
proteinlerine de saldirarak enzimlere ve reseptdrlere zarar verir, kolesterolii okside
eder. Peroksid ¢oziinmesinin son {iriinii olarak ¢ok sayida zararli karbonil bilesik
ozellikle de doymamis aldehidler olusur. Reaktif oksijen tiirleri kontrolsiiz bir sekilde
tiretildiginde, membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda
yer alan doymamis yag asitlerini peroksit ve peroksinitritler (NO gibi), alkoller,
aldehidler (MDA gibi), hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli {irtinlere
yikimlanmasina sebep olur ve oksidatif hasar meydana getirir. Ozetle lipid
peroksidasyonu, direkt hasarini membran yapisinda degisikliklere sebep olarak,
indirekt hasarini da reaktif aldehidler olusumuna yol acarak gdéstermektedir. Reaktif
aldehidler membran bilesenlerinde capraz baglanmalar ve polimerizasyona neden
olur. Bu durum membran yapisinin bozulmasina, iyon transportu ve enzim aktivitesi
gibi membran iglevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Reaktif aldehidlerin, kolay
difiize olduklarindan dolayi, hasar1 genis bir alana yayabildikleri bildirilmistir
(Yurdakul, 2009; Joreno, 1990; Murray ve ark.,1998; Reznick ve ark.,1998; Akkus,
1995).



13

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) sadece oksijen radikallerini (O,, RO, ’, RO ve
OHe) degil, H, O,, ONOO °, HOCI ve nonradikal ozonu (O3) da i¢ine alan bilim
adamlan tarafindan siklikla kullanilan ortak bir terimdir. (Murray ve ark., 1998).
Metabolik reaksiyonlar sirasinda serbest radikallerin endojen olarak ortaya ¢ikmalari
nedeniyle tiim aerobik organizmalar doku hasarindan korunmak i¢in antioksidan
savunma sistemleri gelistirmistir. Antioksidanlar, okside edilebilir substrata oranla
cok diisiik konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu geciktiren veya
engelleyen maddelerdir. Fizyolojik kosullarda, organizmada oksidan etkenler ve
antioksidan mekanizmalar bir denge halinde bulunmaktadir. Bu dengenin oksidanlar
lehine degismesi ile oksidatif stres olarak adlandirilan doku hasar1 olugsmaktadir

(Canbolant, 2006).

2.3.1. Oksijen Toksisitesi ve Reaktif Tiirler Olarak Radikaller

Gerschman ve ark. 1954 yilinda, O;’nin zararli etkilerinin oksijen
radikallerinin olusumundan kaynaklanabilecegini ileri slirmiislerdir. Bu hipotez
popiiler hale gelmis ve McCord ve Fridovich tarafindan siiperoksid dismutaz (SOD)
enzimini kesfinden sonra oksijen (O,) toksisitesi, siiperoksid (O,") teorisi olarak
doniistiiriilmiistiir. Bu teori, en basit haliyle, O, toksisitesinin asir1 siiperoksit
radikalinin olusumundan kaynaklandigin1 ve SOD enzimlerinin 6nemli antioksidan
savunmalar oldugunu anlatmaktadir. Serbest radikal kavrami, antioksidan kavrami
tersine, kolayca tanimlanabilmektedir. Atomlarim ve molekiillerin yapisinda,
elektronlar genellikle cekirdegin etrafinda belirli bir bolgede c¢ift olarak hareket
ederler. Bu alan atomik veya molekiiler yoriinge olarak adlandirilir. Serbest radikal
bagimsiz yasama yetenegine sahip olup, tek elektronlar1 (bagimsiz elektronlar)
barindiran bir veya daha fazla yoriingesi vardir. En basit serbest radikal, bir proton ve
tek bir elektronu olan hidrojen elementidir (Reznick ve ark.,1998). Ortaklanmamig
elektron, genel olarak {ist kisma yazilan bir nokta ile gosterilir (Akkus, 1995).
Radikaller, dis orbitallerinde paylasilmamis elektron (ortaklanmamus, c¢iftlenmemis)
igeren kimyasal tiirlerdir (Altan ve ark., 2006; Diindar ve Aslan, 2000).
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Bu tip maddelerin ortaklanmamis ya da paylasilmamis elektronlarindan dolay1
diger maddelerden bir elektron kazanma egilimi gostermesi bunu ileri diizeyde
tepkici hale getirir (Kiling ve Kiling, 2002; Murray ve ark.,1998). Atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar diizeyinde kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler
gerceklesir. Atomik yapilarinda paylasilmamis elektron icerdiklerinden dolay1
elementlerin bir kismi(hidrojen, karbon, nitrojen, oksijen), dogada atomlar seklinde
degil; molekiiller seklinde bulunurlar ve reaktiviteleri yoktur (Kiling ve Kiling, 2002;

Brent ve Rumack, 1993). Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar.

1.Kovalent baglarin homolitik kirdmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa,
bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve bu durumda her iki atom iizerinde de

paylagilmamis elektron kalir.

A:B— A +B

2.Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinme: Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalir ve iyonlar meydana gelir.

A:B—> A +B"

3.Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile, bir elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis elektron tasir hale
gelirse, bu indirgenme radikal olusumuna neden olur (Altan ve ark., 2006; Kiling ve

Kiling, 2002; Diindar ve Aslan, 2000; Akkus, 1995).

A+e > A"

Farkli tiirdeki serbest radikaller genis bir kimyasal reaktivite yelpazesi

gostermektedir. Eger iki serbest radikal karsilasirsa, essiz elektronlarini bir kovalent
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bagla birlestirebilir ve her iki radikal de kaybolabilir. Boylece atomik hidrojen
diatomik hidrojen formuna doniiiir. Biyoloji ile ilgili bir 6rnek verilmek istenirse;
NO' ve O, " nin son derece hizli reaksiyonu ile olusan nonradikal bir iiriin olan

peroksinitrit reaksiyonudur.

NO + O, —=ONOO"~

Fizyolojik pH ‘da peroksinitrit (ONOO ~ ) peroksinitréz aside (ONOOH)
doniigiir. Bir kag¢ saniye sonra kaybolur, son {iriin olarak biiylik dl¢iide nitrat olusur.
Peroksinitrit/ peroksinitroz asid reaksiyonunun kimyasi son derece kompleks ve
anlasilmasi gii¢ bir olaydir. Fakat peroksinitrit (ONOO ) hiicre ve dokulara niifuzu
lipidlerin, DNA’ nin ve proteinlerin nitrasyonu ve oksidasyonuna onciiliik eder ve

siklikla hiicre hasar1 ve 6liimiiyle sonuglanir (Reznick ve ark.,1998).

2.3.2. Reaktif Oksijen Radikalleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) sadece oksijen radikallerini (O,", RO, ", RO ve OHe)
degil, H, O,, ONOO °, HOCI ve nonradikal ozonu (O3) da i¢ine alan bilim adamlari
tarafindan siklikla kullanilan ortak bir terimdir. Reaktivite goreceli bir terimdir. Ne
siiperoksid ne de hidrojen peroksid, 6zellikle sulu solusyonlarda reaktif degildir.
Bundan dolayi, bazi yazarlar reaktif terimi yerine “oksijenden tiireyen tiirler”
terimini kullanir. Diger ortak kullanilan terim ise “oksidanlar” dir. Bununla birlikte

0O, ve H,0; sulu solusyonlarda rediiktan ve oksidan olarak aktivasyon gosterir

(Reznick ve ark.,1998).

Serbest oksijen radikali biyokimyasinda kilit rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksid, hidrojen peroksid, gec¢is metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalleridir. Bunlardan ilk dordiiniin ¢esitli reaksiyonlar1 ile sonuncusu meydana
gelir. Radikal tanimina gore oksijen diradikal yapiya sahip bir molekiildiir. Oksijenin
bu oOzelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar

(Akkus, 1995).
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Oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye girebilmesi icin, tepkimeye
girecegi molekiilin de farkli orbitallerde spinleri ayni yonde elektron igermesi
gerekir. Basta organik molekiiller olmak {izere, atom ve molekiiller orbitallerinde
elektronlar1 antiparalel ve eslesmis olarak igerirler veya paylasilmamis elektronlar
kovalent baglara katildiklar1 i¢in oksijenin diger molekiillere olan reaktivitesi son
derece kisitlanmistir. Bu kisitlama spin kisitlamasi olarak adlandirilir. Canlilarin
oksijeni kullanabilmesi i¢in, oksijene elektron transferi yaparak spin kisitlamasini
asmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar gegis elementleri sinifindaki Fe, Cu, Mn, Zn,
Co ve Mo gibi metal iyonlarindan yararlanirlar. Canlilarda oksijeni kullanan
enzimler ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu elementlerden en az bir
tanesini igermek zorundadirlar. Canlida ve c¢evremizde sadece oksijen merkezli
radikaller degil, ayn1 zamanda diger atom merkezli radikaller de olusabilirler. Oysa
ozellikle biyolojik sistemlerde “radikaller” kavrami reaktif oksijen tiirleri manasinda

kullanilmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002).

Oksijen bulunan bir ortamda, oksijenin metabolize edildigi aerobik canlilarda
daima radikal iiretimi gerceklesir. Hiicresel kosullarda olusabilen oksijen radikalleri
ile oksijen igeren reaktif tiirlerin 6nemli olanlar1 Tablo 2.4.°de goriilmektedir
(Diindar ve Aslan, 2000). Siiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla,
devamli olarak ve onemli derisimde iiretilen radikaller oldugundan, bu radikaller
iginde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Ayrica bu iki radikal,
biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal yapida
olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler (Kiling ve Kiling,

2002).
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Tablo 2. 4. Sik Karsilagilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Diindar ve Aslan, 2000)

Radikal Simge | Tanimlama

Hidrojen He Bilinen en basit radikal

Stiperoksit Oge- Oksijen metabolizmasinin ilk ara iirtin

Hidroksil OH- En toksik (reaktif) oksijen metaboliti

Hidrojen peroksit H, O, | Reaktivitesi ¢ok diislik, molekiiler hasar yetenegi zayif

Singlet oksijen 03 Yarilanma 6mrii hizli, gliclii oksidatif etkili

Perhidroksi radikal HO;e Lipidlerde hizl1 ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu
artirir

Peroksil radikal ROO" | Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize
olur

Triklorometil CCl; CCly metabolizmasi {iriinii karacigerde tiretilen bir
radikal

Thyl radikali RS- Siilfiirli ve paylasilmamais elektron igeren tiirlerin
genel ad1

Alkoksil ROe Organik peroksitlerin yikimai ile iiretilen oksijen
metaboliti

Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo Uretilir.

Nitrojen dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir.

Singlet oksijen ve hidrojen peroksit gibi biitlin tepkici oksijen tiirleri serbest

radikal degildir. Tek degerli indirgenme ile her defasinda bir tek elektron

kazanilabilir ve bu da total oksijen tiiketiminin %1-5’inden sorumludur. Tek degerli

indirgemede bireysel molekiiller ileri derecede tepkici olup dokular i¢in potansiyel

olarak tahrip edicidir (Murray ve ark.,1998).

2.3.2.1. Hidrojen Peroksid (H,O;)

Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikali, kendi bagina 6énemli hiicre hasarlarina yol

acmaz. Siiperoksitin asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri
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iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan
nitrik oksid ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana

gelir (Akkus, 1995).
O,¢ "+ NO" — ONOO’

Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H2O,)
meydana getirir. Hidrojen peroksid (H,O,) membranlardan kolayca gegebilen, uzun

omurli bir oksidandir.

Oy +e + 2H — H,0,

0O, +2e¢ + 2H — H,0,

Stiperoksit dismutasyon reaksiyonuyla molekiiler oksijen ve hidrojen peroksid
meydana gelir. Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen
tiirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli rol oynar. Ciinkii
siiperoksit, Fe™ ve Cu™ gibi gegis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay reaksiyona
girer ve HyO, ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Bu
reaksiyon katalizor varliginda veya katalizorsiiz olusabilir. Demirle katalizlenen
reaksiyon ise ¢ok hizhidir ve bu reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir. Bu
reaksiyonda O,” ve H,O, demir varliginda etkileserek olduk¢a reaktif olan OH
radikalleri olusmaktadir (Diindar ve Aslan, 2000; Akkus, 1995; Brent ve Rumack,
1993).

+ +
Fe'?, Cu™!

O, + H,O, — OHe + OH + O,

H,0,’1 ¢ozmek suretiyle OHe olusturabilen, lipid peroksidasyonunu
destekleyebilen ve otooksidasyon reaksiyonlarini katalizleyebilen kimyasal formdaki
demir ve bakir iyonlar1 canlilarda yetersizdir. Insan viicudu proteinin depolanmasi ve

taginmasi i¢in miimkiin oldugunca demir ve bakir1 tutmak zorundadir. Gergekten de
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metal iyonlarinin sekestrasyonu énemli antioksidan savunma mekanizmasidir. Doku
zedelenmeleri metal iyonlarinin ve hem proteinleri gibi katalitik bilesenlerin gegisine
izin verir. Dolayisiyla canlida asir1 reaktif oksijen tiirlerinin yol a¢tigi hasarlarin
niteliginin temel belirleyicisi, hidroksil radikal formasyonunun metal iyon

katalizorlerinin varlig1 ve bulunma kosullaridir (Reznick ve ark.,1998).

2.3.2.2. Siiperoksid Radikali (O;e-)

Stiperoksid radikali (O,¢-) oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.
Canlilarda fagositik hiicreler tarafindan(nétrofil, monosit, makrofaj, eozinofil) yapilir
ve bakterilerin, mantarlarin ve viruslarin inaktive edilmelerinde onlara yardim eder.
Birg¢ok hiicre tarafindan yapilan siiperoksid radikali (O,e-) bu konseptlerle uyumlu
kiltiirler icindeki hiicrelerle yapilan deneylerde biiylimenin diizenlenmesi ve hiicre
ici sinyalleri de igerir. Bununla beraber heniiz canlilarda meydana geldigi
kanitlanmamistir. Siiperoksid radikali (O,e-) canlilarda sadece tasarlayarak degil,
“kimyasal olaylar” olarak adlandirilan mekanizmalarla da olusur (Reznick ve

ark.,1998).

Kendileri oksitlenirken, dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce
enzimin katalitik etkisi sirasinda ve mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda
oksijen kullanimi sirasinda iiretilmektedir (Diindar ve Aslan, 2000; Kiling ve Kiling,

2002; Diindar ve Aslan, 2000; Akkus, 1995).

Oy +e — 0y

Stiperoksid ve hidrojen peroksid, otooksidasyon reaksiyonlar1 tarafindan
yapilir. Katekolaminler, tetrahidrofolatlar ve flavinler gibi bilesikler O, den Oae-
radikalini direkt olarak reakte eder. Bircok otooksidasyon reaksiyonu O, ile
invitro(ve biiyiik bir ihtimalle invivo olarak da) spontan reaksiyonlarla gelisir, ama
gecisli metal iyonlarinin yeter miktarda bulunmasi ile reaksiyon kolaylagtirilir yani

katalize edilir (Reznick ve ark.,1998).
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Zay1f bir oksidan olan siiperoksit radikali kendi bagina énemli hiicre hasarlarina
yol agmaz. Siiperoksitin asil O6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest
radikal olan nitrik oksid ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan ve
dogrudan proteinlere zararli etkileri olan peroksinitrit meydana gelir. Boylece NO’

nun normal etkisi inhibe edilir (Akkus, 1995).

Oz¢ "+ NO — ONOO

Stiperoksid anyonu, hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir.

Oksidan olarak gorev yaptiginda hidrojen perokside indirgenir.

HOz'_ + Oz‘_ + H+ — HzOz + 02

Rediiktan olarak gorev yaptiginda drnegin ferrisitokrom c nin rediiksiyonunda
bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Sitokrom c’yi indirgemesi SOD
tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalanilarak SOD aktivitesi ve fagositler

tarafindan {iretilen O, tayini yapilir (Akkus, 1995).

Sitc (Fe3') + 0,0 — O, + Sitc (Fey')

Stiperoksid radikali (O,e-)’nin major hiicresel kaynagi mitokondridir. Elektron
transport zinciri, NADH/NAD" ¢iftinin biiyiik 6l¢iide indirgenme reaksiyonundan
sitokrom oksidazin katalizledigi 2 O,/H,O c¢iftinin oksidasyonuna derece derece

degisen indirgenme reaksiyonudur (Reznick ve ark.,1998).

2.3.2.3. Singlet Oksijen (Oy)

Ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen tiirlerinden
bir tanesi de Singlet Oksijen (O;’)dir. Serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina
sebep olabildigi gibi serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu da meydana gelebilir
(Akkus, 1995). Singlet oksijen elektronlarindan birinin digaridan enerji almasi

sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi
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sonucunda olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen
peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (Ogul, 2006; Kiling ve
Kiling, 2002).

Delta ve sigma olmak tiizere 2 sekli vardir. Singlet oksijen, uyarilmis
elektronlarin daha diisiik enerji diizeylerine inmesiyle 151k yayar (Akkus, 1995).
Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder ya
da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini (ROO’) olusturur ve OHe kadar etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baglatabilir (Gilizel, 2007; Ogul, 2006; Kiling ve Kiling, 2002;
Sakac ve Sakac, 2000).

2.3.2.4. Hidroksil Radikali (OH")

Biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikal ve radyasyonun canlilardaki
toksik etkisinden sorumlu kimyasal tiirdiir. Biyolojik ve kimyasal sistemlerde
iiretilebilen hidroksil radikali canlilarda iyonlastiric1 radyasyonun etkisiyle su
molekiillerinin iyonlagsmas1 ve hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile olusabilir.

(Diindar ve Aslan, 2000; Kiling ve Kiling, 2002; Akkus, 1995).

OH' radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler olmak iizere hemen hemen
biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler.Hidroksil radikalinin,
DNA da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek cesitli iirtinler olusturdugu ve
bu olusan {irlinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmistiir (Miiftiioglu, 2003;

Dizdaroglu, 1991).

2.3.3. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO)

Serbest radikallerin kimyasal reaktivitesi degisiklik gosterir ve kontrollii miktarlarda

kullanimi metabolik olarak yararlidir. Bunlardan biri de Nitrik Oksit (NO®) olup
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genellikle canlilarda vaskiiler endotelyal hiicreler, fagositler, belirli ndronlar ve pek
¢ok hiicrede sentez edilir (Reznick et al., 1998). Nitrik oksit (NO®) hem fizyolojik
hem patofizyolojik siireglerde 6nemli bir role sahip olup muskarinik veya histamin
reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu damar endotel hiicrelerinde
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi araciliiyla L-arjinin ve oksijenden sentezlenir.
Nitrik oksit sentazin (NOS), noronal (tip I, nNOS), endoteliyal (tip III, eNOS) ve
indiiklenebilir (tip II, iNOS) olmak iizere farkli lokalizasyon ve diizenlenmeye sahip

li¢ izoenzimi vardir (Altinigik, 2001).

Reaktif nitrojen tiirleri, kan basinct ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde
onemli rol oynar. NO® in radikal oksijen tiirleri ile reaksiyona girerek giiglii bir
oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturdugu ve OH® radikalinin olusumuna yol
act1g1 ifade edilmektedir (Celik, 2005 ; Kolayli ve ark., 2007; Ozkan ve Yiiksekol,
2003).

Diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varlifinda dahi stabilitesini
koruyabilen reaktif nitrojen tiirleri, diisiik molekiil agirlikli, lipofilik 6zellikte olup
biyoaktif memeli hiicresi sekresyon firiinlidiir. Diger radikallerden farkli olarak
diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok onemli fizyolojik islevleri gergeklestirir.
NO®’in yar1 6émrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gegereck damar gevsemesini
saglar. Fe-S kiimelerine afinite gdsterdigi i¢in hiicre i¢i demir trafigini kontrol eder

(Celik, 2005 ;Demiryiirek ve ark., 2004; Simsek, 1999).

Nitrik oksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarigmaya girmesi ve

stiperoksit (02' ) radikaliyle etkilesmesi sonucu toksisitesinin baglica sorumlusu olan

peroksinitrit (ONOOi) olusur (Altinisik, 2001). Nitrik oksit ayrica bazi memelilerde
parazitlerin makrofajlarla dldiiriilmesinde de etken olabilir. Her ne kadar fizyolojik
diizeylerde yararli olsa da asir1 diizeylerde sitotoksik olabilir. Gergekten de asiri
iiretiminde pek cok kronik inflamatuar hastaliklarin patolojisinde rol oynayabilecegi

ileri siirtilmektedir (Reznick ve ark.,1998).
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2.3.4. Serbest Radikal Kaynaklan

Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar. Serbest
radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakli etkilerin etkisiyle de
olugabilir. Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus
fagositlerde serbest radikal iiretimini arttirirlar. Triptofan dioksijenaz, Sitokrom p—
450, sitokrom b—5, prostoglandin sentetaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz gibi enzim
sistemleri, lipid peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, intoksikasyon ve
travma gibi durumlar, mitokondrial elektron tagima sistemi, molekiiler otooksidasyon
yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin, flavoproteinler, hemoglobin ve
antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (Altuntas,
2007; Ogul, 2006; Tekkes, 2006; Freeman ve Crapo, 1984). Serbest radikal olusturan

kaynaklar endojen ve eksojen olmak iizere iki gruba ayrilabilir.

2.3.4.1. Eksojen Kaynaklar

Hava kirliligi, ¢evresel kimyasallara maruz kalma, organik yanik madde ve yanmis
gidalarin alimi, sigara dumani ve iyonize edici radyasyon gibi faktorler baslica
eksojen hiicrelerde radikal olusumu ve serbest radikal reaksiyonlarini artirarak

oksidatif strese yol agmaktadir (Ozel, 2006; Diindar ve Aslan, 2000).

2.3.4.2. Endojen Kaynaklar

Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin organizmaya zarar verme
potansiyelleri varsa da bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in normal olarak
metabolizmada, serbest radikallerin olusmasi ka¢inilmazdir. Fizyolojik kosullar
altinda serbest radikal iiretiminin en énemli kismin1 mitokondriyal elektron transport

sistemi olusturmaktadir (Akpoyraz ve Durak, 1995; Erden, 1992). Endojen serbest
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radikallerin kaynaklarint su bagliklar altinda toplayabiliriz (Ogul, 2006; Akkus,
1995):

1. Mitokondrial elektron transportu

N

Aktive olmus fagositler

(98]

. Endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek membranlarina bagli sitokromlarin
(sitokrom Paso ve bs) oksidasyonu

4. Enzimatik reaksiyonlar

Membrana iligskin Psso ve bs gibi sitokromlarin yag asitleri ile ksenobiyotiklerin
oksidasyonu ve dioksijenin rediiksiyonu ile endoplazmik retikulum ve niikleer
membranda molekiillerin indirgenmesi ve oksitlenmesi ile serbest radikaller olugur

(Celik, 2005; Ogul, 2006; Kavas, 1989).

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
degil ilave bir paylagilmamis elektron kazanma egiliminde olan bilesikler alternatif
bir redoks siklusuna girerek meydana gelir. Tekrar ana bilesige donlismek isteyen
radikaller oksijenle kolayca oksitlenir ve siiperoksit radikalini olustururlar (Giirbiiz,

2008).

Reaktif oksijen tiirlerinin tiretildigi 6nemli kaynaklardan biri de arasidonik asit
metabolizmasidir. Enzimatik oksidasyon sonucu arasidonik asidin lipooksijenaz
tarafindan  katalizlenen oksidasyonu lokotrienleri, siklooksijenaz tarafindan
katalizlenen oksidasyonu prostaglandinlerin sentezi icinde gerekli olan
endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller

olusur (Akkus, 1995).

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
iretimini arttirirlar. Aktive olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle

savagta onemli rol oynar (Yariktas, 2003; Ogul, 2006).
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Notrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler ile monositler, kupfer
hiicreleri, alveolar makrofajlar gibi doku makrofajlar1 immunojenik veya 6zel bir
uyaranla (kompleman fragmani C5a, opsonize mikroorganizmalar, 16kotrien B4,
bakteriyel orjinli N-formylated oligopeptidler) uyarildiktan sonra lizozomlarini disar1
vermeye baslarlar (Akkus, 1995). Reaktif oksijen olusumunun yani sira oksidan
ajanlar saglamak icin mitokondri disindaki respiratory brust adi verilen oksijen
iiretiminde bir patlama olur. Oksidan ajanlar fagosite edilmis patojenleri 6ldiirmenin
yan1 sira gl¢lii bir antimikrobiyal aktivite ile ototoksik, immunosupresif ve

mutojenik etki gosterir (Glirbiiz, 2008, Logani ve Davies, 1980).

Otooksidasyon endojen serbest radikal iiretim kaynaklar1 arasinda 6nemlidir.
Doku bilesenlerinin bir¢ogu oksijenin varliginda kimyasal olarak instabildir ve
metabolik sartlar altinda otookside olur ve bu sirada serbest radikal intermediyerleri
kadar aktive oksijen tiirleri de iiretilir. Oksidan enzim reaksiyonlar1 serbest radikal

tiretiminde 6nemlidir (Celik, 2005; Logani ve Davies, 1980).

2.3.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Oksijen molekiiliiniin hiicre membranindaki doymamis yag asitlerine karsi
yiiksek affinitesi vardir. Dokularda bulunan doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara
oksijen baglanmasi sonucu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana gelir. Fosfolipitler,
glikolipitler, gliseritler gibi membrani olusturan doymamis yag asitleri ile membran
proteinleri radikaller i¢in ana hedeflerdir. Yogun olarak radikaller {iretimi sirasinda
aerobik solunumu ve kapillar permeabiliteyi bozarak, bir¢ok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulunan hiicresel potasyum kaybini ve kapillar trombosit
agregasyonunu hizlandirdigr diistiniilmektedir (Celik, 2005; Altimisik, 2001; Diindar
ve Aslan, 2000). Hiicrede serbest radikallerin lipit, protein, DNA ve karbonhidrat
gibi 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etkili oldugu Sekil 2.1.” de goriilmektedir
(Celik, 2005).
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Oksidatif stres akut ya da kronik, geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz hiicre
hasarina yol acabilir. Iskemi-reperfiizyonda, akut enflamasyonda ve hiperoksi’de
kisa siireli bir oksidatif stres varken, kronik enflamasyonda uzun siireli bir oksidatif
stres vardir. Bu uzun siireli oksidatif stres kanser gelisiminde rol oynar. Ozellikle
sigara kullanim1 ile olusan serbest radikaller DNA ile etkileserek karsinogenezisde

etkin rol oynarlar (Tez ve ark., 2005; Dinger ve ark., 2003).

DNA'da Yapisal
Degisiklikler

DNA'da Konformasyonel
Degisiklikler

- - Radikal Oksijen Tiirleri Oksidatif Protein Hasar1 Sonucu
Hiicre Proliferasyonunun DNA Polimerazlarin Etkisinde ve
Uvarilmasi ] . - DNA Onarim Enzimlerinde Azalma

Radikal Nitrojen Tiirleri

Reaktif Tiirler Nedeniyle Protein ve
Genlerin Modiilasyonu

Apoptik ve Nekrotik Mekanizmalarla Hiicrelerin Biiyiimesi, Farklilasmasi ve Oliimii

Sekil 2. 1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirlerinin Viicuttaki Etkileri (Fidan, 2007)

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin bir¢ok kronik hastaligin
komplikasyonlarina katkida bulundugu bilinmektedir. Aterogenez, amfizem/bronsit,
Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi, serviks
kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diyabet, akut renal
yetmezlik, Down Sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler
bozukluklar, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarda serbest oksijen

radikallerinin neden oldugu hiicre hasari s6z konusudur (Giirbiiz, 2008).
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Uretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal maddeler olarak
goriilmemelidir. Yaslhilik, kanser, diyabet ve komplikasyonlarinin gelisimi, Behget
hastalig1 gibi ¢ok sayida hastalikta serbest radikal iiretiminin arttif1 ve antioksidan
savunmalarin yetersiz oldugu, metabolik ihtiyacin iizerinde liretilen radikaller toksik
etkilerden sorumlu oldugu ve diisiik konsantrasyondaki radikal yapiminin etkileri
yaslanma gibi ¢ok uzun bir siire¢ sonunda goriiliirken; yiiksek konsantrasyonlarda ve
yaygin radikal yapiminin sonuglari ciddi bir patolojik durum olarak ve oldukga kisa

bir stirede karsimiza ¢iktig1 bildirilmistir (Yurdakul, 2009; Nalcac1, 1994).

2.3.5.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Biyomolekiillerin biiyiik gruplarinin tamami serbest radikaller tarafindan etkilenirler,
ancak bunlar i¢inde en hassas olani lipidlerdir. Serbest radikallerin lipidler iizerine
yaptig1 etki lipid peroksidasyonu (LP) olarak adlandirilir (Akkus, 1995). Biyolojik
sistemlerde lipid peroksidasyonundaki hidrojen atomunu uzaklastiran radikalin
stiperoksit anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu, bu nedenle lipid
peroksidasyonunu baslica hidroksil radikalinin baslattigt kabul edilmektedir.
Stiperoksit radikali ve hidrojen peroksid hidroksil radikaline doniismektedir (Diindar
ve Aslan, 2000; Niki, 1987). Olusan radikaller substrat ile hemen reaksiyona girerek
yeni zincir reaksiyonlarin1 baslatacak olan radikallerini olustururlar. Bu sekilde
olusan bir radikal siirekli olarak yeni radikallerin olusmasina neden olur. Zincir
reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda devam

eder (Burton, 1989). Sekil 2.2.’de lipid peroksil radikalinin yapis1 goriilmektedir.

Sekil 2.2. Lipid Peroksil Radikali (Altinisik, 2001)
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Plazma membrant ve organel lipid peroksidasyonu, serbest radikal
kaynaklarmin tiimiiyle uyarilabilir ve metallerin varliginda artar. Lipidlerden,
arasidonik asid metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik lipid
peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise “non-
enzimatik lipid peroksidasyonu™ adi verilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok
zararli bir zincir reaksiyonudur. Doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur. Bakir
veya Fe tuzlan peroksidasyonun hizimi arttirarak, hiicre zar1 permabilitesini ve
akiskanligin1 azaltir, bu olusan tablo da hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olabilir. (Akkus, 1995; Burton, 1989; Braughler ve ark.,1987; Logani ve Davies,
1980).

Lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen lipid hidroperoksitlerinin yikima,
gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik asidle dl¢iilebilen malondialdehid olusur.
Bu metod lipid peroksid diizeylerinin dl¢iilmesinde siklikla kullanilir. Peroksidasyon
ile olusan malondialdehid, intrensek membran 6zelliklerini degistirir ve genotoksik,

mutajenik ve karsinojenik etkilere sebep olur (Akkus, 1995).

2.3.5.2. Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Glinde yaklasik 10.000 kez serbest radikal saldirisina maruz kalan DNA.

iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller tarafindan etkilenerek hiicrede

mutasyona ve Oliime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH ) deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden

kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) tarafindan olusan hasar DNA onarim

sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin
yetersiz kaldigi durumlarda hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarma, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acar. DNA hasarinin ¢esitli hastaliklarin
etyolojisinde ve yaslanmada onemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Dizdaroglu,
1991;Debelec-Biitiiner ve Katranci, 2006; Burcak ve Andican, 2004; Halliwell ve
Dizdaroglu, 1992). Serbest radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde



29

hasara, DNA-protein ¢apraz baglanarak hasara yol agabilir (Yokus ve Cakir, 2002;
Dizdaroglu, 1991).

Yapilan gesitli aragtirmalar siiperoksit anyonu ve onun dismutasyonuyla olusan
hidrojen peroksitin dogrudan DNA ile esleserek baz oksidasyonuna ve zincir
kiriklarina yol agmadigi ancak gecis metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile
olusan ve daha aktif bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin DNA hasari
olusturdugunu gostermislerdir (Aruoma ve ark.,1989a, Aruoma ve ark.,1989b).
Niikleik asidlerin yapisinda temel olarak bulunan bazlardan birisi guanindir. Singlet
oksijen ise guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (Baysu Sozbilir ve Baysu
2008, Stekeen, 1989). Nitrik oksid ve reaktif {irlinleri, nitrozasyon ve deaminasyon

reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler (Thomas ve ark.,1998).

2.3.5.3 Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallerin etkilerine karsi, poliansature yag asidinden daha az
hassastir ve zincir reaksiyonu hizli ilerlemez. Serbest radikallerin proteinleri etkileme

derecesi aminoasit igerigine gore degisir (Akkus, 1995).

Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali (OH) ile baglar. Oksijen ile
birlikte, siiperoksit anyon radikali ve siiperoksit radikalinin protonlanmis formu olan
hidroperoksil (HO)’in aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-
protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile
protein fragmentasyonuna neden olur (Cakatay ve Kayali, 2004). Doymamis yapilar
tagityan aromatik aminoasitlerden fenilalanin, tirozin ve triptofan ve siilfiirli

aminoasitler oksidatif ataklara kars1 ¢cok hassasiyet gosterir (Reznick ve ark.,1992).

Serbest radikal tirlerinin lizozomal membranlara zararli etkisi sonucu,
hidrolitik enzimlerin hiicre i¢ine salinmasi duyarli aminoasit kalintilarin1 okside
ederek veya zincir polimerizasyon reaksiyonlarina neden olarak enzimleri inaktive

edebilir (Karabulut ve ark., 2004; Burton, 1988, Braughler ve ark.,1987).
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2.3.5.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Karbonhidratlar {izerine serbest radikallerin 6nemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu gelisen hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler,
diyabet ve sigara kullanimi ile gelisen kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar.
Poliansatiire yag asidi (PUFA) ve karbonhidrat oksidasyonunun bir iiriinii olan
glyoxal’in hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir. Enflamatuar eklem
hastaliklarinda synovial siviya gecen polimorf nukleer lokosit'lerin extraselliiler
siviya biraktiklart H,O, ve O, hyaliironik asidi parcalar. Hyallironik asit, goziin
vitrdz sivisinda bol miktarda bulunur ve oksidatif hasar1 katarakt olusumuna yol agar

(Akkus, 1995).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoOriyazis, romatoit artrit, Behcet hastalifi, cesitli deri ve goz
hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta ve yaslilikta serbest radikal iiretiminin
artt1g1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak
bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak

bilinmemektedir (Altinigik, 2001).

2.3.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidatif stres oldukga belirsiz bir terimdir. Ama antioksidan savunma sistemleri ile
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi arasinda ciddi bir dengesizlik oldugu One
siiriilmektedir (Reznick et al., 1998). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalari
vardir. Bu mekanizmalar '"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca
"antioksidanlar" olarak bilinirler Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri, hiicrenin
gelistirdigi "antioksidan savunma sistemleri" ile ortadan kaldirilirlar (Altinisik, 2001;

Diindar ve Aslan, 2000).
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Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigi  siirece  organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Ancak, akut fiziksel aktiviteler, gebelik gibi fizyolojik durumlar
ve pek c¢ok patolojide lokal ve genel antioksidan kapasite asilabilmekte ve
antioksidan savunma sistemi yetersiz kalip oksidatif denge bozulmaktadir. Bu
durumlarda hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha
fazla reaktif oksijen tiirleri olusabilir. Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi
aracilifiyla daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi oksidatif stres
olarak tanimlanir. Sekil 2.3.” de goriildiigii gibi oksidatif stres serbest radikal
olusumu (ROS) ile antioksidan savunma (vitaminler,enzimler ve hiicresel defans)
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina

yol agmaktadir (Altan ve ark., 2006; Altinisik, 2001).

VITE
ENZIMLER
HUCRESEL
DEFANS

OKSIDATIF STRES

Sekil 2.3. Oksidatif Stres (Altinigik, 2001)

Serbest radikal iiretimindeki artig, hiicre yapilar1 ve fonksiyonlari i¢in toksik
etkili goriilmektedir. Antioksidan sistemi olusturan elemanlarin gorevi, bu toksik
etkilere kars1 organizmayi ve hiicresel dengeyi korumaktir. Koruma islemi; toksik
etkili oksidan metabolitlerin iiretimlerinin engellenmesi, var olan radikallerin

temizlenmesi, sekonder oksidan {ireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi, endojen
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antioksidan kapasitenin artirilmasi ve inflamatuvar mediatorlerin blokaj1 gibi yollarla

olusturulmaktadir (Diindar ve Aslan, 2000).

Serbest radikaller ¢ok tehlikeli iirtinler degilse de radikallerin asir1 artisi
tehlikelidir. Bu zararin giderilmesi amaciyla kullanilan antioksidan maddeler ne saf
ne de spesifik antioksidandir. Interseliiler antioksidan enzimlerin artis1 ve antioksidan
diizeylerinin yiikselmesi, hipervitaminozis ve bilingsiz antioksidan madde kullanimi
gibi olgularda oksidan-antioksidan denge antioksidanlar lehine bozulmakta ve
gercekte bir antioksidatif stres tablosu olugmaktadir.Giinliikk yasamin karsilasilan
reaktif metabolitlerin giderilmesi ve fizyolojik olaylarin devaminda endojen
antioksidanlar énemlidir. Bununla birlikte antioksidan kapasitenin giiclendirilmesi
amaciyla, eksojen antioksidan maddelerin alimi giindeme gelmistir (Diindar ve

Aslan, 2000).

Oksidatif stres tablosu sonucu, diyetten saglanan antioksidanlarin veya endojen
antioksidanlarin (yapimi ve metabolizmasindaki hatalar sebebiyle) azalmasi
malnutrisyona sebep olabilir. Toksinlerin varliginda veya yiiksek oksijen basincina
maruz kalma sonucu serbest radikallerin yapimi ya da romatoid artrit ve tlseratif
kolit gibi kronik inflamatuar hastaliklarda fagositik hiicrelerin  uygunsuz
aktivasyonunda oldugu gibi dogal radikal iiretim sistemi metabolize olabilir.
Hiicreler, dengeyi saglamak adina antioksidan savunma sisteminin sentezinin
diizenlenmesiyle orta diizeyde oksidatif stresi tolere edebilir. Bununla beraber hiicre
metabolizmasinda birbirine bagimli major diizensizlikler ile bir¢ok oksidatif stres
meydana gelebilir. Ayrica oksidatif stres hiicre Oliimiine yol acabilir. Oksidatif
stresle birlikte viicuda ne gibi degisiklikler oldugu Sekil 2.4." da gosterilmistir
(Reznick ve ark.,1998).

Hiicresel enzimler ile nonenzimatik yapilardan olusan endojen antioksidanlar
ile eksojen antioksidan maddeler ve Ozellikleri Tablo 2.5. ve Tablo 2.6.' da

listelenmistir (Diindar ve Aslan, 2000).
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Sekil 2.4. Oksidatif Stres ve Metabolizma Degisiklikleri (Reznick ve ark., 1998)
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Tablo 2.5. Bilinen Endojen Antioksidanlar ve Etkinlikleri (Diindar ve Aslan, 2000)

Antioksidanlar Yapis1 Yerlesimi Islevi

Sitokrom oksidaz Tetramerik protein Plazma Siiperoksid ndtralizani
SOD Cu Zn, Mn SOD Mitokondri, serum, Siiperoksidi H,0,'e gevirir
Katalaz Hemoprotein Peroksizomlar Peroksit notralizant
GSH-Px Selenoprotein Sitosol, mitokondri LP {irlinlerini indirger
GSH-rediiktaz Dimerik protein Sitosol, mitokondri Disiilfitleri indirger

o-tokoferol

Yagda ¢6ziinen vit.

Membranlar, eksensel ortama

Peroksidasyonu azaltir

B-karoten Vit A prekiirsorii Hiicre membranlari Peroksil temizleyicisi
Glutatyon Tripeptid Intraseliiler ortam, alveoller GSH redoks substrati
Askorbik asit Suda ¢oziinen vit. Hiicre i¢i ve dist sivilar Vit E’yi rejenere eder

Urik asit Okside piirin bazi Genis bir dagilim gosterir Hidroksil toplar, vit C korur
Sistein Aminoasit Genis bir dagilim gosterir Organik bilesikleri indirger
Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikalleri giderir
Bilirubin Hemoprotein tirlinii Dolasim kani, dokular Zincir kirici antioksidan
Seruloplazmin Protein Dolagim kani, dokular Siiperoksidi H,O,'e ¢evirir
Transferin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarint baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar
Ferritin Glikoprotein Dolasim kani, dokular Doku demiri baglayicisi
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Tablo 2.6. Baslica Eksojen Antioksidanlar ve Ozellikleri (Diindar ve Aslan, 2000)

Antioksidan sinifi Spesifik tipi Islevi
Allopurinol Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksit liretimini inhibe eder
Ksantin oksidaz Oksipurinol Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksid iiretimini inhibe eder
inhibitorleri Pterin aldehit Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksid iiretimini inhibe eder
Tungsten Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksid iiretimini inhibe eder
Soya tripsin inhibitori Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
Proteaz Serin proteaz inhibitérleri Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
inhibitorleri
Fenilmetilsiilfonil (PMSF) Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
Adenozin Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksid olusumunu 6nler
Lokal anestezikler Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksid olusumunu 6nler
NADPH oksidaz Kalsiyum kanal blokerleri Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksid olusumunu nler
inhibitdrleri Nonsteroid Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksid olusumunu 6nler
Antinflamatuarlar
Cetiedil Makrofajlarda NADPH oksidaz ile siiperoksid olusumunu 6nler
Dogal katalaz H,0,’nin oksijen ve suya indirgenmesi ve nétralizasyonu
Katalazlar PEG-katalaz H,0,’nin oksijen ve suya indirgenmesi ve notralizasyonu

Lipzom kapsiillii katalaz

H,0,’ni O, ve H,O’ya ¢evirir

Nonenzimatik toplayicilar

Mannitol Hidroksil radikal giderici
Albumin Genis capli oksidan toplayici
Dimetil sulfoksid Fe, siiperoksit, hidroksil toplayict

17-aminosteroit lazaroidler

H,0, ve hidroksil giderici

Glutatyon

Siiperoksid giderici

Urik asit

Siiperoksid ve hidroksil giderici

Spin tuzaklari

Tiim radikalleri toplar

Bilirubin Peroksidasyon zincirini bozar
Deferoksamin Serbest Fe'" atomlarin baglayarak radikal reaksiyonlarin énler
Demir redoks
inciri inhibitorleri Apotransferrin Serbest Fe'" atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarim énler
zinciri inhibitorleri
Seruloplazmin Serbest Fe’" atomlarim baglayarak radikal reaksiyonlarim 6nler

Endojen
savunmay!1

artiran ajanlar

Antinétrofil serumu

Hiicresel glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini artirir

Monoklonal antibodiler

Nétrofillerin endotele adezyonu inhibe eder

Platelet aktive edici faktor

Nétrofillerin adezyonunu inhibe eder
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2.4. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Normal kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest
radikaller ve bunlara bagli gelisen oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara karsi
redoks ayarini siirdiirebilmesinde kan ¢ok Onemli rol oynamaktadir. Kan,
antioksidanlarin biitiin viicuda taginmasin1 ve dagitilmasini saglar (Akkus, 1995;
Diindar ve Aslan, 2000). Homeostasis i¢in canlilarda (aerobik) en 6nemli tehdit edici
unsur oksijen metabolizma iirlinleri olarak hem de fizyolojik ve metabolik islemlerde
asir1 Uretilen reaktif metabolitler ve reaktif oksijenli ortamlardir. Dogal olarak olusan
serbest radikallerin protein, niikleik asit ve diger hiicresel yapilara zarar verdigi ve bu
zararin  antioksidanlarin  koruyucu etkileriyle azaltildigi  bildirilmektedir.
Antioksidanlar oksidatif zincir reksiyonlarimin baglamasini ve devam etmesini
engelleyen lipidlerin oksidasyonunu durduran ya da geciktiren bilesiklerdir (Diindar
ve Aslan, 2000). Antioksidanlarin serbest radikal zincirini durdurduguna ve fenolik
hidroksil gruplarindan hidrojen vererek kararli bir son iiriin olusturarak ileri lipit

yiikseltgenmesinin baslamasini ve ilerlemesini engelledigine inanilir (Haris, 1992).
Antioksidanlar etkilerini baglica iki sekilde gosterirler (Haris, 1992);
1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
a. Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastiric etki,
b. Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,
c. Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki.
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a. Toplayici (scavenging) etki: ROS’lerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok

daha az reaktif baska bir molekiile ¢evirme. (Or: Enzimler.)

b. Bastirici (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek
aktivite kaybina neden olma veya inaktif sekle doniistiirme olayina bastirici

etki denir (Or: Flavinoidler, vitaminler).

c. Onarici (repair) etki
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d. Zincir kirict (chain breaking) etki: ROS’lerini ve zincirleme reaksiyonlari
baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak
fonksiyonlarini 6nleyici etki. (Or: Hemoglobin, seruloplazmin,

mineraller)

2.4.1. Antioksidan Aktiviteden Sorumlu Bilesikler

2.4.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler ve diger polifenoller canlilarda ROS’larin genis bir kismini
temizleyerek cok giiclii bir antioksidan aktivite gosterirler. Bitkilerdeki antioksidan
etkiden sorumlu bas faktor onlardaki flavonoidlerdir. Flavonoidler bitkilerde yaygin
olarak bulunan, sar1 renkli, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan difenil propan (C¢-C3-Cs) yapisindaki fenolik bilesikler olup vitamin benzeri
maddelerdir. Mentha spicata tiirleri aromatik bitkiler olarak yetistirilir. Bu bitki
genuslarindan birgok terpenoid ve flavonoid izele edilmistir. Flavonoidler ve diger
bitki fenoliklerinin radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, tokoferol
rejenerasyonu fonksiyonlarmma ek olarak; damarlar1 genigletici, viicut direncini
arttirici, alerjiyi onleyici, Ostrojenik ve viriislere karst koruyucu etkileri de soz

konusudur (Baysu Sozbilir ve Baysu , 2008; Arzani ve ark.,2007).

Weiss ve Landauer (2003) yaptiklar1 ¢alismada fitokimyasallarin bir¢ogunun
hastaliklarin olusumunu ve mortalite oranlarini azaltici yonde etkiye baglh belirli
antioksidan kapasiteye sahip oldugunu, bitkilerde bulunan bir¢ok dogal maddenin
antioksidan aktivite yoniinden zengin, serbest radikal siiptiriicii molekiillerin (fenolik
bilesikler, nitrojen bilesikler, vitaminler, terpenoidler, saponinler ve diger endojen
bilesikler) genis bir boliimiinii i¢erdigini bildirmislerdir. (Fidan ve ark. , 2008).
Flavonoidce zengin kaynaklardan olan havug, narenciye, c¢ilek, elma, frambuaz,
brokoli, ginkobloba, siyah ve yesil ¢ay, maydanoz, soya fasulyesi, tahillar, lahana,

kabak, patates, domates, salatalik gibi sebze ve meyvelerin gilinliik diyetlerle
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tilkketilmesi de bir antioksidan kapasite olusturulmasi agisindan 6nemlidir (Sur ve

ark., 2001; Ren ve Lien, 1997).

Fosfolipaz-A,, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile
viicutta iltihap yapmay1 Onleyici 6zellik gosterir. Kuersetin ve rutin gibi baglica
flavonoidlerin, serum trigliserit diizeyini ve kanin pihtilagsmasini azaltict etki
gostermeleri yanminda kuersetin, meme kanserinde p> tiimér supressor geninde
diizenleme, ovarian karsinoma hiicrelerinde inhibitor aktivitesi gdsterilmistir. Yeni
tanimlanan bir flavonoid bilesik olan 3-hidroksifarreroliin antibakteriyel o6zellik
gosterebilecegi bildirilmistir. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-
oksidaz, protein kinaz gibi baz1 enzimleri inhibe ettiklerine dair veriler de mevcuttur

(Eryigit, 2006).

Tiim flavonoidler antioksidan aktiviteye sahiptir. B halkasinin hidroksilasyonu
antioksidan aktivite i¢in onemlidir. Robinetin ve mirisetin’in antioksidan aktiviteleri
giicliidiir. Naringenin ve hesperitin daha az antioksidan aktiviteye sahiptirler. Fenolik
asitler ve onlarin esterlerinin antioksidan aktiviteleri molekiil igerisindeki hidroksil

grubu sayisina baglidir (Eryigit, 2006).

Insanlarda flavonoidlerin absorbsiyon ve metabolizmas: ile ilgili farkli
farmakokinetik 6zelliklerin varligi diisliniilmektedir. Ratlardaki diyet caligmalar
flavonoidlerin sadece %Z20'sinin gastrointestinal sistemden absorbe edildigini
gostermistir. Flavonoidler ¢esitli hidroksiaromatik asitlere doniistiiriilerek {iriner
sistemden atilirlar (Halliwell, 2007). Bitki dokularinda en az 5000 farkli bilesik
tanimlanmistir, bunlarin 2000 tanesini flavonoidler olusturmaktadir. Metal iyon
selasyonu katalitik olarak inaktivasyon saglar (Akdogan ve ark.,, 2004).
Flavonoidlerin bakir iyonlariyla kompleks olusturma kabiliyeti antioksidan etkilerine
baglanabilir (Eryigit, 2006). Flavonoidlerin, Vitamin C, E ve B karotenden daha aktif
olmadig1 ve onlarin kolonda absorbe olmalarindan dolay: belirli sistemik antioksidan
aktivitelerinin  bulunmadigr saptanmistir. Bazi1 c¢aligmalar (Halliwell,2007),
flavonoidlerden zengin yiyeceklerin total antioksidan kapasiteyi arttirdigini gosterir.

Ancak burada bir seye dikkat edilmelidir; baz1 yiyecekler plazma iirik asid diizeyini
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arttirabilir ve iirat farkli total antioksidan kapasite analizleriyle saptanir. Uratin
yiikselisi bazi hastaliklar i¢in risk faktorii olusturabilir ve antioksidan yarar
saglanmamis olur. Sonugta flavonoidler ve diger fenoller multiple aktivasyonlardan
dolay1 (telomeraz inhibisyonu, siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibisyonu, ksantin
oksidaz azalmasi gibi), kompleks molekiillerdir. Flavonoidler hiicresel ilag tasima
sistemleri ile etkilesebilir, membranlar arasi tasima i¢in glukozla yarisabilir

(Halliwell, 2007).

2.4.1.2. Fenolik Bilesikler

Fenoller, hidroksil gruplarindan dolayr radikal giderme yetenegine sahip olduklari
icin bitkilerdeki Onemli bilesenlerdendir. Fenolik bilesikler serbest radikallerin
noétralizasyonuna yol agip hidrojen peroksidin verdigi zararlardan insan hiicrelerini

koruyarak onemli bir rol iistlenirler. (Fidan ve ark., 2008).

Polifenolik bilesiklerin fonksiyonel grubu bir ya da daha fazla hidroksil
grupdan yapili aromatik halkadan olusur. Polimerik polifenoller basit monomerik
fenoliklerden daha etkili antioksidan iken, basit fenoller araciligiyla peroksit
radikallerinin giderilmesinde hidrolize edilebilen taninler daha diisiik antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Flavonollerin polimerizasyon derecesi
yiikseldikg¢e siiperoksit giderim aktiviteleri de artmaktadir. Genel bir egilim olarak
fenoksil radikallerinin kararliliginin arttirilmasi istenilen bir seydir, ancak lipitler igin
molekiillerin lipofilik yapilar1 ve antioksidanlarin benzerligi belirleyici olmalidir.
Farkli sebzelerden elde edilen flavonlarin seker gruplari ihtiva etmesi, flavonlarin
antioksidan aktivitesini 6nemli derecede etkilemektedir (Eryigit, 2006; Akdogan ve

ark., 2004).

Kahkonen ve ark. (1999) yaptiklar1 arastirmada, antioksidanlarin hidrojen
atomu vericisi olarak etki gosterdiklerini ve zincir olusturan radikalleri daha az
reaktif tlirlere dondiirerek olusan antioksidan radikalinin, oksijen atomu ile aromatik

halka tizerindeki paylasilmamis elektronun yer degistirmesiyle stabilize oldugunu ve
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bu nedenle antioksidan molekiillerin yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon
tasidiklarini belirtmislerdir (Baser, 2002).Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteyle
iligkilendirildigi ve lipit peroksidasyonunda onemli bir rol oynadigi, meyve ve
sebzelerde zengince bulunan polifenolik bilesiklerin giinliik bir gramin iizerinde
alindiginda gen mutasyonu ve kanser hiicrelerinin olusumu iizerine inhibitor etki

gosterdigi rapor edilmistir (Eryigit, 2006)

2.4.1.3. Karotenoitler ve }-karoten

Karotenoitler terpenoit bilesiklerin bir alt grubudur. Terpenoitler, bitkiler ve
hayvanlarda bulunan dogal bilesiklerin en 6nemli ve en genis siniflarindan birisidir.
Bu bilesikler yapisal olarak birbirlerinden ¢ok farkli olmalarina ragmen bunlarin
hepsi i¢in kullanilabilen basit bir 6zellige sahiptirler. Bitkilerde serbest halde
bulunabildikleri gibi glikozitlerle, organik asit esterleriyle ve bir kismi da proteinlerle
birlikte bulunurlar. Terpenoitlerin biyosentezinde 6nemli yeri bulunan mevalonik
asit, 3 mol asetil CoA’nin kondenzasyonu ile olusur (Sekil 2.5.). Mevalonik asidin su
ve karbondioksit kaybetmesi ile terpenleri olusturan izopren birimleri meydana gelir.
Serbest asetattan direk sentezlenebildigi gibi sekerlerin oksidasyonu, piriivik asidin
veya yag asitlerinin kondensasyonu sonucu olusan asetil CoA, pek ¢ok dogal
bilesigin sentezinde oldugu gibi mevalonik asit sentezinde de baslangi¢ maddesi

olarak kullanilir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Karabacak, 2007).

Terpenoit bilesikler izopren birimlerine bdliinebilen yapilardir ve izopren

birimlerinin sayisina bagli olarak kendi aralarinda siniflandirilirlar (Tablo 2.7.).

Tablo 2.7. Terpenoitlerin Siniflandirilmasi (Karabacak, 2007)

Monoterpenler | C10 Triterpenler C30
Seskiterpenler | C15 Karotenoitler C40
Diterpenler C20 Politerpenler (C5)n

Sesterterpenler | C25
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Karotenoitlerin singlet oksijen ve peroksit radikallerini giderme gibi ¢ok cesitli
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 rapor edilmistir. Ayrica singlet oksijen ve
radikallerin olusumunu ig¢eren uyarici molekiillerin olusmasinda kuvvetli deaktivite
edicilerdir. Oksijenin indirgenmis formunun uyarilmis hali olan singlet oksijen,
kararsiz ve oldukca reaktiftir. Karotenoitlerin etkili antioksidan olmalari, kimyasal
tepkime hizlarinin sadece fiziksel giderim aktivitelerinin %5’1 kadar olmasiyla izah

edilebilir (Eryigit, 2006).

Singlet oksijen giderim aktiviteleri ile ilgili hala baz1 belirsizlikler olmasina
karsin, lipid peroksidasyonundaki peroksit radikallerinin giderimi hususu genis
Olclide kabul gormiistiir. Karotenoitlerin antioksidan tepkimelerine bakildiginda;
peroksit radikallerinin karotenoitlerin ilavesiyle giderildigi, bunun yani sira ¢ok
sayida ayrilma {iiriinlerinin de olusabildigi, bu iiriinlerin bazilarinin olusumunun net

bir antioksidan etkiyi gostermedigi rapor edilmistir (Konukoglu ve Akgay, 1995).

Vitamin A ve karotenoitlerin antioksidan potansiyelleriyle ilgili kargilastirmali
calismalarin ¢ogu invitro sistemlerde gergeklestirilmistir. Ornegin likopen, singlet
oksijen gidericilerin en etkilileri arasindadir ve aymi zamanda peroksit radikal
giderimine katkida bulunan bilesiklerden olup B-karoten, kriptoksantin, lutein,
likopen ve zeaksantin gibi karotenoitlerin oksidatif direnci retinil palmitat, retinoik

asit ve retinol gibi retinoitlerinkinden yaklasik 5 kat daha etkilidir (Eryigit, 2006).

Beta-karoten, hizli bir sekilde peroksidasyonun artmasina neden olurken,
kantaksantin peroksit radikallerini kararli kilarak daha uzun siire etkili bir

antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Eryigit, 2006).



42

ASETIL CoA
MEVA{ONAT

[ZOPENTIL-PP

GERANIL-PP (Ci1o) » MONOTERPENLER

Izopentil-PP

v / SESKITERPENLER
FARNESIL-PP (C15)

\ STEROITLER
SKUALEN <
TRITERPENLER
izopentil-PP
v _ DITERPENLER
GERANIL-GERANIL-PP (Ca0) <>
KAROTENOITLER

Sekil 2. 5. Terpen Bilesiklerinin Olusumu (Karabacak, 2007)

Krinsky ve Deneke (1982) karotenoitlerin siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin ataklarina karsi lipitleri koruyabildigini sdyleseler de bu sonuglar
dogrulanmamistir. B-karotenin, enzimatik antioksidan olan siiperoksit dismutaz ve
katalaz aktivitelerinde bir artisa neden oldugu rapor edilmistir (Eryigit, 2006).
Ozellikle akciger ve kolon kanserlerinde ROS’ lar mutagen olarak rol oynadig,
serum antioksidanlar1 ve diyet iizerinde yapilan epidemiyolojik calismalarda E
vitamini ve [- karoten'in akciger ve kolon kanserlerinde mortaliteyi azalttigina dair
sonuglar bildirilmistir (Konukoglu ve Akgay, 1995). Hidrojen atomunun ayrilmasinin
karotenoitin antioksidan aktivitesini etkileyen dnemli bir faktor olabilecegi, luteinin
stlfir radikallerini ve p-karotenin glutatyon (Tiyil), stilfonil ve azot dioksit

radikallerini yok ettigi bilinmektedir. Tiyil radikali karotenin ilave edilmesiyle
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giderilir (Eryigit, 2006). Sekil 2.6.’da besin maddelerinde yaygin olarak bulunan

karotenoitlerin yap1 formiilleri gosterilmistir.

o
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Sekil 2.6. Besin Maddelerinde Yaygin Olarak Bulunan Karotenoitlerin Yap1 Formiilleri (Eryigit,2006)

2.4.2. Dogal Antioksidan Kaynaklari

Son derece zengin bitki Ortlisiine sahip olmamiz ve giinlimiizde degerini arttiran
fitokimyasallarin bol bulundugu sebze, meyve, kabuklu yiyecekler ve tahillarin
insanlardaki bir¢ok hastaliga kars1 igerdikleri antioksidanlardan dolay1 koruyucu
oldugu, ayrica gida teknolojisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin kanserojen

etkiler yaratabildigini diisiindiigiimiizde, bitkisel dogal iiriinlerin kullaniminin ve
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biyokimyasal yaklasimin ne denli 6nemli oldugu anlasilmaktadir (Reznick ve ark.,

1998).

Biyoaktif maddeler bakimindan zengin dogal iiriinlerin kullanimindan dogan
yararlar, ilag, yiyecek ve kozmetik endiistrisinin bu maddelere ilgisinin artmasina
sebep olmustur. Bitkilerde yliksek oranda antioksidan aktivitesi bulunan kimyasal
maddeler saptanmistir (Capecka ve ark.,2005).Bunun yaninda giinliilk hayatta
tiikkettigimiz temel meyve ve sebzelerin de bu maddeleri igerdigi ve viicudumuzdaki
zararli olan maddeleri etkisizlestirerek ¢esitli yararlar sagladigi Madsen ve Bertelsen
(1995) tarafindan yapilan ¢alismalarda da gdsterilmistir. Halvorsen ve ark. (2002)
diyetteki bitkilerde total antioksidan araliginin 1000 ve {iizeri oldugunu
saptamislardir. Askorbik asid ve karotenoitlerin de dahil oldugu fenolik bilesikler,
serbest radikallere karsi hiicresel savunma sistemi i¢indeki ¢ok dnemli bilesiklerdir.
Kalt, Forney, Martin ve Prior’a gore meyvelerin antioksidan icerigindeki askorbik
asidin etkisi Onemsizdir. Larson (1998)’in yaptigi bir ¢alismada benzer sekilde
karotenoitlerin antioksidatif 6zellikleri tartismali goriilmektedir ve bitki dokularinda
yiiksek oksijen basinci gibi bazi durumlarda prooksidan aktivite etkisi goriilebilir.
Bitkiler, yas ve kuru olarak iki bicimde kullanilir. Jambor ve Czosnowska (2002),
taze bitkilerin kurutulmasi siiresince meydana gelen enzimatik olaylarin, bitkilerde
bulunan fitokimyasallarin kompozisyonlarinda belirgin degisikliklere yol actigini
bildirmislerdir. Zheng ve Wang (2001), taksonomik a¢idan 39 ayri bitkisel tiir
saptamislar ve keklikotunun da fenolik bilesiklerin diizeyinin ¢ok yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Yine Wang vd. (1996) ve Kalt vd. (1999) meyvelerde bulunan giiclii
antioksidan bilesikler hakkinda 6nemli ¢caligmalar yaymlamislardir (Capecka ve ark.,

2005).

Sebze ve meyvelerin bazilan yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesikler
igerirler. Vitamin C, vitamin E ve karotenoitlerden bagka antioksidanlarin ¢ogu gida
bilesigi olarak bulunur. Onemli aktiviteye sahip antioksidanlar cilek, kiraz,
turunggiller ve kivi meyvelerinde, kuru erik ve zeytinde, ayn1 zamanda zeytinyagi ve

meyve sularinda da yiliksek antioksidan aktivite belirlenmistir. Pek ¢ok calismada



45

kakao taneleri, patates, domates ve 1spanak gibi c¢esitli sebzelerin antioksidan

potansiyeli analiz edilmistir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Eryigit, 2006).

Saraplar cesitli polifenolik bilesikler icerir ve bunlarin ¢ogu antisiyaninlerdir.
Viskinin ve sakenin de antioksidan aktivitesi oldugu rapor edilmistir. Asya
tilkelerinde igcecek olarak bolca tiiketilen ¢ayin tansiyon diisiiriicli, antioksidatif,
damar tikanmasii Onleyici, kanseri Onleyici etkilere sahip oldugu gosterilmistir.
Yesil ¢ay yapraklar1 degisik oranlarda katesinler igerirler (Eryigit, 2006). Katesinler,
metal iyonlarni baglayic1 ve oksijen radikalini tutan etkili antioksidanlar olarak
tanmirlar.  Bitkilerdeki antioksidatif etkiden sorumlu bag faktdér onlardaki
flavonoitlerdir. Flavonoitler iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan difenil propan yapisindaki fenolik bilesiklerdir. Dogal antioksidanlarin
bircogu 6zellikle de flavonoitler ¢cok cesitli biyolojik etkiler sergilerler. Meyve ve
sebze tliketimiyle kanser ve kalp-damar hastaliklari arasindaki ters iliski onlarda

bolca bulunan flavonoitlere dayandirilmaktadir (Eryigit, 2006).

2.4.3. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidanlar
2.4.3.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmis bir enzimdir. Ucg tiir
Superoksit Dismutaz vardir:

1. Mitokondride lokalize Mn-SOD

2. Sitozolde lokalize Cu-Zn SOD

3. Bakir igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden vaskiiler

endotele bagli Cu-SOD’dir.

Metalloprotein olan SOD  bir siiperoksid molekiilinii O, molekiiliine

yiikseltgeyip, diger siiperoksid molekiiliinii H ,0,e indirger.

N
200 +2H - HO_+0O
2 272 T2
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Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon formlariin
esit oranda bulundugu pH 4,8 de kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik
sartlarda yani pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas
olmaktadir. Siiperoksid dismutaz enzimi varliginda ise pH en az 7,4 oldugu
kosullarda bu reaksiyon 4 kat daha hizli ger¢eklesmektedir. Enzimin fizyolojik
fonksiyonu, oksijen metabolize eden hiicreleri superoksit serbest radikallerinin
zararh etkilerine kars1 korumaktir. Ayni1 zamanda lipid peroksidasyonunu da inhibe
eder. Siiperoksid dismutaz enzim aktivitesi, yliksek oksijen kullanan dokularda
fazladir. Normal metabolizma sirasinda superoksit {iiretimi yiiksek orandadir.
Stiperoksid dismutaz enziminin ekstraseliller aktivitesi ise ¢ok disiiktiir

(Memisogullari, 2005).

+2
SOD’m, siiperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir: Superoksit anyonu, Cu

+2
ve bir arginin rezidisiiniin guanido grubuna baglaninca, bir elektron Cu ’ye baglanir

+1 . +1
ve Cu ve molekiiler oksijen olusur. Ikinci bir reaksiyonda superoksit Cu ’den bir

+2
elektron alarak H202 ve Cu olusur.

+2 . +1
SOD-Cu -I-O2 —SOD-Cu -I-O2

+1 +2
SOD-Cu + 02_ — SOD-Cu  + HZO2

SOD graniilosit fonksiyonu i¢in énemlidir. Ciinkii fagosite edilmis bakterilerin
intraseliiler olarak Oldirilmesinde rol alir. Lenfositlerde daha fazla SOD bulunur

(Memisogullari, 2005).

2.4.3.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH); glutamik asid, sistein ve glisinden olusan, memeli
hiicrelerinde multip] metabolik fonksiyonlar1 olan, milimolar konsantrasyonda
bulunan, intraseliiler konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir
indirgeyici ajan ve nonenzimatik antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-

rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin
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zararli etkilerinden korumaktadir (Reznick ve ark.,1998).Hiicre i¢i ortamin en dnemli
antioksidan molekiilii olan rediikte glutatyonun antioksidan savunma sisteminde
gorev almaktan baska ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi, aminoasitlerin
transportu, proteinlerdeki siilfidril gruplarmmin rediikte halde tutulmasi, bazi
enzimatik reaksiyonlarda koenzim gorevi gormesi gibi bircok fizyolojik

fonksiyonlara sahiptir (Reznick ve ark.,1998).

Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu (Heksozmonofosfat yolu (HMY), C;
oksidatif dongiisii, Warburg-Diekens-Horecker dongiisii), okside olmus glutatyonun
FAD igeren bir flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz ile katalize edilerek
indirgenmis glutatyona ¢evirimi i¢in gereken NADPH’1 saglar. Daha sonra
indirgenmis glutatyon selenyum iz elementini igeren bir enzim olan glutatyon
peroksidaz tarafindan katalizlenen bir tepkime ile H,O, ‘yi alyuvarlardan uzaklastirir

(Baysu Sozbilir ve Baysu , 2008; Murray ve ark.,1998).

Gama glutamil transpeptidaz membran bagl transpeptidaz olup, glutatyonun
hem kullaniminda, hem de yikiliminda rol oynamaktadir. Glutatyon intraselliiler
olarak sentez edilir. Aminoasidlerin varliginda gama glutamil transpeptidaz tara-
findan katalizlenen reaksiyonlar meydana gelir ve sonug¢ta gama glutamil amino
asidler olugur. Sistein en O6nemli gama glutamil grubunu alan amino asiddir. Bu
reaksiyon metionin ve glutamin gibi aminoasidlerle de ¢ok aktiftir. Gama glutamil
amino asidler hiicre igine taginir ve gama glutamil siklotransferaz ile 5 oxoprolin
amino asidi olusturur. 5 oxoprolin, 5 oxprolinazin katalizledigi reaksiyonla glutamata

dontisiir(Cavdar ve ark, 1997).

Hiicre igine alan sisteinil-glisin, membran bagli bir dipeptidaz tarafindan
sistein ve glisin aminoasidlerini olusturur. Sentetaz reaksiyonlariyla sirasiyla gama
glutamil sistein ve gama glutamil-sisteinil-glisin (glutatyon, GSH) olusur ve olusan
glutatyon gama glutamil transpeptidaz ile hiicre digina tasinir. Bu reaksiyonlarin
tiimiine birden gama glutamil siklusu denir. Bu siklus sirasinda 3 ATP yiiksek
enerjili fosfat bilesigi olarak kullanilarak 3 ADP + 3 Pi olusur (Cavdar ve ark,
1997).
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Intraselliiler glutatyon, selenyum iceren glutatyon peroksidaz tarafindan okside
glutatyona (GSSH) doniistiiriiliir. Bu enzim ayn1 zamanda hidrojen peroksidi ve diger
peroksidlerin  indirgenmesinide katalizler. Glutatyon peroksidazin substrat
spesifikligine bagli olarak iki tipi tamimlanmistir. Selenyum bagimsiz glutatyon
peroksidazin etkisi hidrojen peroksid disindaki organik hidroperoksitler {izerinedir.
Selenyum bagimli enzim ise ayrica hidrojen peroksid lizerine etkilidir. Eritrositlerde
(glutatyon ve glutatyon peroksidaz varliginda) H,0,"nin rediiksiyonu; GSSG rediiktaz
aktivitesi i¢in gerekli olan NADPH'lar1 saglayan pentoz fosfat yoluyla iligkilidir. Bu
onemli reaksiyonlar membran lipitlerini oksidasyona karsi korumaktadir. Biyolojik
sistemlerde, superoksid radikali ve H,0O, ara madde olarak olusmaktadir. Bu
maddeler organik peroksid olusumuna yol agarak, reaktif oksijen tiirlerini meydana
getirir. Bu olay da okside glutatyon (GSSH) sentezini ve salinimimi arttirir
(Konukoglu ve Akcay, 1995).Sekil 2.7.°de eritrositlerde (glutatyon ve glutatyon
peroksidaz varliginda) H,0,'nin rediiksiyonu GSSG rediiktaz aktivitesi i¢in gerekli
olan NADPH'lan1 saglayan pentoz fosfat yoluyla iligkisi goriilmektedir (Altinisik,
2001; Cavdar ve ark, 1997).

Proteinlerdeki SH gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim
olarak gorev almasinin yanisira amino asitlerin transportunda, protein ve DNA
sentezinde de onemli rol oynar. Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan,
indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olmak iizere iki sekilde
bulunur. (Reznick ve ark.,1998; Aktas ve ark., 2005).
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Glllkoz Eritrosit
Glukoz &-fostat
G 6-F / GEP NﬁDP*v 2G-5 HaOs
Glukoz 6-fosfat Glutatyon Glutatyon
24P v dehidrogenaz rediktaz peroksidaz
2ATE t-fosfo glukonat HNATDTFH O5-Si 2 Hao
¥
Glikoliz
v HMP
2Laktat

Sekil 2.7. Heksozmonofosfat Yolu (Altinisik, 2001)

2.4.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinde sorumlu metalloenzimdir.

Lipid peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger. Olusan Hzoz’ glutatyon

peroksidaz ya da katalaz araciligr ile suya indirgenir. Selenyum bagimli glutatyon

peroksidaz, H2O2 ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan indirgenmesinin

katalize eden peroksidazlardan biridir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Eryigit,
2006).
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GPx
HZO2 +2GSH > GSSG +2 HZO2

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) monomerik, selenyum
atomu iceren sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkole

indirger.

PLGPx
HZO2 + 2GSH - 5 GSSG +2 HzO
PLGPx
ROOH + 2GSH ) GSSG + ROH + HzO
PLGPx
PLOOH + 2GSH ) GSSG + PLOH + HzO

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile olusan GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile yeniden GSH’ya dondisiir.

+ Glutatyon Rediiktaz +
GSSG +NADPH +H » 2 GSH+ NADP

Eritrositlerde de glutatyon peroksidaz oksidan strese karst en etkili
antioksidandir. Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin
artmasma ve siddetli hiicre hasarina neden olur. Hidrojen peroksit, katalaz ve
glutatyon peroksidaz tarafindan su ve molekiiler oksijene doniistiiriilerek metabolize
edilmektedir. Glutatyon peroksidaz serbest oksijen radikalleri, peroksitler ve
kanserojenlere karst savunmada Onemli rol oynar. Ayrica glutatyon peroksidaz
lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollarini degistirerek tiimor olusumunda anahtar bir
rol oynar. Timdrlerde H,O, ve diger peroksitlere karsi enzim savunmasinin ilk
enzimi olan glutatyon peroksidaz aktivitesinde dnemli artis bildirilmistir (Yilmaz ve

Ozan, 2003).
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2.4.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale c¢eviren 2 altiinitten olusmus bir
dimerdir. Her bir altiinit NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan
olmak tizere 3 tane yapisal alan igerir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda
siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki
iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriistine transfer edilmek siiretiyle okside
glutatyona aktarilmis olur. Yapilan calismalarda diyabette glutatyon reduktaz
aktivitesinin azalmis oldugu belirtilmektedir (Memisogullari, 2005).

2.4.3.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de
toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna yol acan baska bir antioksidan enzimdir.
Yapilan calismalarda diyabette kesin olarak antioksidan sistemlerde bozukluk
oldugu, antioksidan enzimlerin arttif1 veya azaldigi seklinde raporlar vardir

(Memisogullari, 2005).

2.4.3.6. Katalaz (KAT)

Katalaz enzimi memeli eritrositlerinde bol miktarda bulunur. Katalaz enzimi diger
hiicrelerin peroksizomlarinda lokalize olmustur. Katalaz, tetramerik yapiya sahip
molekiil agirligt 240.000 olan aktif merkezinde 4 tane "ferrihem" igeren bir
hemoproteindir. Aynm1 zamanda KAT somatik bir oksidan koruyucudur (Baysu

So6zbilir ve Baysu, 2008).

Katalazin H,O, ye affinitesi glutatyon peroksidaza gore daha fazladir ve KAT
eritrosit i¢erisinde bol miktarda bulunur. Hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalar.

katalaz

2HO

o 5 2H20+02
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Bu enzimin peroksidaz aktivitesine ilave olarak hidrojen peroksidi elektron
verici substrat olarak, digerini de oksidan ve elektron alicis1 olarak kullanma 6zelligi
vardir. Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksid ve metil, etil
hidroperoksitler ~ gibi  kiigik  molekiillere  karsidir.  Biiyik  molekdllii

hidroperoksitlerine ise etki etmez (Karabulut ve Ozerol, 2002).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz primer enzimatik savunma sistemleridir.
Katalaz; kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1 icine alan pek ¢ok
patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin

oncelikli bir enzimidir (Y1lmaz ve Ozan, 2003).

2.4.4. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA), cogunlukla oksidatif stres belirteci olarak kullanilmaktadir.
Malondialdehid kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya
da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle
1yi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehid 6l¢iilmesi
lipid peroksit diizeylerinin indikatorii olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonu, lipid
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona
ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan MDA, tiyobarbitiirikasit testi ile
Olclilmekte ve bu yontem lipid peroksidasyonunun saptanmasinda siklikla

kullanilmaktadir (ARLAP, 2009; Altimisik, 2001).
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2.4.5. Antioksidan Vitaminler
2.4.5.1. E Vitamini (Tokoferol)

Insanlar bir kisim antioksidanlar1 diyetleriyle saglarlar. Bunlarin bazilarinim, ézellikle
E vitamininin fizyolojik rolii ¢ok iyi saptanmigsa da digerlerinin rolii heniiz
belirsizdir. Endojen antioksidanlar insan viicudundaki reaktif oksijen partikiilleri,
reaktif nitrojen partikiilleri tarafindan olusturulan zarara karsi biitiinliyle koruyucu
degillerdir. Oksidatif zararlanmada ¢esitli biyomarkirlarin varligi hemen hemen her
zaman % 100 etkin degildir. E vitamini insanda esansiyel antioksidandir (Reznick et
al., 1998). Evans ve Bishop tarafindan 1922 yilinda kesfedilen bu maddeye, 1924
yilinda Sure tarafindan “E vitamini” ismi verilmistir (Gtizel, 2007).

Yagda c¢oziinen vitamin oldugu i¢in hem selliler hem de subselliiler
membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur. Seliiler ve subseliiler zar fosfolipidlerinde
bulunan ¢ogul doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna karsi ilk savunma hatti E
vitaminidir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma zarlarinin fosfolipidleri
a-tokoferole afinite gdsterir ve vitamin E bu noktalara yogunlasir. Membranlarda
oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-tokoferoldiir.
Tokoferoller, fenolik bir hidrojeni, peroksitlenmis ¢ogul doymamis yag asidine
aktarip serbest radikal zincir tepkimesini kirarak antioksidan etki gosterirler (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008; Giizel, 2007; Murray et al., 1998). Hidrofobik kismina
hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine o-tokoferolle

birleserek reaksiyon zinciri kirilmig olur(Memisogullari, 2005; Murray ve ark.,1998).
a-tokoferol-OH + COO — a-tokoferol-O + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O e dontstiiriilmiis olur.

Bu radikalin ise bagka bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonugta



54

zincir reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde

askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir.

a-tokoferol-O + Askorbik Asid — o-tokoferol + DH Askorbik Asid

Bu oksidasyon iirlinii glukuronik asitle konjuge olur ve safrayla atilir.
Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen derisimlerinde etkilidir (Sekil 2.8.)
(Memisogullari, 2005; Murray ve ark.,1998).

C vitamini ve a-tokoferoliin organizmada diisiik diizeylerde olmas1 miyokard
enfarktiisii ve bazi kanserlerin artmis insidansiyla iliskili bulunmustur. Diyabetli
ratlara vitamin E ve C suplementasyonunun lipid peroksidasyonunu azalttig1 rapor
edilmisdir. Yapilan baska bir ¢alismada da tip 2 diyabetli hastalara 1 ay boyunca 800
[U/giin E vitamini suplementasyonunun biitiin lipidleri ve lipid fraksiyonlarini, a¢lik
kan glukozunu ve fruktozamin diizeylerini, TBARS diizeylerini azalttigini, insiilin ve
C peptid diizeylerini, glutatyon peroksidaz ve SOD aktivitelerini artirdigini, kisacasi
tip 2 diyabetten korunmada ve tedavisinde E vitamininin yararhi etkiler sagladigi
rapor edilmektedir. Antineoplastik bir ajan olan karboplatinin si¢anlarda ¢esitli organ
ve dokular iizerindeki toksisitesi iizerine pentoksifilin (PTX), C ve E vitamininin
koruyucu etkileri karsilastirmali olarak arastirilmis ve karaciger lizerine koruyucu

etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (Ozbek ve ark., 2003).

Esansiyel bir antioksidan olmasinin yaninda E vitamininin kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1t koruyucu oldugu Gey (1995) tarafindan rapor edilmistir. Diplock
(1997) tarafindan yapilan agiklamaya gore E vitamininin biiyiik oranda eksikligi
norodejenerasyona ve aterosklerozun hizlanmasina sebep olmaktadir (Memisogullari,
2005). Bagka bir caligma gegici serebral iskemide antioksidan savunma sistemindeki
etkinligin ilk 24 saatte azaldigin1 ve bu azalmanin preiskemik dénemde C ve E
vitamini uygulanmasiyla 6nlenebildigi, ayrica iskemiye bagli lipit peroksidasyon
artist ve serebral 6demin biiyiik bir olasilikla antioksidan savunma sistemindeki

zayiflamaya bagli olduguna isaret etmektedir (Deniz ve ark., 2004).
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Sekil 2.8. Hiicrenin Lipid Fazi (Zarlar) ile Sulu Fazinda (Sitozol) Calisan Antioksidan Sistemleri
Arasinda Etkilesim ve Sinerjizm (Murray ve ark., 1998)

Trakya Universitesinde yapilan bir calismanin sonucunda, kronik alkol
kullaniminda arttig1 bilinen nitrik oksit sentazin (NOS), L-arjinin havuzunun
tikenmesine yol acarak arjinaz enzim aktivitesinde azalmaya neden olabilecegi,
antioksidan vitaminler olarak C ve E vitaminlerinin kullaniminin, oksidatif stresi
azaltip arjinaz/NOS yolagini arjinaz lehine ¢evirebilecegi ve olumsuz etkileri bilinen
nitrik oksit iiretiminin azalmasimin s6z konusu olabilecegi diisiinlilmiis ayn1 anda
iretimi artan poliaminler bu olumlu etkiyi daha da artirabilecegi dolayisi ile kronik
alkol kullaniminin zararli etkilerini azaltmada C ve E vitaminlerinden

yararlanilabilinecegi yoniinde acgiklama yapilmistir (Kundak ve ark., 2007).
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2.4.5.2. A Vitamini

A vitamini, B-iyonon halkasina sahip biitiin karoten ve karotenoidlerden olusabilir.
Onun i¢in bu maddelere provitamin A da denir. Terminal 2B-iyonon halkasina sahip
B-karotenden oksidatif par¢alanmayla 2 molekiil vitamin A, buna karsilik a- ve -
karotenlerden ise 1 er molekiil vitamin A; anlagilir. Asagida bu yapilar goriilmektedir

(Baysu Sozbilir ve Baysu , 2008).

R=-CH,0OH = all-trans-retinol (vitamin A alkol sekli)

R=—~C = Retinal (vitarrin A aldehit geldi)

R=— 00H =Retinik asit (vitaroin A asit geldi)

Vitamin A denilince, genellikle vitamin A; anlasilir. Vitamin A; karada
yasayan hayvanlarla tuzlu su baliklarinin karacigerinde bulunur. Tatli su baliklarinin
karacigerinde ise vitamin A; ‘in %30’u kadar etkin olan vitamin A, bulunur. Vitamin
Aj’de B-iyonon halkasinda 3. ve 4. C’lar arasinda bir ¢ift bag daha bulunur (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008).

A vitamini kavrami retinol, retinoik asit ve retinal gibi biyolojik aktif
molekiillerin tiimii i¢in kullanilir. Retinol uzun zincirli yag asitleriyle olusturdugu
retinil esteri formunda hayvansal dokularda, B-karoten ise, hemen hemen tiim bitkisel
kaynaklarda bulunur. B-karoten incebagirsakta parcalanir ve iki molekiil retinol
olusur. Diyette bulunan retinol esterleri incebagirsak mukozasinda hidroliz edilir,
retinol ve serbest yag asitleri olusur. Esterler ve [-karotenlerin kirilmasi ve
indirgenmesi sonucu olusan retinol, incebagirsak mukoza hiicrelerinde uzun zincirli
yag asitleriyle tekrar esterlestirilir ve silomikronlarin bir bileseni olarak lenfatik

sisteme verilir. Silomikronlardaki retinol esterleri karaciger tarafindan alinir ve



57

depolanirlar. Bu bakimdan serum A vitamini diizeyleri karacigerdeki depolar

aracilifiyla korunur (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Murray ve ark.,1998).

Sebze, meyve, kabuklu yiyecekler ve tahillarin insanlardaki bir¢ok hastaliga
kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir. Bu koruyucu etki, antioksidanlarin bir sonucu
olabilir. Epidemiyolojik kanitlar yiiksek viicut oranlarnin; kismen sigara igiciligi,
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar riskinin azaltilmasiyla iliskili oldugu ve
antioksidan gidalar olarak vitamin A ve vitamin C’nin sikhikla kullanildigini
gostermistir (Reznick ve ark.,1998). A vitaminleri gérme, iireme, biliyiime ve epitel
dokusunun saglamligi icin gerekli olan bir grup bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin
oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit, retinoidlerin gérme diginda diger etkilerinin
coguna aracilik eder. Alfa-tokoferolle karsilastirildiginda olduk¢a zayif bir
antioksidandir. Insan LDL’sinde a- tokoferol’iin 1/20’si oraninda bulunur ve a-

tokoferol bittikten sonra kullanilir (Memisogullari, 2005).

Vitamin A ve vitamin C nin antioksidan aktivitelerinden dolayr insanlardaki
hastaliklara karst  koruyucu etkilerinin olup olmadigi heniiz tamamen

ispatlanmamistir (Reznick ve ark.,1998).

Yapilan bir ¢alisma guatr hastalarinda goriilen antioksidan aktivitelerdeki
azalma, guatr hastaliginin etkisiyle olusabilecek serbest radikallerin zararsiz hale
getirilmesinde antioksidan vitaminlerin(A, E, C) ve selenyumun, kismen de olsa
etkili olabilecegi ve diger antioksidan sistemlerle birlikte antioksidan savunma
sistemini daha da gii¢lendirebilecegini ve ayrica bu antioksidan vitaminler (A, E, C)
ve  selenyumun  hastaligin  olusturdugu  serbest radikallerin  etkisini

pasiflestirebilecegini gostermistir (Karatas ve ark., 2006).

2.4.5.3. C Vitamini (Askorbik asit)

C vitamini; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin

indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
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girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Yapis1 L- askorbik asit olup
bu madde L-gulonik asidin enediol laktonudur. C vitamininin asit karakteri 1. C’daki
—COOH grubundan degil, 3. C atomuna baglh enolik hidrojenden ileri gelir. Isik,
bakir ve glimiis iyonlar1 karsisinda hizli bir oksidatif par¢alanmaya ugrar. Ayrica 1s1
ile etkisini 6nemli derecede kaybeder. indirgeyici 6zellikte olup bu 6zellik 2. ve 3. C
atomlarina bagli (OH) gruplarindaki (H) lerin serbest hale ge¢mesinden ileri gelir

(Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

C vitamini plazmada oksidan ajanlara kars1 ilk antioksidan defansi olusturur.
LDL kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek ateroskleroza kars1 korunmada yardimci
olur. Kollojen sentezinde, tirozin yikiminda, adrenalin sentezinde, safra olusumunda
ve pek cok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak rol alir

(Memisogullari, 2005).

C vitamininin metabolik rollerinden biri antioksidan aktivitesi olup reaktif
oksijen partikiilleri ve reaktif nitrojen partikiillerini siipiiriicii etkisi yogun olarak
gozlemlenmektedir. Canlilarda demir ve bakir iyonlarmin birbiriyle etkilesimi

sonucu pro-oksidan aktivitelerde kullanilabilir (Reznick ve ark.,1998).

Stiperoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir
antioksidan olmasmnin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole
doniligmesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. C vitamini
yetersizligi durumlarinda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole doniismesi igin
GSH ile reaksiyona girer ve bdylece hiicredeki GSH miktarini azaltir. Yine plazma C

vitamini diisiik (0.2 mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki de gosterebilir. C

+3 +2
vitamini siiperoksid disinda Fe ’ii Fe ’ye indirgeyen baska bir ajandir. Bu sekilde
demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Boylece plazma diizeyleri

diisiik oldugu zaman stiperoksid iiretimine katkida bulunur (Memisogullari, 2005).

Sigara toksikasyonunun karaciger dokusunda olusturdugu yapisal ve

biyokimyasal degisiklikler {izerine C vitamini ve melatoninin koruyucu etkilerinin
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belirlenmesi amaciyla yapilan bir caligmada, sigara inhalasyonunun, lipid
peroksidasyonunu artirdigi, karaciger dokusunda yer yer yapisal degisiklikler
olusturdugu tespit edilmis ve bununla birlikte, C vitamini ve melatonin
uygulamasinin sigara toksikasyonuna karsi karacigerde kismi bir koruma sagladigi

saptanmistir (Colakoglu ve ark., 2005).

Deneysel olarak yapilan bir ¢aligmada sican tiroid bezinde kadmiyumun sebep
oldugu hasara karsi C vitamini, E vitamini, selenyum ve metallotioneinin tiroid
bezinde kadmiyum hasarina kars1 miisterek koruyucu bir etki gosterdigi saptanmistir

(Karabulut ve ark., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gere¢
3.1.1. Deney Hayvani

Aragtirmada deneysel amaglh 2-3 aylik 180-240 g agirliginda 55 adet erkek Sprague-
Dawley sican kullanildi. Hayvanlarin se¢iminde saglikli ve baska bir calismada
kullanilmamis olmalarina dzen gosterildi. Arastirma Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi biyokimya laboratuarinda; AKU, Hayvan Etik Kurulunun 05-08
referans numarali onay1 dogrultusunda gergeklestirildi. Sicanlar Deney Hayvanlari
Aragtirma ve Uygulama Merkezinde barindirildi.Her bir grupta 10 adet sigan
bulunacak sekilde, toplam 50 adet sican, ikisi kontrol, iicii deneme olmak tizere 5
gruba ayrildi. Gruplar birbirleriyle temas kuramayacak sekilde 10 adet bolmeye her
bir bolmede 5-6 adet sican olmak {iizere yerlestirildi. Arastirmada kullanilacak
kontrol ve deneme grubunu olusturan hayvanlar arastirma siiresince icerigi Tablo

3.1’de verilen temel rasyonla ad libitum beslendiler.

3.1.2. Deneysel Gruplar ve Deneme Protokolii

Deney hayvanlar1 7 giinliik diyete alistirma donemini takiben, 21 giinliilk deneme
siiresi boyunca kendilerine tahsis edilen yemle beslendiler. Yemleme giin i¢inde saat
09:00 ile 19:00 da olmak tizere iki kez yapildi. Sicanlar deneme boyunca normal oda
sicakliginda ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde barindirildi. Deneme
siiresi boyunca rat gruplarina agsagida hazirlanan ekstreler + standart yem verilmistir.

1. Grup: Pozitif kontrol grubu(K): Standart rat yemi+ I¢gme suyu

2. Grup: Negatif kontrol grubu(CMC): Standart rat yemi + 1ml %0,5lik

sodyum karboksimetil seliiloz (CMC)( gavajla) + igme suyu
3. Grup Mentha Spicata L. sulu ekstreli grup (MS): Standart rat yemi +
1gr /kg viicut agirhg Mentha Spicata L. sulu ekstresi (gavajla) + Igme suyu
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4. Grup Mentha Spicata L. dietileter ekstreli grup (MD): Standart rat yemi
+ lgr/kg/viicut agirhgr Mentha Spicata L.’min dietileterli ekstresi+1ml
%0,5lik sodyum karboksimetil seliiloz (CMC) (gavajla)+ igme suyu

5.Grup Mentha Spicata L. kuru tozu verilen grup (MT): Standart rat yemi
+200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu: Mentha Spicata L. kuru tozu yem

icine karistirlarak verilmistir. + Igme suyu

Tablo 3.1. Aragtirmada Kullanilan Standart Rat Yeminin Ham Besin Madde Analiz Sonuglart

[}
Kuru Madde (%) 88
Ham Protein (%) 23
0,
Ham Seliiloz (%) 7
0,
Ham Kiil (%) 8
(V)
HCI’ de Coziilmis Kiil (%) 2
0,
NaCl ()1
Metabolize Olabilir Enerji (kcal/kg) 2600
. 1,0
Kalsiyum (En az, %)
Fosfor (En az, %) 0.9
Sodyum (En az, %) 0,5
10
Mangan (En az, mg/kg)
Cinko (En az, mg/kg) 4
Lizin (%) 1.0
Methionin (%) 0.3
Sistin (%) 0.1
Vitamin A (En az [U/kg) 400
Vitamin Ds (En az IU/kg) 300
o 5
Vitamin B, (En az mg/kg)
o 20
Vitamin B}, (En az mg/kg)
Vitamin E (En az [U/kg) 30
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3.1.3. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismamizda Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ve

Fizyoloji Anabilim Dallarinda bulunan ve asagida Ozellikleri

cihazlar/laboratuvar malzemelerinden yararlanilmistir:

Spektrofotometre (Shimadzu. UV-1601)

Kiiltiir plag1 okuyucusu (Multiscan Spectrum. Thermo Labsystem.)

Buzdolabi/Derin Dondurucu (Siemens)

Sogutmali santriiftij (Niive. NF 1000 R.)

Vorteks (Niive. NM 110)

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

Isitic1 tabla (Niive. HP 221)

Shaker (Niive. SC 350)

Dijital pH metre (Inolab)

Degisik hacimlerde otomatik pipet (Ependorf, Scorex)
Farkl1 boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab)
Ependorf tiipii (0,5-1,5 ve 2 mI’lik, Roth)

Mikro Playte (96 kuyucuklu, Roth)

Cerrahi makas, pens, doku tutucular

Cerrahi eldiven

Polietilen enjektor (2,5, 5, 10 ml, Ayset)

Insulin enjektdrii

Lityum-Heparinli tiip



63

3.1.4. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Amonyum Demir Iki Siilfat (Merck, kat no:1.03791.1000)

¢ Etilendiamin Tetraasetik Asid Anhidroz = %98,5(sigma-aldrich, kat no:E 6758)
e Trikloroasetik Asid(Riedel-De Haen, kat no:33731)

e Hidrojen Peroksid %30 luk (Riedel-De Haen, kat no:18312)

e Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) NazHPO4.2HZO (Fluka, kat n0:71639)

e Sodyum Hidroksid (Riedel-De Haen, kat n0:06203)

e Sodyum Sitrat (Merck)

e Sodyum Benzoat (Fluka, kat no:71300)

e Urik Asid (Fluka, kat no:51449)

e Tiobarbitiirik Asid (Merck, kat no:1.08180.0025)

e Fosforik Asid (Merck, kat no:1.00546.0100)

e (Glutatyon Rediiktaz (Cayman, kat no:703202)

e (Glutatyon Peroksidaz (Cayman, kat no:703102)

e Dinitro Ditiodibenzoik Asid (Merc, kat no:L 381991)

e Asetik Asid (Merck, kat n0:1.00056.2500)

e N-Hekzan (Merck. 4368),

e Absolut Etanol (Merck. 0986),

e Biitil Hidroksi Toluen (BHT) (Sigma. B-1378).

e Ksantin Stok Cozeltisi: NaOH (Sigma. X-7375)

e EDTA Cozeltisi (EDTA-Na;) (Merck)

e Nitroblue Tetrazolium (NBT) Cozeltisi(Fluca, kat no:74032)
e Sodyum Karbonat (Na,COs) ¢ozeltisi(J.T. Baker, kat no:A 6952)
e Sigir Albiimini Cozeltisi(Sigma, A 7030)

e CuCl,(Sigma Aldrich, kat n0:22201-1)

e Ksantin Oksidaz Cozeltisi(Sigma, kat no:x 1875-50 UN)

e Siilfiirik asid (H,SO4) (Merck)

e Sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0) (Merck)

e Sodyum fosfat, dibasik dihidrat (Na,HPO4.2H,0) (Merck)
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3.1.5. Mentha Spicata L’nin Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Literatiir bilgileri géz Oniine alinarak Usak ili ¢evresinden nane drnekleri toplanmis
ve bunlarin Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Baskan1 Prof. Dr. Mecit
VURAL tarafindan yapilan incelemeleri sonucunda Usak ili Kasbelen Koyii
mevkiinden toplanan Orneklerin Mentha spicata L. oldugu tespit edilerek
kullanilmak iizere ayrilmustir (Eryigit, 2006) . Es 6rnegi Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir. Mentha spicata L. toprak iistii kisimlari,
2008 yilmin haziran aymnin 3. haftasinda, bitki ¢igekli haldeyken toplanmis ve

golgede kurutulduktan sonra toz edilerek kullanilmistir.

3.1.6. Mentha Spicata L nin Ekstrelerinin Hazirlama Y 6ntemi

Ekstraksiyon: M. spicata tizerinde biyolojik ¢aligmalarin yiiriitiilebilmesi amaciyla
bitkinin toprak iistii kisimlar1 su ve dietil eter ile ekstraksiyona tabi tutulmustur.

Oda Sicakhiginda Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi: Kurutularak toz edilmis toprak
istii kisimlar (500 g.) oda 1sisinda ii¢ defa 700 ml. distile su ile 24 saat manyetik
karistiricida karistirilarak ekstre edilmistir. Birlestirilen sulu ekstreler liyofilizatérde
kurutularak “Sulu ekstresi” elde edilmistir(verim: 15.95 g., % 3.19).

Dietil eterli Ekstrenin Hazirlanmasi: Kurutularak toz edilmis kokler (500 g.) dort
defa 700 ml dietil eter ile oda 1s1sinda 24 saat siire ile manyetik karistirici vasitasiyla
ekstre edilmistir. Birlestirilen dietil eterli ekstreler algak basing altinda, rotavaporda
40 °C sicaklikta yogunlastirilmistir. Vakumlu desikatérde alcak basing altinda
kurutulup, “Dietil eter ekstresi” elde edilmistir (verim: 64.3 g., % 12.86).
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3.2.Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi

21 giinliik deneme siiresi sonunda, bir gece dncesinden yem verilmeyen hayvanlar 10
mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin HCI enjeksiyonu ile anestezi altina alindi. Daha
sonra teknigine uygun olarak gogiis kafesleri agildi. Calisir durumda iken kalpten
Sml’lik enjektorlerle heparinli ve heparinsiz tiiplere ortalama 6-9 ml kan alinarak

soguk zincir altinda zaman kaybetmeden laboratuara getirildi.

Kanda, malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) aktivite tayinleri hemen
gerceklestirildi. Kanda glutatyon diizeyleri Beutler et al., (1986) ve malondialdehid
diizeyleri Draper and Hardley (1990) gore spektrofotometrik olarak belirlendi.
Heparinli kan 6rneklerinin Niive NF 1000 R model santriifiij cihazi ile 3500 rpm’de
10 dk. santriifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Plazmalar 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
alinarak, biyokimyasal parametreler inceleninceye kadar -30°C de derin dondurucuda
korunmustur. Heparinsiz tiiplere alinan kan 6rnekleri oda sicakliginda bekletildikten
sonra santriifiij edilerek tiipiin iistiinde toplanan berrak serum numunesi ependorf
tiiplere aktarildi ve analiz yapilanan kadar derin dondurucuda 2 hafta saklandi (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008; Fidan, 2007). Serum C vitamini diizeyleri Kway (1978)
tarafindan bildirilen yontemle, Serum A vitamini ve B-karoten diizeyleri Suzuki ve
Katoh (1990) tarafindan bildirilen yontemle saptandi. Serumda antioksidan aktivite

diizeyleri Koracevic et al., (2001) gore yapildi.

Eritrosit paketleri elde edildikten sonra derin dondurucuda siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz enzim aktiviteleri tayinine kadar
sakland1. Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz (Cayman Chemical
Company,2006), glutatyon peroksidaz(Cayman Chemical Company,2006)
enzimlerinin tayinleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iimii ve

degerlendirilmesi gerceklestirildi.
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3.2.2 Eritrosit Paketlerinin Hazirlanmasi

Deneyler i¢in 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. Olusan plazma atildi. Altta kalan hacme esit oranda
serum fizyolojik( % 0,9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanmasi saglandi. Serum
fizyolojik eklenen tiipler +4 °C 2000 rpm’ de 8 dakika santriifiij edilerek eritrosit
yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve katalaz enzim aktiviteleri tayinine kadar derin dondurucuda

saklandi.

3.2.3. % 0,5 lik Karboksimetilseliiloz (CMC) Hazirlanmasi

0,5 gramlik karboksimetilseliiloz hassas tarti ile tartildi.100 ml distile suda
¢ozdiiriildii. Hazirlanan % 0,5 lik karboksimetilseliilloz ¢ozeltisi deney gruplarinda

kullanildi.

3.2.4. Biyokimyasal Analizler

3.2.4.1. Vitamin A ve B- karoten Diizeyi Olciimii

Serumda A vitamini ve [- karoten diizeyleri Suzuki ve Katoh (1990)un
gelistirdikleri yontem kullanilarak Olciildii (Suzuki ve Katoh, 1990). Prensibi A
vitamini’nin 325 nm ve B-karoten’in 453 nm dalga boylarinda maksimum 11k

absorbsiyonu esasina dayanir.

Kullamlan aymraclar: Absolut etanol (%99,5), n-Hekzan, Biitil hidroksi toluen
(BHT) Absolut etanol (%99,5): Distile su ile %95’lik etil alkol hazirland1 ve her
ml’sinde 20 pg olacak sekilde butil hidroksi toluen (BHT) ilave edildi. n-Hekzan:
Analiz safliginda kullanildi.
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Analizin Yapihsi

Isik gegirmemesi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmis kapakli bir santriifiij tlipiine 1
ml taze serum konuldu. Daha sonra iizerine sirasiyla 1 ml BHT’li etanol ve 3 ml n-
hekzan ilave edildi. Tiip igerigi 10 dakika altiist edilerek karistirild1 ve 2000 rpm’de
10 dakika santriifiij edildi. Santriifiijden sonra hekzan fazindan 3 ml bir kuvartz
spektrofotometre kiivetine alinarak n-hekzana kars1 sirastyla A vitamini i¢in 325 nm

ve B- karoten i¢in 453 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Hesaplama:
Absorbanslar asagidaki formiillerde yerine konularak A vitamini ve B- karoten
diizeyleri hesaplandi.
B- karoten (pg/dl) = Absorbans (453 nm) / 0,00258
A vitamini (pg/dl) = Absorbans (325 nm)- [B- karoten konst. x 0,00017]/ 0,00182
0,00258 = 1 pg/dl konsantrasyondaki - karoten standardinin n-hekzan fazinda 453
nm dalga boyundaki absorbansidir.
0,00017 =1 pg/dl konsantrasyondaki - karoten standardinin n-hekzan fazinda 325
nm dalga boyundaki absorbansidir.
0,00182 =1 pg/dl konsantrasyondaki retinol standardinin n-hekzan fazinda 325 nm
dalga boyundaki absorbansidir.

3.2.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivite Olciimii

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir tepkime ile ortaya ¢ikan siiperoksid gruplarinin,
ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) indirgemesinin, érnekte bulunan SOD
ile engellenmesi prensibine dayanir. Yontemde siiperoksid gruplar {iretimi ksantin-
oksidaz reaksiyona girerek maddeyi indirgemesi sonucunda, en yiiksek absorbansinin

560 nm'de veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen gruplar
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dismutasyona ugratmasi nispetinde NBT indirgeme tepkimesi yavaslar ve sonugcta
spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayis1 ile formazon
olusumunun baskilanmasinin tayin edilmesiyle SOD aktivitesi dolayli olarak

belirlenir (Sun ve ark.,1988).

Cozeltiler

1. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS): 8.06 g NaCl, 0.201 g KCI, 12.636 g
NazHPO4.2HzO, 02¢g KH2P04 bir litre deiyonize suda ¢oziildii ve pH 7,4'e

ayarlandi ve hemolizat eldesinde kullanildi.

2. Ksantin stok ¢ozeltisi (3mmol/l): 23 mg ksantin, 50 ml balon joje iginde 2
damla 1 M NaOH ile hafifce 1sitilarak ¢oziildii. Distile su ile 50 ml'ye
tamamlandi. Kullanilacagi zaman 10 kez seyreltildi.

3. EDTA ¢ozeltisi (0.6 mmol/l): 0.249 g EDTA (dihidrat) 1 litrelik balon joje
icinde distile su ile ¢oziilerek hacim litreye tamamlandi.

4. Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi ( 150 mmol/l) 12.3 mg NBT 100 ml'lik
bir balon jojede distile su ile ¢oziilerek hacim distile su ile 100 ml'ye
tamamlandi.

5. Na2C03 cozeltisi (400 pmol/L): 4.2 mg Na2C03 100 ml’lik balon jojede

distile su ile ¢oziildii ve hacim distile su ile 100 mI’ye tamamlandi.
6. Sigir albiimini ¢ozeltisi (1g/L): 100 mg si1gir albiimini 100 ml’lik balon jojede
¢0Oziildii ve hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

7. CuCl2 (0.8 mmol/L): 10.7 mg CuCl2 100 mI’lik balon jojede ¢oziildii ve

hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

8. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (167U/L): 20 U/L 0.2 ml aktiviteye sahip ksantin
oksidaz c¢ozeltisinden 20 pl alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile
karistirildi.

9. Tepkime karigimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 100 ml’lik bir erlen igerisine
20 ml 10 kez sulandirilmis ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢d6zeltisi, 10

ml NBT c¢ozeltisi, 6 ml Na2CO3 cozeltisi ve 3 ml sigir albiimini ¢ozeltisi

konuldu ve iyice karistirildi.
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Analizin Yapihsi

Test (eritrosit paketi) ve kor tiiplerine asagida gosterildigi gibi sirasi ile ¢ozeltiler
ilave edildi. Reaksiyon karigiminin son hacmi 3 ml olarak belirlendi. Kor ve test
isaretli tiiplere 2.85 ml tepkime karisimi kondu. Kor tiipiine 0.1ml bidistile su, test
tipiine 0.1 ml 6rnek kondu. Biitiin tiiplere 50 pl ksantin oksidaz kondu ve
karistirildi. 20 dakika 25 °C’de su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi

sonunda tiiplere 1 ml CuCl2 eklenerek reaksiyon durduruldu ve olusan rengin

absorbansi 560 nm’de okundu.
Hesaplama

Asagida verilen baglantidan yararlanilarak 6rnekte bulunan enzimin meydana

getirdigi ylizde inhibisyonu hesaplandi.

Yiizde Inhibisyonu = Kériin absorbans1 — Testin absorbans1 X 100

Korin absorbansi

Spesifik Akivite (SA)= Koriin absorbansi — Testin absorbansi X 20

Kortin absorbansi
SOD Aktivitesi = SA X Sulandirma faktori
Hb(g/ml)

Bir SOD {initesi, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda baskilayan aktivite olarak
kabul edildi. Reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktivitesi, bu {linite cinsinden

hesapland1 ve U/g Hb olarak degerlendirildi.
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3.2.6.Katalaz (KAT) Aktivite Ol¢iimii

Hidrojen peroksit 151k spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan

bir absorbsiyon gosterir. Uygun bir tampon i¢inde bulunan HzOz’nin ornekte bulunan

KAT etkisi ile yikimlanmasi sonucu bu maddenin 240 nm’de neden oldugu
absorbansta azalma meydana gelir. Absorbansta meydana gelen azalma hizi KAT

aktivitesi ile orantilidir (Luck, 1955).

Cozeltiler

1. Fosfat tamponu (1/15 mmol/L; pH’s1 7.0): 3,522 ¢ KH2P04 ve 7.268 g
NazHPO4.2H2O distile suda ¢oziildii ve pH 7,0’a ayarlanarak hacmi 1 litreye

tamamlandi.

2. Fosfat Tamponunda H202 cozeltisi (10 mmol/L): % 30’luk HZO2

¢oOzeltisinden 0.16 ml alinarak daha 6nce hazirlanmis olan fosfat tamponunun
100 ml’sinde seyreltildi. Bu karisim 240 nm’deki absorbansi 0.5 di. (Luck,
1955).

Analizin Yapihsi

Her 6rnek (eritrosit paketi) ¢alisilmadan once ornekte bulunabilecek ve 240 nm’de
absorbans verebilen maddelerin sebep olabilecegi absorbans yiikselmesini saptamak
i¢in kor hazirlandi. Kor deney icin kuartz kiivete 2.95 ml fosfat tamponu ve iizerine
50 ul 6rnek konuldu. Spektrofotometre kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore
stfirland1. Test sonucunda erisilen toplam hacim 3 ml olacak sekilde belirlendi.
Olgiimler 20 °C’de gergeklestirildi. Test isaretli kuartz kiivete ise 2.95 ml fosfat

tampon i¢inde hazirlanmig H2O2 ¢oOzeltisi konuldu ve 50 pl ornek(eritrosit paketi)

eklendi. Kiivetler alt {ist edilerek iyice karigsmasi saglandi. Spektrofotometre
absorbans skalasindan 240 nm’de absorbanstaki azalma takip edildi. Absorbansin

0.45’ten 0.40’a inmesi esnasinda gecen siire tespit edildi. Bu siire 60 saniyeyi
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asmayacak sekilde ol¢iildii. Tespit edilen siire kullanilarak formiilden k hiz sabiti

hesaplandi.

Katalaz aktivite tayini hidrojen peroksitin (H;O;) parg¢alanma hizinin hiz
sabitinin (s-1, k) belirlenmesi esasina dayanir. Hiz sabiti, k =(2.3/At)(a/b) log (A1/A>)
formiilii kullanilarak hesaplandi. Formiilde A; 0. saniye, A, 15. saniye absorbans
degerlerini; a diliisyon faktoriinii, b silipernatan protein igerigini gostermektedir.

Sonuglar k/gr Hb olarak ifade edildi.

3.2.7. Malondialdehid (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

Prensip

Serbest radikaller sonucu olusan peroksidasyon iiriinlerinden MDA tayini, Draper ve
Hadley (1990)’in ¢ift kaynatma yontemi kullanilarak belirlenmistir. Metot, yag
asitlerinin peroksidasyonunda bir son {irlin olan malondialdehitin (MDA),
tiobarbitlirik  asit(TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik dl¢ciimde maksimum absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir

(Draper ve Hadley, 1990).

Cozeltiler

1. %10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.’ye tamamlanarak
hazirlanir.
2. % 67’lik TBA c¢ozeltisi: 100 ml. 0.05 N NaOH c¢ozeltisinde 0.67 gr.TBA

¢Ozdiiriilerek hazirlanir.
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Analizin Yapihsi

Tam kan Orneklerinden alinan 0.5 ml numune, 2.5 ml %10’luk TCA ile temiz vida
kapakli deney tiipiinde karistirilarak 95 °C’de 15 dk. kaynatildi. Daha sonra hemen
sogutularak 4 °C’de 5000 rpm’de 10 dk. santriifiij edildi.

Olusan siipernatandan 1 ml alind1 ve lizerine % 67’lik TBA’dan 0.5 ml eklenerek 15
dk kaynatilip hemen sogutuldu. Sogutmayi takiben en ge¢ 45 dak igerisinde
spektrofotometrede, 532 nm dalga boyunda distile suya karsi absorbans degeri
okunarak, elde edilen degerler dilusyon katsayisi ile ¢arpildi ve nanomol/ml

biriminde MDA miktar1 belirlendi.

3.2.8. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Ol¢iimii

Eritrosit paketlerinde, glutatyon peroksidaz aktivitesi ticari kitler kullanilarak

spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii(Cayman Chemical Company, 2006a).

Analizin Yapihsi

Non-enzimatik sahanlar: 120 pl tahlil tamponu ve 50 pl co-substrat karigimai {i¢

sahana eklendi.

Pozitif kontrol sahanlar: 100 pl tahlil tamponu, 50 pl co-substrat karisim ve 20 pl

sulandirilmis GPx (kontrol)’i ii¢ sahana eklendi..

Ornek sahanlar: 100 pl tahlil tamponu, 50 pl co-substrat karisim ve 20 ul 6rnegi
tic sahana eklendi. Sahana eklenecek numune oraninin daima 20 pl olmasi

saglandi.

Tim kullanilan sahanlara 20 pl cumene hidroperoksit hizli bir bigimde ekleyerek

reaksiyon baslatildi. Karigtirmak i¢in plaka birka¢ dakika dikkatlice sallandi.
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En az 5 zaman noktas1 elde etmek i¢in, 340nm’de her dakikada bir kez plaka
okuyucuyu kullanarak absorbansi okundu. Numune sahanlarin ilk absorbansi

1.2°nin tizerinde ya da 0.5’in altinda olmamasina dikkat edildi

Hesaplama

Asgo(zaman 2) - Asso(zaman 1)

AA340/ min. =
zaman 2(min) - zaman 1(min)

AA34()/ min 0,19 ml
GPx aktivitesi = X X Sulandirma faktori =nmol/min/ml
0,00373 m” 0,02 ml

3.2.9. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite Ol¢iimii

Eritrosit paketlerinde, glutatyon rediiktaz aktivitesi ticari kitler kullanilarak
spektrofotometrik yontemle 6l¢tildii. Sonuglar nmol/min/ml biriminde

belirlendi(Cayman Chemical Company, 2006b).

Analizin Yapihsi

Non-enzimatik sahanlar: 120 pl tahlil tamponu ve 20 ul GSSG’yi ii¢ sahana eklendi.

Pozitif kontrol sahanlar: 100 pl tahlil tamponu, 20 pul GSSG ve 20 pl sulandirilmis
GR (kontrol) ii¢ sahana eklendi.

Ornek sahanlar:100 pl tahlil tamponu, 20 pl GSSG ve 20 pl drnek ii¢ sahana eklendi.
Sahana eklenecek numunenin orani 20 pl olmasi saglandi. Kullanilan sahanlara 50 pl
NADPH’i miimkiin oldugu kadar hizli bir bicimde ekleyerek reaksiyon baslatildi.
Kangtirmak i¢in sahan plakasi birka¢ dakika dikkatlice sallandi. 340nm’de her
dakikada bir kez plaka okuyucuyu kullanarak absorbansi okundu. Numune
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sahanlarin ilk absorbansi 1.2’nin iizerinde ya da 0.5’in altinda olmamasina dikkat

edildi (Cayman Chemical Company, 2006b).

Hesaplama

Asgo(zaman 2) - Assp(zaman 1)
AA340/ min. =

zaman 2(min) - zaman 1(min)

AA 349/ min 0,19 ml
GPx aktivitesi = X X Sulandirma faktorii =nmol/min/ml
0,00373m”’ 0,02 ml

3.2.10. Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri Ol¢iimii

Prensip

Antioksidan kapasite tayini Koracevic (2001)’ den modifiye edilen bir yontemle

serumda spektrofotometrik olarak saptandi (Koracevic ve ark., 2001). Fe-EDTA

kompleksi standart solusyonu Fenton reaksiyonu tarafindan hidrojen peroksid ile
reaksiyona girer, hidroksil radikallerinin olusumuna izin verir. Bu reaktif oksijen
radikalleri TBARS salinimi sonucunda benzoati bozar. Eklenen antioksidanlar,
TBARS {iretiminin baskilanmasina sebep olur. Bu reaksiyon spektrofotometrik

olarak olgiiliir, renk gelisiminin baskilanmasi antioksidan kapasite olarak saptanir.

Cozeltiler

1. Sodyum fosfat tamponu:100 mmol/L, pH=7.4
Sodyum benzoat:10 mmol/L

NaOH:50 mmol/L

EDTA: fosfat tamponu i¢inde 2 mmol/L(¢6zelti 1)
Fe(NH4),SO4: 2 mmol/L

wok wN
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6. Fe-EDTA kompleksi (4. ve 5. ¢ozeltilerin esit miktarlarindan hazirlanir, oda
sicakliginda 60 dakika bekletilir.)

7. H,O;, : 10 mmol /L
8. Asetik asit: % 20 lik
9. Tiobarbitiirik asit(TBA):50 mmol/L NaOH icinde % 0.8(wt/vol)

10. Urik asit: 5 mmol/L NaOH i¢inde 1 mmol/L

Analizin Yapihs1

Her bir 6rnegin (A;) Fe-EDTA karisimli kendi kontrol grubu hazirland1 ve asetik asit
%20 ulastiginda H,O, eklendi. Analizin her bir serisi i¢in negatif kontrol grubu (K;
ve Ko hazirlandi. Olgiim igin 1 mmol/L iirik asid igeren standartlar kullanildi. Su
banyosunda 100 °C de 10 dakika inkube edildi ve sonra soguk su banyosunda
sogutuldu. Antioksidan kapasite spektrofotometrik olarak 6lgiildii (Koracevic ve ark.,

2001).

Hesaplama

AOA (mmol/L) =(Cua)(K-A)/(K-UA)

K= Kontrol grubu absorbsiyonu(K;-Ky)

A= Orneklerin absorbsiyonu(A;-Ay)

UA=Urik asit solusyonunun absorbsiyonu(UA-UA,)

Cua=Urik asid konsantrasyonu (mmol/L)
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3.2.11. Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii

Analizin Yapihs1

Beutler ve ark (1963) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik rediikte glutatyon
Olclim yontemine gore 0.2 ml tam kan 2 ml distile su ile karistirildi. Elde edilen
hemolizattan 2 ml alip igerisinde 50.1 mg glasiel metafosforik asit, 6 mg disodyum
EDTA ve 0.9 g sodyum klorid bulunan 3 ml prespite edici solusyonla karistirildi ve 5
dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildiktan sonra filtre kagidi ile siiziildii.
Filtrattan 0.5 ml alinarak 2 ml disodyumfosfat solusyonu (0.3 M) ile karsilastirild1 ve
spektrofotometre kullanilarak 412 nm reaktif koriine karsi absorbansi okundu. Daha
sonra kiivete 5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) solusyonundan (1 mM,
%1’lik sodyumsitrat igerisinde hazirlanan) 0.25 ml eklenip karistirildi ve tekrar
absorbansi okundu. Her bir 6rnegin DTNB eklendikten sonra elde edilen absorbans
degerinden ilk okunan absorbans degeri ¢ikarilarak elde edilen optik dansite farki
1627 umol’liik rediikte glutatyon standardinin optik dansite fark: ile karsilastirilarak
rediikte glutatyon konsantrasyonlar1 umol/L olarak hesaplandi (Beutler ve ark.,

1963).

3.2.12. Vitamin C Diizeyi Ol¢iimii

Kullanilan cozeltiler

1. H,SOy; Sulfurik asid
2. NayWO0,4.2H,0; Sodyum tungstat
3. Na,HPO,4.2H,0; Sodyum fosfat, dibasik dihidrat
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Analizin Yapihsi

Kway (1978) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik C vitamini dl¢limiine gore 15
ml su ve 5 ml siilfiirik asid (H,SO,) karistirildi. Bu karisimdan 1,84 g alindi ve oda
1s1sinda hazirlanan 20 g Sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0) ve 10 g Sodyum fosfat,
dibasik dihidrat (Na,HPO,4.2H,0) igeren solusyonun i¢ine dokiildii. Reaktif hafifce 2
saat boyunca soksalet cihazinda isleme tabi tutuldu. 2 ml plazma ve 2 ml reaktiften
olusan karisim 30 dk bekledikten sonra 15 dk 3000 devir santriifiij edildi. Olusan
siipernatanin 700 nanometrede absorbans Ol¢iimii yapildi ve sonu¢ mg/dl olarak

degerlendirildi (Kway A. , 1978) .

3.3. istatistik Analizler

Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 13.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir (Ozdamar, 2003). Verilerin ortalamalar1 + standart
hatalariyla ifade edilmistir. Elde edilen verilerin normallik testleri yapilmis ve
gruplar arasindaki istatistiksel farklar1 saptamak icin varyans analizi(Anova testi),
post-test olarak Duncan testi uygulanmstir. Istatistiksel anlamlilik i¢in P<0,05 degeri

secilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhg: Profilleri

Calismanin baginda (0. giin), ortasinda(14. giin) ve sonunda (28. giin) olmak {izere 3
kez ratlarin agirliklan dl¢iilerek kaydedildi. Bu ¢alismada ayni farelerden ii¢ kez
Ol¢lim alindig1 i¢in eslenmis drneklemler s6z konusudur. Tablo 4.1. ‘de tanimlayici

istatistikler verilmistir.

Tablo 4.1. Caligma Baslangici (0. Giin), Ortasi (14. Giin) ve Sonunda (28. Giin) Elde Edilen Rat Agirliklari(gr)

genel ortalamalar (Total), ortalama (Mean), standart sapma (Std. Deviation) ve rat sayisi (N)

Grup Ortalama Agirlik Standart Sapma N
Giin-0 K 252,5000 19,90693 8
CMC 230,3000 37,15448 10
MS 224,2000 24,95685 10
MD 236,3000 25,99594 10
MT 217,8000 26,87337 10
Total 231,3750 29,01476 48
Giin-14 K 266,7500 29,76935 8
CMC 250,8000 31,59043 10
MS 238,2000 21,62714 10
MD 257,4000 26,64249 10
MT 235,0000 26,62079 10
Total 248,9167 28,63775 48
Giin-28 K 254,3750 26,99702 8
CMC 250,2000 33,50887 10
MS 238,3000 20,30353 10
MD 242,7000 23,75827 10
MT 225,3000 26,15361 10
Total 241,6667 27,27974 48
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Ayrica istatistiki ¢alisma sonunda genel olarak gilinler arasinda en az iki 6l¢iim
arasinda farklilik oldugu (p=0,005-grup etkisini dahil etmeden) ,ancak grup ve
giinlerin etkilesimine bakildiginda arada anlamli bir fark olmadig goriiliir (p=0,975).
Grup ortalamalar1 (3 Olgiim dikkate alinmadan) genel olarak karsilastirildiginda
anlamliligt %5 den kiiciik olan gruplarin ortalamalarinin birbirinden farkli oldugu
sOylenebilir. Anlamli fark yalnizca K ile MT grubu arasinda vardir. Giinler/dlgtimler
(gruplar dikkate alinmadan) genel olarak karsilastirildiginda anlamliligi  %5’den
kiiciik olan giinlerin ortalamalarinin birbirinden farkli oldugu sdylenebilir. Anlamli
fark yalnizca 0. glin ile 14. gilinlerdeki dl¢timler arasinda vardir. Deneme gruplarina
ait deneme siiresince beden agirligi bulgularinin istatistiksel karsilastirmasi grafik
4.1.”de sunulmustur.

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin beden agirliklari, Tablo 4.1. ve Grafik
4.1.’de goruldiigli gibi 6zellikle deneme siiresinin 14. giiniinden sonra MT ve MD
gruplar1 disindaki tiim gruplarda azalmis ancak baslangictaki Ol¢timlere gore (K)
kontrol grubunda azalmis, diger tim gruplarda artmistir. Her grubun (K, CMC, MS,
MD, MT) her bir 6lgiime gore (0, 14 ve 28. giinler) olan ortalama, standart sapma ve
%95 giiven aralikliklart i¢in tiim gruplar ve Olgiim giinleri karsilastirildiginda ise

agirlik degisimleri agisindan istatistiki olarak anlamlilik goriilmemistir.
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AGIRLIK DEGISIMI
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Grafik 4.1. Gruplarda Goézlenen Canli Agirligi Degisimi (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu verilen grup)

4.2. Vitaminler ve Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Deneysel siire¢ sonunda ¢alismamizda olusturulan bes deneme grubundan alinan kan
orneklerinde oOlgiilen B- karoten, A, C vitaminleri, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, malondialdehid, siiperoksid dismutaz enzimleri ve total
antioksidan kapasite diizeyleri tayin edilmistir. Bu gostergelerin arastirma siiresi
sonundaki diizeylerine ait bulgularin istatistiksel degerleri ve karsilastirmasi yapilmis
ve veriler Tablo 4.1.’de sunulmustur. 5 deneme grubu siralamasi soyledir:

1. Grup: Pozitif kontrol grubu (K): Standart yem+ Igme suyu

2. Grup: Negatif kontrol grubu (CMC): Standart yem + 1ml %0,5lik sodyum

karboksimetil seliiloz (CMC) (gavajla) + Igme suyu
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3. Grup Mentha Spicata L. sulu ekstreli grup (MS): Standart yem +1gr /kg

viicut agirligi Mentha Spicata L. sulu ekstresi (gavajla) + Igme suyu

4. Grup Mentha Spicata L. dietileterli ekstreli grup (MD): Standart yem +

lgr/kg/viicut agirhigr Mentha Spicata L. min dietileterli ekstresi+1ml %0,51ik

sodyum karboksimetil seliiloz (CMC)( gavajla )+ i¢gme suyu

5. Grup Mentha Spicata L. kuru tozu verilen grup (MT): Standart yem +200

ppm Mentha Spicata L. kuru tozu: Mentha Spicata L. kuru tozu yem igine

karistirilarak verilmistir. + Igme suyu

Tablo 4.2. Vitaminler ve Biyokimyasal Parametrelerdeki Bulgularin Aritmetik Ortalama (X),
Standart Hata (SEM) ve Anlamlilik Diizeyleri (P)

I. Grup(K) II. Grup III. Grup(MS) IV. Grup(MD) | V. Grup(MT)
Parametre n Pozitif Kontrol Negatif kontrol | Sulu ekstreli grup | Dietileterli Kuru tozu P
ekstreli grup verilen grup

MDA 10 | 8.88+052"  |5.82:047° |6,54+0,51% |7,53£022% | 7.95:0,39" | 0,000
(nmol/ml)

TAK 10 | 1,53+0,18% 1,59+0,08° 1,51+0,17% 1,13+0,16° 1,71£0,06* | 0,049
(mmol/L)

GSH 10 | 44,1141,14% | 52.924231° | 48,0642,07 | 413942.68° | 51,17+1.31* | 0,001
(umol/L)

WAL 10 | 27774073 | 29.54+1,68 | 28.4040,65 | 30.2040,85 | 28.88+0.73 | 0.486
(umol/dl)

prkaroten 10 | 4,37+0,31 4,15+0,79 4,8240,19 5,4140,29 4,10£0,77 | 0,171
(umol/dl)

SOD(wgHb) | 10 | 8,11+0,59 8,57+1,69 7,20+0,95 6,55+0,79 6,73+£0,74 | 0,578
Katalaz 10 | 81,25+6,84 1162143022 | 89,17+11,65 | 67,34+5,37 72,47+10,67 | 0,227
(k/grHb)

GPx 10 | 0,58+0,30 0,17+0,03° 0,42+0,12%° 0,52+0,11%° 0,91+0,09° | 0,043
(nmol/min/ml)

GR 10 | 0,12+0,05 0,11+0,03 0,13+0,02 0,12+0,03 0,23£0,05 | 0,212
(nmol/min/ml)

Vit C 10 | 1,73£0,07° 2,78+0,33" 1,71£0,13° 2,254+0,17% 1,96+0,21° | 0,003
(mg/dl)

a,b,c: Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasinda farklilik 6nemlidir (p<0.05).

4.2.1. Malondialdehid (MDA) Diizeyleri

Tam kanda MDA diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta

7,95+0,39; 1gr/kg/viicut agirligt Mentha Spicata L.’nmin dietileterli ekstresi uygulanan

grupta 7,53+0,22; 1gr /kg viicut agirligit Mentha Spicata L. sulu ekstresi 6,54+0,51;
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Pozitif kontrol grubu’nda 8,88+0,52; negatif kontrol (CMC) grubunda 5,82+0,47
olarak bulunmustur. Negatif kontrol (CMC) grubunda MDA diizeylerinde anlamli bir
disiis sergilemis. K kontrol grubuna gére MS grubunda belirgin bir azalma
gostermistir. MT grubunda ise rakamsal bir diisiis vardir. Negatif kontrol (CMC)
grubunda MDA diizeylerine gore dietileterli ekstresi uygulanan MD grupta MDA
diizeylerinde artig vardir. (Tablo 4.2 ve Grafik 4.2). K grup ile MS grup ile CMC ve
MD grup arasindaki MDA diizeyi farkliliklar1 istatistiksel anlamda onemlidir
(p=0,000).
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Grafik 4.2. Gruplar Arasindaki MDA Diizeyi Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu

verilen grup)

4.2.2. Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri

Serum antioksidan kapasite diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan
grupta 1,71+0,06 1gr/kg/viicut agirlign Mentha Spicata L.’nin dietileterli ekstresi
uygulanan grupta 1,1340,16, 1gr /kg viicut agirligit Mentha Spicata L. sulu ekstresi
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1,51£0,17 Pozitif kontrol grubu’nda 1,53+0,18, negatif kontrol (CMC) grubunda
1,59+0,08 olarak bulunmustur. Deneme gruplarindan sadece MT grubunda
antioksidan kapasite diizeyi diizeyleri K kontrol grubuna gore istatistiksel olmayan
ancak rakamsal anlamda artis gostermektedir (Tablo 4.2 ve Grafik 4.3). Antioksidan
kapasite diizeyi farkliliklart istatistiksel anlamda 6nemlidir (p=0,049).
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Grafik 4.3. Gruplar Arasindaki Total Antioksidan Kapasite Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu,
CMC: Negatif kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT:

Kuru tozu verilen grup)

4.2.3. Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Tam kanda GSH diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
51,1741,31; lgr/kg/viicut agirhgr Mentha Spicata L.nin dietileterli ekstresi
uygulanan grupta 41,39+2,68; 1gr /kg viicut agirhigi Mentha Spicata L. sulu ekstresi
48,06+2,07; Pozitif kontrol grubu’nda 44,11=£1,14; negatif kontrol (CMC) grubunda
52,9242 .31 olarak bulunmustur. K kontrol grubuna gére MT grubunda GSH
diizeyinde belirgin bir artis goriilmiistiir. CMC grubunda ise K kontrol grubuna gore
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belirgin bir artig goriilmiistiir. Mentha Spicata L.’ nin dietileterli ekstresi uygulanan
MD grupta, negatif kontrol (CMC) grubuna gore bir diislis saptanmistir (Tablo 4.2
ve Grafik 4.4). Gruplar arasindaki GSH diizeyi farkliliklar1 istatistiksel anlamda
onemlidir (p=0,001).
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Grafik 4.4. Gruplar Arasindaki GSH Diizeyi Farkliliklart (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu

verilen grup)

4.2.4. Vitamin A Diizeyleri

Serum vitamin A diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
28,88+0,73; lgr/kg/viicut agirlign Mentha Spicata L.’nin dietileterli ekstresi
uygulanan grupta 30,20+0,85; 1gr /kg viicut agirhigit Mentha Spicata L. sulu ekstresi
28,40+0,65; pozitif kontrol grubu’nda 27,77+0,73; negatif kontrol (CMC) grubunda
29,54+1,68 olarak bulunmustur. Deneme gruplarindaki vitamin A diizeylerinde

kontrol gruplarma gore belirgin bir artig saptanmamistir (Tablo 4.2 ve Grafik 4.5).
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Gruplar arasindaki Vit A diizeyi farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli degildir

(p=0,486).
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Grafik 4. 5. Gruplar Arasindaki Vit A Diizeyi Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu

verilen grup)

4.2.5. B- karoten Diizeyleri

Serum B- karoten diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
4,10+0,77; 1gr/kg/viicut agirhgr Mentha Spicata L.’nin dietileterli ekstresi uygulanan
grupta 5,41+0,29; 1gr /kg viicut agirligit Mentha Spicata L. sulu ekstresi 4,82+0,19;
Pozitif kontrol grubu’nda 4,37+0,31; negatif kontrol (CMC) grubunda 4,15+0,79
olarak bulunmustur. Deneme gruplarindaki B- karoten diizeylerinde kontrol
gruplarina gore belirgin bir artis saptanmamistir (Tablo 4.2 ve Grafik 4.6).Gruplar
arasindaki P- karoten diizeyi farkliliklari istatistiksel anlamda Onemli degildir

(p=0,171).
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Grafik 4.6. Gruplar Arasindaki B- karoten Diizeyi Farkliliklari (K: Pozitif kontrol grubu, CMC:
Negatif kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru

tozu verilen grup)

4.2.6. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzimi Aktivitesi

Analiz materyali olarak daha onceden hazirlanan ve derin dondurucuda saklanan
eritrosit paketleri kullanilmistir. Siiperoksid dismutaz enzim aktivitesi, 200 ppm
Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta 6,73+0,74, 1gr/kg/viicut agirlig
Mentha Spicata L. ’nin dietileterli ekstresi uygulanan grupta 6,55+0,79 1gr /kg viicut
agirhigr Mentha Spicata L. sulu ekstresi 7,20+0,95, pozitif kontrol grubu’nda
8,11+0,59, negatif kontrol (CMC) grubunda 8,57+1,69 olarak bulunmustur.
Stiperoksid dismutaz enzim aktivitesinde CMC grubunda rakamsal bir artis
goriilmektedir. MT ve MS gruplarinda K deneme grubuna goére, MD grubunda CMC
grubuna gore SOD diizeylerinde rakamsal bir diislis saptanmistir (Tablo 4.2. ve
Grafik 4.7.). Gruplar arasindaki SOD diizeyi farkliliklar istatistiksel olarak onemli
degildir (p=0,578).
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Grafik 4.7. Gruplar Arasindaki SOD Enzim Aktivite Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC:
Negatif kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru

tozu verilen grup)

4.2.7. Katalaz (KAT) Enzimi Aktivitesi

Katalaz diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
72,47£10,67;1gr/kg/viicut agirthgr Mentha Spicata L.’nmin dietileterli ekstresi
uygulanan grupta 67,34+5,37; 1gr /kg viicut agirhigr Mentha Spicata L. sulu ekstresi
89,17+11,65;pozitif kontrol grubu’nda 81,25+6,84; negatif kontrol (CMC) grubunda
116,21£30,22 olarak bulunmustur. Kontrol gruplarindan CMC deneme grubundaki
katalaz diizeyinde belirgin bir artis saptanmistir. Deneme gruplarindan MD grubunda
ise CMC grubuna gore belirgin bir diisiis izlenmistir. Pozitif kontrol K grubuna gore
MS grubunda artis, MT grubunda ise azalma kaydedilmistir (Tablo 4.2. ve Grafik
4.8.). Gruplar arasindaki katalaz diizeyi farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0,227).
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Grafik 4.8. Gruplar Arasindaki Katalaz Enzim Aktivite Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC:
Negatif kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru

tozu verilen grup)

4.2.8. Glutatyon peroksidaz(GPx) Enzimi Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan
grupta 0,91+0,09; 1gr/kg/viicut agirligi Mentha Spicata L.’nin dietileterli ekstresi
uygulanan grupta 0,52+0,11; 1gr /kg viicut agirhg Mentha Spicata L. sulu ekstresi
0,42+0,12; pozitif kontrol grubu’nda 0,58+0,30; negatif kontrol (CMC) grubunda
0,17+0,03 olarak bulunmustur. MT deneme grubunda K kontrol grubuna gore
rakamsal bir artis saptanmig ancak istatistiksel anlamlilik goriilmemistir. CMC
grubunda ise GPx diizeyinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir. CMC grubuna gére MD
grubunda artis olmakla birlikte bu oran istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir
(Tablo 4.2. ve Grafik 4.9.). Gruplar arasindaki GPx diizeyi farkliliklar istatistiksel
olarak dnemlidir (p=0,043).
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Grafik 4.9. Gruplar Arasindaki GPx Aktivite Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu

verilen grup)

4.2.9. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzimi Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
0,23+0,05; 1gr/kg/viicut agirligit Mentha Spicata L. nin dietileterli ekstresi uygulanan
grupta 0,12+0,03; lgr /kg viicut agirhigt Mentha Spicata L. sulu ekstresi 0,13+0,02;
pozitif kontrol grubu’nda 0,12+0,05; negatif kontrol (CMC) grubunda 0,11+0,03
olarak bulunmustur. Pozitif kontrol K grubuna gére MT grubunda kontrol grubunun
2 kat1 kadar rakamsal diizeyde saptanmis, MS grubunda ise kontrol grubuna ¢ok
yakin bir artis gdzlemlenmis, MD grubunda negatif kontrol grubu CMC grubuna
gore yine rakamsal bir artis saptanmistir(Tablo 4.2. ve Grafik 4.10.). Gruplar
arasindaki GR diizeyi farkliliklari istatistiksel olarak 6nemli degildir (p=0,212).
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Grafik 4.10. Gruplar Arasindaki GR Aktivite Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif

kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu

verilen grup)

4.2.10. Vitamin C Diizeyleri

Vitamin C diizeyi, 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta
1,96+0,21; 1gr/kg/viicut agirhg Mentha Spicata L. nin dietileterli ekstresi uygulanan
grupta 2,25+0,17; lgr /kg viicut agirhigr Mentha Spicata L. sulu ekstresi 1,71+0,13;
pozitif kontrol grubu’nda 1,73+0,07; negatif kontrol (CMC) grubunda 2,78+0,33
olarak bulunmustur. Negatif kontrol grubu CMC grupta pozitif kontrol grubuna gore
belirgin bir artis saptanmistir. Cok belirgin olmamakla beraber, deneme gruplarindan
MT deneme grubundaki vitamin C diizeylerinde K kontrol grubuna gore rakamsal bir
artis saptanmig, MD grubunda ise CMC negatif kontrol grubuna gore rakamsal bir
diisiis gozlenmistir (Tablo 4.2. ve Grafik 4.11.). Gruplar arasindaki Vit C diizeyi
farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p=0,003).
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Grafik 4.11. Gruplar Arasindaki Vit C Diizeyi Farkliliklar1 (K: Pozitif kontrol grubu, CMC: Negatif
kontrol grubu, MS: Sulu ekstreli grup, MD: Dietileterli ekstreli grup, MT: Kuru tozu
verilen grup)
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S.TARTISMA

Tarih boyunca bitkilerin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir.
Sanayilesme devrimi sonrasinda kimyasal madde endiistrisinde goriilen ilerlemeler
tedavide, verimlilik artisinda ve koruyucu hekimlikte bitkiler yerine sentetik
rtinlerin  kullanimin1 yaygin ve ekonomik hale getirmistir. Son yillarda, bazi
kimyasallarin ¢evre dengesi, insan ve hayvan sagligi ile bitkiler igin risk olusturdugu
fark edilmis, tiim diinyada ¢evre ve sagligin korunmasi amaciyla bu tiir kimyasal
maddelerin kullanim1 kisitlanmis, yapay kirlilikler tasimayan iiriinler tercih edilmeye
baslanmigtir. Bu baglamda hekimler ile gida ve c¢evre alanlarinda c¢alisan
arastirmacilarin ~ pek  ¢ogu,  dikkatlerini  yeniden  bitkisel = kaynaklara

yogunlastirmislardir (Zinciroglu ve ark., 1998; Diindar, 2001).

Halk ilaclar1 olarak kullanimi alternatif tip dogrultusunda gittikge yeniden
Oonem kazanan bitkiler, giinlimiizde ilag, antibiyotik, baharat, gida, gida katkilari,
kozmetik, parfiimeri, igecek, boya, bocek oldiiriicii, dekoratif gibi ¢ok genis bir
boliimde hizmete sunulmuslardir (Karadogan, 2003). Ayrica son yillarda yaygin
antibiyotik kullaniminin da etkisiyle antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin
olusturdugu infeksiyon oranindaki artis yeni antimikrobiyal bilesik arayisina olan
ilgiyi artirmistir (Salvat ve ark. , 2001; Shtayeh ve ark., 1998). Faydali terapotik
maddelerin kaynagi olan bitkilerin taranmasi, biyolojik acgidan aktif bilesiklerin
belirlenmesi agisindan, Onemli yaklagimlardan biridir. Dogal {irlinlerin ilag
endistrisinde onemi giderek artmakta, biyoteknolojik arastirma gruplari, yeni
antimikrobiyal ilaglar1 gelistirmek amaciyla dogal bitki bilesiklerine odaklanmakta,
antibiyotiklere kars1 goriilen direncglilige bagli olarak olusan kronik hastaliklarla
birlikte antibiyotiklerle tedaviye alternatif veya destek olabilecek potansiyel
stratejiler ortaya cikarmaktadirlar. (Fux ve ark., 2003; Schachter, 2003; Lewis,
2001).

Giiniimiizde Tiirkiye'de baharat, tibb1 ve aromatik bitkilerin pek ¢ogu dogadan
kontrolsiiz bir sekilde toplanmakta ve islenmemis olarak piyasaya siiriilmekte olup,

arttk diinya pazarinda yeri olan ve ekonomik olarak iilkemiz ekolojisinde
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yetistirilmesi miimkiin olan tiirlerin tarimina gegilip, islenmis iiriin olarak pazarlara
sunulmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Tiirkiye florasinda yetisen 6zellikle Lamiiceae
(Labiatae) familyasinin pek ¢ok iiyesi (kekik, mercankosk, sater, karabasotu,
adacay1, yayla ¢ay1, nane, ogulotu, feslegen, biberiye, lavanta gibi) koku, tat, baharat,
ilag, icecek gibi pek cok alanda kullanilmakta (Karadogan, 2003), bu bitkilerin
birgogu icerdigi fitokimyasal maddeler bakimindan, hastaliklarin tedavi edilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu ylizden giinlimiizde, bitkilerin yapisinda bulunan
kimyasal maddeler aragtirilmakta ve bu maddelerin ¢esitli hastaliklardaki koruyucu
ozellikleri incelenmekte, eterik yaglar, kapsaisinler, tanenli maddeler, mineraller,
glikozitler, alkaloitler, saponinler, flavonoidler ve vitaminler gibi genel gruplar
altindaki binlerce fitokimyasal maddenin etkileri artan bir yogunlukta ¢alisilmakta ve

tartisilmaktadir ( Francis ve ark. , 2002; Diindar, 2001; Sen ve ark. , 1998).

Diinyada yaygin olarak tiiketilen ve aromatik bitkiler olarak yetistirilen, giinliik
yasantimizda ¢ok kullandigimiz, tiirlerinden bir¢ok terpenoid ve flavonoid izole
edilmis Mentha ve bu bitki genusundaki bitkilerin igerikleri hakkinda yapilan
calismalar olmasina ragmen (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Arzani ve ark., 2007),
ekstrelerinin yaninda Mentha Spicata L.’nin kuru tozunun verilerek, oksidatif
parametreler ve vitaminlerin beraber degerlendirmeye alindigr ¢alismalara
rastlanilmamistir.  Bu  bakimdan degerlendirildiginde orjinallik arz eden
calismamizda, hayvan materyali olarak kullanilan ratlar 5 gruba ayrilarak, bu
gruplara standart rat yemi ve bununla birlikte sulu ve dieterli ekstre, CMC ve kuru
nane tozu verilmigtir. Mentha ve bunlarin ekstraktlarindan incelenmesi amaciyla
yapilan g¢alismalardan elde edilen bulgular neticesinde, oral olarak kullanilan sulu
ekstraktinin 1 g/kg canli agirlik/gilin olmasi gerektigi bildirimlerinden ( Samarth ve
ark. , 2006; Sharma ve ark. ,2007 ) hareketle ¢alismada, mentha’dan elde edilen sulu
ve dietileterli ekstraktinin 1 mg/kg canli agirlik dozu kullanilmistir. Kuru tozu ile
yapilan calismaya rastlanilmadigindan ve toksik doz ile ilgili yeterli g¢alisma
bulunmadigindan dolayr 200 ppm mentha kuru tozu ilk defa caligmamizda
kullanilmistir. Caligmada mentha ekstraksiyonunda kullanilan CMC nin muhtemel
etkilerinin ortaya konmasi amaciyla, kontrol yemiyle beslenen ratlara 1ml % 0,5 lik

sodyum karboksimetil seliiloz (CMC) gavaj yolu ile verilmistir.
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Arastirmada, 28 giin sliren denemenin sonunda tiim gruplardaki hayvanlardan
alinan kan orneklerinde yaptigimiz istatistiki calisma neticesinde deney gruplarindaki
ratlarin beden agirliklarinin genel olarak giinler arasinda en az iki 6lglim arasinda
farklilik gosterdigi (p=0,005-grup etkisini dahil etmeden), ancak grup ve giinlerin
etkilesimine bakildiginda arada anlamli bir fark olmadigi goriilmistir (p=0,975).
Deney gruplarindaki ratlarin  beden agirliklari ortalamalar1  genel olarak
karsilastirildiginda, anlamli farkin yalmizca K ile MT grubu arasinda oldugu;
giinler/0l¢timler (gruplar dikkate alinmadan) genel olarak karsilastirildiginda ise
anlamli farkin yalnizca 0. giin ile 14. gilinlerdeki Olglimler arasinda oldugu
gorilmiistiir.

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin beden agirliklari, Grafik 4.1°de
gorildiigi gibi 6zellikle deneme siiresinin 14. giiniinden sonra kuru nane tozu verilen
MT grubunda ve dietil eterli ekstre verilen MD grubu disindaki tiim gruplarda
azalmis olarak gozlemlense de her grubun (K, CMC, MS, MD, MT) her bir 6l¢iime
gore (0, 14 ve 28. giinler) olan ortalama, standart sapma ve %95 giiven araliklarina
bakilarak K grubunu degerlendirdigimizde, bu ortalamalarin birbirinden farkl
olduklar1 sdylenemez. Hayvanlarda performans ve verimi iizerine aromatik bitkilerin
etkilerinin arastirildig1 ¢aligmalarda, aromatik bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen
esans yaglarin biliyime faktorlii olarak kullanimi ile hayvanlarda yem tiiketimi,
yemden yararlanma, canli agirlik artis1 gibi parametrelerde 6nemli diizeyde pozitif
yonde gelisme saglandigi, Alcigek ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢calismada, 6 farkli esans
yag (kekik, adagayi, defne, mersin, rezene, turunggil) iceren karistmin 48 mg/kg
diizeyinde broyler rasyonuna katilmasi ile canli agirlik artisi, yemden yararlanma ve
karkas veriminin hem kontrol grubuna gére hem de 10 mg/kg diizeyinde antibiyotik
katilan gruba gore daha yiiksek oldugu, aromatik bitkilerin canli agirlik artis1 ve
yemden yararlanma {izerine olan benzer etkileri yapilan bir¢ok arastirma tarafindan
da dogrulanmis olmasia ragmen (Algicek ve ark., 2003; Mandal ve ark., 2000;
McCartney, 2002; Tucker, 2002), bu ¢alismada tiim gruplar ve Ol¢iim giinleri
karsilagtirildiginda agirhik  degisimleri agisindan istatistiki olarak anlamlilik

gorilmemistir. Jamroz ve Kamel (2002), bitkisel ekstrakt tiiketen etlik piliclerin
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kontrolden daha yiiksek canli agirlik artis1 sagladiklarini ve yiiriittiigi metabolizma
denemelerinde esans yag tiiketen etlik pili¢lerin protein, seliilloz ve yag1 daha ytiksek
diizeyde sindirdigini saptamis (Jamroz ve Kamel, 2002), benzer sekilde, Ramakrisna
ve ark. (2003) aromatik bitkilerin pankreatik lipaz ve amilaz enzimlerinin etkilerini
artirdigini bildirmislerdir (Ramakrisna ve ark. 2003). Sindirim sistemi iizerine esans
yaglarin olumlu etkileri Langhout (2000) tarafindan da vurgulanmaktadir (Langhout,
2000). Koyunlarda yapilan bir ¢calisgmada nane ve feslegen ekstraktinin yemlemede
kullanilmas1 durumunda, rumen asetik asit konsantrasyonunu kontrol grubuna gore
onemli diizeyde arttigi, buna karsin biitirik asit konsantrasyonunun diistigi
saptanmistir (Djouvinov ve ark., 1997).

Calismamizda ratlarin beden agirliklari, ozellikle deneme siiresinin 14.
giiniinden sonra kuru nane tozu verilen MT grubunda ve dietil eterli ekstre verilen
MD grubu digindaki tiim gruplarda azalmis olarak gozlemlense de agirlik degisimleri
acisindan istatistiki olarak anlamlilik goriilmedigi anlasilmaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgu ile diger bildirimler (Algicek ve ark., 2003; Mandal ve ark., 2000;
McCartney, 2002; Tucker, 2002; Ramakrisna ve ark. 2003; Langhout, 2000;
Djouvinov ve ark., 1997) arasindaki farkliligin nedeni, farkli Mentha cesidi
kullanilmasi, kullanilan nane ekstraktlarinin uygulama dozu ve ekstraktlarin
eldesinde kullanilan ekstraksiyon islemi, nanenin kurutularak kullanilmasi, degisik
sindirim sistemine sahip deney hayvanlari ve bunlarin sindirim sistemi enzimlerinin
etkilerinden kaynaklantyor olabilir. Calismamizdan elde ettigimiz bu veriler,
uygulanan dozda sadece Mentha Spicata L. sulu ve dietileterli ekstrelerinin ratlarin
canli agirlig iizerine koruma kapasitesine sahip olabilecegini ancak giinliik agirlik
Olciimii kaydedilerek yapilacak daha spesifik g¢alisma ile mentha tozunun ve
ekstrelerinin agirlik degisimi ve yem kalitesi gibi parametrelere etkilerinin etkin bir

sekilde aydinlatilabilecegi diistintilmektedir.

Bu ¢alismanin 6nemli arastirma konularindan birisi de lipid peroksidasyonunun
derecesinin ve antioksidan aktivite gosteren enzimlerin etkilerinin belirlenmesiydi.
Flavonoidler, hemen biitiin bitkilerde bulunan sekonder fenolik metabolitlerin bir
smifi olup bircok caligmada flavonoidlerin antioksidan, antikarsinojenik ve

antimikrobiyal etki gosterdikleri bildirilmistir (Pietta, 2000). Flavonoidler,
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antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi
enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger antioksidanlar ile
etkilesime girerek, siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil
radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler. (Disilvestro, 2001;
Shi ve ark., 2001).

Fonksiyonel gida iiretiminde kullanilan nane, karabiber, kekik, kirmizibiber ve
sumaktan olusan baharatlarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir
calismada, en yiiksek fenolik bilesik miktarinin ve antioksidan aktivite oraninin
sumaktan sonra nanede oldugu tespit edilmistir (Altiok ve ark., 2006). Samarth ve
ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise mentha ekstraktlarinin, igerdikleri
kafeik asid, rosmarinik asid, alfa tokoferol, eugenol den dolayir antioksidan ve
antiperoksidan Ozellikte ve ayrica radyasyona karst koruyucu etkide oldugu
bildirilmisg; bagka bir ¢aligmalarinda ise mentha ekstraktlarinin radikal siipiiriicii
etkisinin ve antioksidatif etkisinin gili¢lii olmasindan dolay1 radyoprotektif oldugu
gosterilmistir (Samarth ve ark., 2006a, Samarth ve ark., 2006b).Samarth ve ark.
(2009) tarafindan yapilmis benzer bir ¢alismada mentha ekstraktlarinin bilesiminde
bulunan fenolik bilesiklerin olusturdugu lipid peroksidasyonunu azaltici etki, radikal
stiptiriici aktivite ve antioksidan etkiden dolayr radyasyondan koruyucu aktivite
meydana getirdikleri, baska bir ¢alismada ise menthanin bulundugu Lamiaceae
ailesinin antioksidan 6zellikler agisindan iyi bir aktiviteye sahip oldugu saptanmistir
(Samarth ve Samarth, 2009; Zakaria ve ark., 2008).

Calismamizda lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosteren
MDA diizeylerini inceledigimizde, negatif kontrol grubu olan CMC grubu MDA
diizeyleri anlamli bir diisiis sergilemistir. Ozellikle K kontrol grubuna gére MS
grubunda da belirgin bir azalma goriilmiistiir. MT grubunda ise diislis istatistiksel
olarak anlamli degildir. Negatif kontrol (CMC) grubuna gore, dietileterli ekstresi
uygulanan MD grupta MDA diizeylerinde artis vardir. CMC ve MD grup arasindaki
MDA diizeyi farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemlidir (p=0,000). MT grubundaki
MDA diizeyi rakamsal olarak baskilanmis goriilse de kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlam ihtiva etmedigi goriilmiistiir. Iki kontrol

grubu karsilagtirildiginda CMC’li grup ile K kontrol grubu arasinda biiytik bir fark
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olmasi CMC nin antioksidan ozellik sergilemis olabilecegini akla getirmektedir.
Ayrica MD grubunda da MDA ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu artmaistir.
Intragastrik gavaj yapilmasi ratlarda stres yaratacagindan CMC grubunda MDA nin
normalde artmasi (Ogul, 2006) beklenirken, anlamli bir diisiis sergilenmis olmasi,
belli bir siireden sonra ratlarin bu uygulamaya alisarak adaptif bir yanit
olusturduklarmi disiindiirmektedir. Siklikla tiiketilen bazi gidalarin toplam fenolik
madde icerigi katesin cinsinden hesaplandigi bir ¢alismada, nane ¢ayinda yiiksek
miktarlarda fenolik madde oldugu ve serbest radikal yakalama kapasitelerinin yesil
caydan sonra nane ¢aymda oldugu tespit edilmistir (EI, S.,N. 2008). Calismamizda
CMC grubunda MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis, dietil eterli ekstreli MD
grubunda MDA diizeylerinde artis sergilenmis olmasi ilgi ¢ekici bir bulgu olarak
goriilmekle birlikte sulu ekstre verilen MS grubunda MDA diizeylerinde istatistiksel
azalisin  goriilmesinin, sulu nane ekstresinde fenolik maddelerin daha fazla
olabilecegini, deney siiresinde lipidlerin otooksidasyona kars1 Mentha Spicata L.’nin
sulu ekstresinin koruyucu etki gosterebilecegini ortaya koymakta, CMC’nin MDA
diizeylerinde anlaml1 bir diisiis sergilemis olmasi lipid peroksidasyonu ve antioksidan

kapasiteye etkilerinin arastirilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Nane tozunun toksik etkileriyle ve toksik dozlartyla ilgili yeterli ¢aligma
bulunmamasina ragmen yapilan bir ¢alismada nane yagi, 20 fareye sirasiyla 0, 10,
40, 100 mg/kg dozlarda 28 giin boyunca verildiginde, 40 ve 100 mg/kg dozlarinda
beyincigin beyaz cevherinde histopatolojik degisiklikler gozlemlenmis ve akut
toksisite lehine yorumlanmistir. Doksan giin boyunca ayni dozlarda nane yagi
verildiginde, en yiiksek doz olan 100 mg/kg dozda beyincikte kist olusumlara benzer
histopatolojik degisiklikler meydana gelmis ve subkronik toksisite lehine

yorumlanmistir (Demirezer, 2007).

Giliney ve ark. (2006) tarafindan yapilan ratlarda uterus dokusu {izerine
menthanin yaptig1 etkileri igeren bir calismada MDA diizeylerine bakilmis ve 20 g/L
nane ¢ay1 verilen grupta nane c¢ay1 verilmeyen gruba gore istatistiksel olarak anlaml
bir artig tespit edilmistir. S6zkonusu ¢aligmada nanenin sindirim sistemindeki yararl

etkilerinin yaninda Onerilen dozlarda ve sekillerde kullanilmadig1 takdirde toksik
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etkilerinin goriilebilecegi belirtilmistir. (Giliney ev ark. , 2006). Bizim ¢alismamizda
ozellikle sulu nane ekstresi verilen MS grubunda MDA diizeylerinde istatistiksel
anlamli bir azalma, MD gubunda ise istatistiksel anlaml1 bir artig goriilmiis olup, MD
grubunda MDA diizeylerinde goriilen bu artisin sebebinin Giiney ve ark (2006)’ nin
yaptigi ¢alismada belirtilen toksik etkilerden dolayr ¢ikmis olabilecegi

distiniilmistiir.

Plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolay1
bilesenlerin tek baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki
olusmaktadir. Bu sinerjizme Ornek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da
tokoferolii yeniden aktiflestirmesini saglamasi verilebilir. Total antioksidan
kapasitesinin Ol¢iimii, antioksidanlarin tek tek Ol¢climiinden daha degerli bilgiler
verebilir. Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisini
antioksidan aktivite yansitir. Bu yiizden kanin antioksidan durumunu saptamada
bireysel antioksidanlar yerine bunlarin toplam antioksidan degerini veren antioksidan
aktivite 6l¢iimii yaygilagsmaktadir (Tello ve Halifeoglu, 2008; Tekkes, 2006; Ching
ve ark., 2002).Total antioksidan kapasite, serumda bulunan antioksidan o6zellikli
maddelerin toplam aktivitesini yansittig1 i¢cin daha dogru bir yaklagim saglamaktadir.
Nitekim pulmoner tiiberkiilozlu hastalarda antioksidan kapasite Sl¢iimi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada SOD, GSH-Px, GR artarken, antioksidan 6zellikli vitaminler
azalmakta; total antioksidan kapasite ise net etkiyi belirleyebilmektedir (Giiler ve

ark.2004)

Cin’deki antioksidan ve fenolik bilesikleri bulunan 112 ¢esit sifali bitkinin
antikanser iligkisini aragtirmak i¢in yapilan incelemede total antioksidan kapasitesi
ile total fenolik icerik arasinda pozitif iligki tespit edilmis ve fenolik icerigin
antioksidan etkiyi olusturan temel yap1 oldugunu vurgulamiglardir. Buradan
hareketle de, Cin’deki sifali bitkilerin dogal bilesimlerinin kemopreventif ajan
kaynag1 olarak kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (Tello ve Halifeoglu, 2008). Ayrica
iritabl barsak sendromu, noniilser dispepsi gibi gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde kullanilan, igeriginde Mentha piperita ile beraber dokuz bitkinin etanol

ekstraktinin bulundugu STW 5’in antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alisma
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sonucunda en iyi antioksidan Ozelligi Mentha piperita nin gosterdigi sonucuna
varilmigtir (Schemppa ve ark., 2006).

Jambor ve Czosnowska (2002), taze bitkilerin kurutulmasi siiresince meydana
gelen enzimatik olaylarin, bitkilerde bulunan fitokimyasallarin kompozisyonlarinda
belirgin degisikliklere yol actigini bildirmislerdir. Ayrica Yu ve ark. (2005)
tarafindan yapilan bir ¢alismada dogrudan soyulmus yerfistigi kabuklarindan elde
edilen metanol ve etanol ekstraktlariin total antioksidan kapasite degerleri benzer
sonu¢ verirken, kavrulmus vyerfistigi kabugunun etanol ekstraktlarin total
antioksidan kapasite degeri metanol ekstraktindan fazla bulunmustur. Pinelo ve ark.
(2004)’1n galismasinda da benzer sonuglar gozlenmistir (Jambor ve Czosnowska
2002; Yu ve ark. 2005; Pinelo ve ark. 2004) .

Calismamizda, deney gruplarindan MT grubundaki ratlarin total antioksidan
kapasite diizeyi K kontrol grubuna gore istatistiksel olmayan anlamda artis
gostermektedir. Antioksidan kapasite diizeyleri incelendiginde, CMC i kontrol
grubuna gore MD grubunda antioksidan kapasite diizeyinin istatistiki olarak azaldigi,
nane tozu verilen MT grubunda, K kontrol grubuna gore antioksidan kapasitenin
rakamsal olarak arttifi goriilmektedir. Bu bulgumuz incelendiginde nane tozunun
eldesinde kullanilan ekstraksiyon isleminin, nanenin kuru ve yas olarak
kullanilmasiin fitokimyasallarin kompozisyonlara etkili olabilecegi c¢alismalari
(Jambor ve Czosnowska 2002; Yu ve ark. 2005; Pinelo ve ark. 2004) destekler
nitelikte oldugu, lipid peroksidasyonunu ¢ok fazla baskilayamadigi ve antioksidan
kapasiteyi yeterli diizeyde giliglendiremedigi goriilmektedir. Bu calismada ¢oziicii
amagla kullanilan CMC’nin antioksidan etkisinin normal deneme gruplarindan daha
fazla olduguy, CMC nin antioksidan etkisinden dolay1 kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak sadece nane tozu verilerek yapilan ¢alismalar
olmadigindan dolayi, farkli miktarlardaki nane tozu kullanilarak yapilacak spesifik

caligmalarla antioksidan kapasiteye etkilerinin aydinlatilmasina ihtiyag¢ vardir.

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-
rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin
zararh etkilerinden korumaktadir (Reznick ve ark., 1998). Glutatyon viicutta rediikte

ve okside olmak tizere iki formda bulunur. Glutatyon, akciger, bagirsak, bobrek ve
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kismen karaciger gibi eksojen toksinlere direkt olarak maruz kalabilen organlar igin
cok onemlidir. Karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla devreye giren ve
ayni zamanda GSH i¢in ana depo olan bir organdir. Glutatyon en yiiksek hiicre i¢i
derisimine (~10 mM) hepatositlerde ulasir (Aksoy, 2002).Glutatyonun en 6nemli
gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarmin indirgenmesi ile rediikte formlarinin
yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢ok enzim diigiik
hizda fakat okside olarak ya da oksijenin direk etkisi ile hizla aktivitelerini yitirirler.
Istet. GSH kendisi okside olup tiyol gruplarmi tekrar indirgeyerek bunlarin
aktivasyonunu saglar. Ozellikle H,0, ’nin elemine edilmesinde GSH’ 1n
oksitlenebilirliginden faydalanilir (Akkus, 1995; Carlberg ve Mannervik, 1985).
Glutatyon  peroksidaz  detoksifikasyon sirasinda  yiikseltgenmis  endojen
antioksidanlar1 indirgeyerek rejenerasyonlarini saglar. Bu esnada kendisi de
yiikseltgenmis olur. Glutatyon redilktaz NADPH varliginda GSSG’ yi GSH’a
doniistiirtir. Glutatyon peroksidazin katalizledigi bu reaksiyonda, GSH'm enzim
aktivitesi icin esas oldugu acgiktir. GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan
kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu hizli tiikenmesine yol agabilir (Ekinci, 2006;

Akpoyraz ve Durak, 1995; Burton, 1988).

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin GSH diizeyleri bu bilgiler
dogrultusunda incelendiginde, K kontrol grubuna gére MT grubunda GSH diizeyinde
belirgin bir artis goriilmistiir. Mentha Spicata L.’nin dietileterli ekstresi uygulanan
MD grupta, negatif kontrol (CMC) grubuna gore bir diisiis saptanmistir. Gruplar
arasindaki GSH diizeyi farkliliklar1 istatistiksel anlamda énemlidir (p=0,001). Her iki
kontrol grubu arasinda bakildiginda CMC’li grupta glutatyon diizeyi yiiksek
gorilmektedir. Kontrol grubu CMC li grup goéz ardi edilerek MT grubu
incelendiginde, K kontrol grubuna gére GSH nin istatistiksel anlamlilikta arttig
goriilmektedir. CMC  grubuna gore bakildiginda MD grubunda GSH diizeyi
azalmistir. Arsenikle karaciger hasar1 yapilan farelerde mentha nin koruyucu etkisinin
degerlendirildigi bir calismada mentha verilmeyen grupta glutatyon diizeyinde
azalma goriilmiis bunun yaninda mentha verilen grupta ise glutatyon diizeyinde
Oonemli bir artig saptanmistir (Scott ve Powers, 1999; Sharma ve ark., 2006). Bizim

MT grubundaki bulgumuz ile paralellik gosteren bu caligma 1s18inda tezimizde
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kullandigimiz Mentha Spicata L.’nin kuru tozunun GSH diizeyini artirdigi acikca
goriilmektedir. Bu sonu¢ H,0,'nin rediiksiyonu ve hiicrenin oksido-rediiksiyon
dengesini siirdiiriilmesindeki katkisindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak MDA
olusumunu engellemedeki potansiyelinin nane ekstrelerine oranla daha az olmasi,
Mentha Spicata L.’nin kuru tozuyla eritrositlerin normal hiicre yapisinin korunmasini
saglayan glutatyonun iliskileri sorgulayacak c¢alismalara gereksinim oldugu, konu
tizerinde bu mekanizmay1 anlamaya yonelik yeni ¢calismalarin yapilmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Nane tozunun, antioksidan aktivite, enzimatik antioksidanlar,
glutatyon gibi tiim memelilerde bol miktarda sentezlenen nonenzimatik antioksidan
maddeler ve vitaminlerle iliskilerinin arastirildig: literatiirlere rastlanmamis olmasi
dikkat ¢ekicidir. Bu aragtirma, mentha tozunun antioksidan kapasite tizerine etkilerini
belirlemeye yonelik elde edilen ilk bulgular1 icermekte, GSH diizeyini artirdig1 ancak

MDA olusumunu engellemedeki potansiyelinin az oldugunu gostermektedir.

A vitamini kavrami retinol, retinoik asit ve retinal gibi biyolojik aktif
molekiillerin tiimii i¢in kullanilir. Retinol uzun zincirli yag asitleriyle olusturdugu
retinil esteri formunda hayvansal dokularda, B-karoten ise, hemen hemen tiim bitkisel
kaynaklarda bulunur.p-karoten incebagirsakta parcalanir ve iki molekiil retinol
olusur. Diyette bulunan retinol esterleri ince bagirsak mukozasinda hidroliz edilir,
retinol ve serbest yag asitleri olusur. Esterler ve pB-karotenlerin kirilmasi ve
indirgenmesi sonucu olusan retinol, incebagirsak mukoza hiicrelerinde uzun zincirli
yag asitleriyle tekrar esterlestirilir ve silomikronlarin bir bileseni olarak lenfatik
sisteme verilir. Silomikronlardaki retinol esterleri karaciger tarafindan alinir ve
depolanirlar. Bu bakimdan serum A vitamini diizeyleri karacigerdeki depolar
araciligiyla korunur (Baysu Sozbilir ve , Baysu 2008; Kayaalp, 2002; Murray ve ark.,
1998).

Calismamizda vitamin A ve B-karoten diizeyleri gruplar arasinda anlamli bir
degisim gostermemistir. Calismamizdaki birbirine yakin A vitamini diizeyleri, A
vitamininin depolanmasindan kaynaklaniyor olabilir. Tezimizde A vitamini ve -
karoten diizeyleri tizerinde Mentha Spicata L.’nin kuru tozu ve ektrelerinin ilavesinin

etkili olmadigr ancak, [-karoten diizeylerinin istatistiksel olmasa da deneme
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gruplarindan MD grubunda diger gruplara gore artmis olmasi dikkat ¢ekici bir sonug
olarak  goriilmiistir. Bir  antioksidan olan  [B-karoten diisiik  oksijen
konsantrasyonlarinda etkili olmaktadir. Diyetlerinde bol miktarda [-karoten
bulunmasi insanlarda akciger ve deri kanseri ile kalp hastaligi goriilme sikligini
azaltmaktadir. B-karotenin bu koruyucu etkisi antioksidan ozelliginden veya
bagisiklik fonksiyonunu artirmasi gibi baska etkilerden dolay1 olabilir (Wetherilt,
2004; Murray ve ark., 1998). B-karotenin iireme fonksiyonu {izerinde etkili
olabilecegi, eksikliginde basta progesteron olmak iizere steroid hormon sentezinde
azalma meydana getirebilecegi belirtilmektedir (Konar ve ark., 2003). Calismamizda
diyete dietil eterli ve sulu nane ekstresi ilavesinin serum [-karoten diizeylerini
rakamsal artig yoniinde etkilemesi, istatistiksel anlamlilik géstermese de, antioksidan

kapasite agisindan olumlu kabul edilebilir.

Katalaz primer enzimatik savunma sistemlerinden birisidir ve kanser, diyabet,
katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit, nérodejeneratif hastaliklar,
beslenme yetersizligi ve yaslanmayi i¢ine alan pek ¢ok patolojik sartlarda ortaya
¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin Oncelikli bir enzimidir
(Yilmaz ve Ozan, 2003). Mayis papatyasinin oksidatif hasar iizerine etkinin
arastirildigt bir tez calismasinda, Mayis papatyasi adi verilen Marticaria chamomilla
L. ekstresinin CCly ile karacigerde olusturulan oksidatif hasar tizerine oksidatif stresi
baskilayip antioksidan sistemi gii¢lendirdigi, katalaz aktivitesini arttirdigir ozellikle
artan dozlarda oksidatif stresi daha iyi baskiladigi gozlenmistir (Ttr, 2008). Cimen
ve ark (2005) tarafindan rat eritrositlerinde katalaz enziminin karakterizasyonu ve
kinetigini incelenmis ve farelerde katalaz enziminin bir¢ok sekli saptanmistir. ilag ve
kimyasal maddelerin biiylik kisminin viicudun belli organlarinda serbest radikal
olusum hizin1 artirabildigi, bu nedenle, antioksidan enzimlerin hem hiicrenin
kararliligin1 korumada hem de serbest radikalleri yok etmede ¢ok Onemli oldugu
sOylenmistir (Cimen ve ark., 2005). Benzopiren ile indiiklenerek olusturulan akciger
karsinojenesite ve mutajenesitesi agisindan mentha’ nin koruyucu rolii arastirilan bir
calismada lipid peroksidasyonda azalma ve SOD ile KAT aktivitesinde artiglar
saptanmistir (Samart ve ark., 2006a, Samart ve ark., 2006b).
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Calismamizda elde ettigimiz bulgular daha 6nceki calismalardan farkli olarak
SOD ve KAT diizeylerinde istatistiksel anlamda bir degisiklik meydana
getirmemistir. Deneme gruplarindaki KAT diizeylerinde, kontrol gruplarina gore
belirgin bir artis olmamasina ragmen, Mentha Spicata L. sulu ekstresi verilen MS
grubunda, kontrol grubunu gecen diizeyde bir artig saptanmistir. Gruplara gore
istatistiksel anlamda olmayan bu artisin katalaz enziminin tipleriyle ilgili olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ayrica yine CMC li grupta bir artis goriilmesi CMC nin antioksidan
kapasiteye etkili olabilecegi ve bu yonde yapilacak arastirmalara gereksinim oldugu
yoniindedir. Siiperoksid dismutaz enziminin canlilardaki dagilimi katalaz ile birlikte
incelenmelidir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan iiriin, oksijenin
toksik iirtinlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi 6nlenmektedir (Demirayak,
2007). Katalaz enziminin etkinligini arttiran yiiksek H,O, konsantrasyon diizeyinin
(Nalgaci, 1994), bizim g¢alismamizda olasi diistikliigiinden dolayi, ayrica SOD
aktivitesindeki azalmayla birlikte biriken siiperoksid radikalinin katalaz enzimini
inhibe etmesine bagl olan ¢alismalarin 15181inda, (Nalgaci, 1994), belirgin bir katalaz

degisikliginin meydana gelmedigi diistiniilmektedir

Stiperoksid dismutaz enzimi serbest radikal hasarma karsi koruyucu
enzimlerden birisidir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijen metabolize eden
hiicreleri stiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi korumak ve lipid
peroksidasyonunu da inhibe etmektir. Stiperoksid dismutaz aktivitesi, yliksek oksijen
kullanan dokularda fazladir. Radyasyon viicuttaki antioksidan diizeylerde bir
degisime sebep olur. Samarth ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir c¢alisma
gostermistir ki M. Piperita’nin giiclii bir radikal siipiiriicti etkisi vardir ve radyasyona
maruz kalan farelerde, M. piperita ¢ay1 verilmesiyle SOD diizeyi belirgin sekilde
yiikselmistir (Samart ve ark., 2006). Calismamizda rasyona mentha ekstraktlarinin
eklenmesiyle deneme gruplarindaki SOD diizeyleri kontrol gruplarina gore belirgin
bir degisiklige sebep olmamasi siiperoksit radikalinin birikimi sonucu olabilir,
stiperoksid radikali katalaz enzimini de inhibe etmektedir. Hem siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktivitelerinde, hem de B-karoten diizeylerinde bir artis goriilmemesi

bulgusunun, B-karotenin, enzimatik antioksidan olan siiperoksit dismutaz ve katalaz
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aktivitelerinde artisa neden oldugu yoniindeki bildirimle uyumlu oldugu gézlenmistir

(Eryigit, 2006).

Ayrica yapilan ¢alismalara bakildiginda, mayis papatyasi ile yapilan ¢alismada,
CCly ile karacigerde olusturulan oksidatif hasar {izerine oksidatif stresi baskilayip
antioksidan sistemi giiclendirdigi, katalaz aktivitesini arttirdigi Ozellikle artan
dozlarda oksidatif stresi daha iyi baskiladigi; radyasyona maruz kalan farelerde, M.
piperita cay1 verilmesiyle SOD diizeyi belirgin sekilde yiikseldiginin gézlenmesi
daha cok oksidatif stres olusumunun arttirildigi durumlarda hem katalazin hem de
stiperoksid dismutaz enzim aktivitesinin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir(Ttir, 2008;
Samart ve ark., 2006). Bizim ¢aligmamizda ila¢ veya radyasyonla indiiklenen bir
oksidatif stres bulunmadigindan enzim seviyelerinde yiikselme goriilmemesi bu

durumla iliskilendirilebilir.

Eritrositlerde glutatyon peroksidaz oksidan strese kars1 en etkili antioksidandir.
Katalaz ve siliperoksid dismutaz baslica membranin hidrofilik boélgelerinde etki
gostermesine ragmen, GPx ise hidrofobik membran komponentlerinde lipid
peroksidasyonuna karsi indirekt koruyucu etki yapmaktadir. KAT, SOD ve GPx ‘in
kombine oldugu durumlarda serbest radikal ataklarina karsi hiicre biitiinliigiiniin
korunmasi etkili olmaktadir. E vitamini yetersiz oldugu durumlarda, membrani
peroksidasyona karsi glutatyon peroksidaz korur (Yilmaz ve Ozan, 2003; Turna,
2008). Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina
ve siddetli hiicre hasarma neden olur. Glutatyon peroksidaz lipooksijenaz ve
siklooksijenaz yollarin1 degistirerek tiimor olusumunda anahtar bir rol oynar (Yilmaz
ve Ozan, 2003). Glutatyon peroksidaz antioksidan savunma sisteminde gorev
almaktan baska ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi, aminoasitlerin transportu,
proteinlerdeki siilfidril gruplarinin rediikte halde tutulmasi, bazi enzimatik
reaksiyonlarda koenzim gorevi gormesi gibi birgok fizyolojik fonksiyona sahiptir
(Reznick ve ark., 1998). Katalaz ve GPx ayni1 fonksiyona sahip fakat substrat olarak
H,0,’ ye farkli affinite gosteren enzimler olup evrimsel ve fonksiyonel agidan
farklilik gosterirler. Katalaz tek hiicrelilerden, gelismis bitkilere ve hayvanlara kadar

genis bir spektrumda ortak organel olan peroksizomlarin yapisinda bulunur. Ancak
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yilksek H,O, konsantrasyonlarinda etkindir. Oysa selenyum igeren glutatyon
peroksidaz, stoplazma ve mitokondride iiretilen organik hidroperoksitleri ve H,O5'i
temizleyebilme yetenegine sahiptir. Memeli glutatyon peroksidazi, katalaz ile
karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda bile H,O,’ ye daha yiiksek afinite
gostermektedir. Bu haliyle glutatyon peroksidaz gelisimsel agidan katalazdan daha
yeni ve oksidatif fosforilasyonla iliskili oldugu sdylenebilir. Memelilerde en az 5
¢esit GPx izoenzimi bulunmaktadir. Fare epidermisinde rastlanan GPx5 selenyum

bagl degildir (Demirayak, 2007; Nalgaci, 1994).

Calismamizda, MT deneme grubunda K kontrol grubuna gore glutatyon
peroksidaz enzim diizeylerinde rakamsal bir artis saptanmig ancak istatistiksel
anlamlilik goriilmemistir. Kontrol grubu CMC grubunda ise GPx diizeyinde belirgin
bir diislis goriilmistiir. CMC grubuna gére MD grubunda artis olmakla birlikte bu
oran istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Gruplar arasindaki GPx diizeyi
farkliliklar1 istatistiksel olarak Onemlidir (p=0,043).Glutatyon peroksidaz diizeyi,
Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan grupta rakamsal olarak K kontrol grubunun
iki kat1 kadar yiikselme gostermistir. Calismamizda KAT enziminde istatistiksel
anlamda bir degisiklik goriilmeyip, hiicresel savunma elemanlarindan glutatyon
peroksidaz aktivitesinde goriilen bu artisin GPx ‘in diisiik konsantrasyonlarda bile
H,0,’ ye daha yiiksek afinite gosterdiginin bir kanit1 oldugu diisinilmistiir. Ayrica
KAT ve SOD diizeyleri yilikselmemesine ragmen MT ve MD gruplarinda GPx’1in

artis1, oksidan strese kars1 en etkili antioksidanlardan biri oldugunun gostergesidir.

Bazi galismalarda serbest radikal olusumunun ve lipid peroksidasyonunun uzun
stireli artisina bagli olarak antioksidan savunma sisteminin asilmasit halinde
antioksidan enzim aktivitelerinde azalma olacagi bildirilmektedir (Tiir, 2008).
Deneyimizde antioksidan hiicresel savunma elemanlarindan glutatyon peroksidaz ve
stiperoksid dismutaz enzimlerinin diizeyinin genel anlamda diisiik olmasi kan
diizeyinde antioksidan savunma sisteminin asilmig olabilecegini ortaya koymaktadir.
Bu azalmaya ragmen glutatyon peroksidaz diizeyinin ve total antioksidan kapasitenin
nane tozu verilen MT grubunda, K kontrol grubuna gore rakamsal olarak artmis

olmasi, nane tozunun lipid peroksidasyonunu cok fazla baskilayamadigi ancak
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antioksidan  kapasiteyi rakamsal anlamda giiclendirdigini  dislindiirmiistiir.
Oksidasyon reaksiyonlarinin yikimlayict etkilerine karst koruyucu etki saglayip
saglayamayacagl konusunda yapilacak yeni c¢alismalarla daha net veriler elde

edilecektir.

Deneme gruplarinda glutatyon rediiktaz diizeylerinde kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlam ifade eden bir artis saptanmamis ancak Ozellikle rasyona Mentha
Spicata L. kuru tozu uygulanan MT deneme grubunda GR diizeylerinde kontrol
grubuna gore artis oldugu gozlenmistir. Samart ve ark., (2006) tarafindan gama
radyasyona maruz farelere M. Piperita ekstrakti verilerek yapilan bir ¢aligmada,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz
enzimlerinin aktivitelerinde belirgin sekilde artis meydana geldigi ve giiclii radikal
siipiirici etki gosterdigi belirtilmistir. Bu calismanin tersine glutatyon rediiktaz
diizeylerinde, glutatyon peroksidaz enziminde oldugu gibi kuru tozu uygulanan MT
deneme grubunda rakamsal artiglar saptanmistir. Yapilan bir ¢aligmada ise nane ve
ekstraktlarinin ¢ok iyi antioksidan potansiyele sahip ve sentetik antioksidan olan
butil hidroksi toluen (BHT) ile birbirine ¢ok yakin etki gosterdigi sdylenmekle
birlikte, bizim ¢alismamizda bekledigimiz {izere kuru toz uygulamasi sonucunda

antioksidan enzimlerde istatistiksel anlamda artig saptanmamastir.

Samarth ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada da M. Piperita cinsinin
cok giiclii radikal siiptiriicii etkisi oldugu gosterilmistir (Kanat ve ark., 2008; Samart
ve ark., 2008; Samart ve ark., 2006a). Kumar ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada M. Piperita ekstraktlarinin radyasyona maruz kalmis testis dokusu
tizerinde, bilesiminde bulunan fenolik bilesikler, flavonoidler ve flavonollardan
dolay1, radyasyona kars1 koruyucu etkisinin oldugu (Kumar ve ark., 2004), diger bir
calismada ise M.Piperita nin sulu ekstresinin radyasyon ile deri tiimorii olusturulan
farelerde antikanserojen ve radyoprotektif etkisi ile iyilestirdigi, ancak klinik olarak
deride, eritem, 6dem, kirigiklik, fotoyaslanma, inflamasyon, otoimmiin reaksiyon,
hipersensivite, keratinizasyon bozukluklari, preneoplastik ve neoplastik lezyonlari
igeren olumsuz etkilerin de ortaya ¢ikabildigi belirtilmistir (Samart ve Samart, 2009).

Bu calismada elde edilen bulgu ile diger bildirimler arasindaki farkliligin nedeni,
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yapilan bu c¢aligmalarda genellikle M. Piperita cinsi kullanilmis olmasindan ve sulu
ekstre halinde verilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Antioksidan hiicresel
savunma elemanlarindan glutatyon peroksidaz ve siiperoksid dismutaz enzimlerinde
oldugu gibi glutatyon rediiktaz enzim diizeyinin de diisilk olmasi, serbest radikal
olusumunun ve lipid peroksidasyonunun uzun siireli artigina bagli olarak kan
diizeyinde antioksidan savunma sisteminin asilmis olabilecegini de gdstermektedir.
Ozellikle rasyona Mentha Spicata L. kuru tozu uygulanan MT deneme grubunda GR
diizeylerinde kontrol gruplarina gore istatistiki anlam ifade etmese de artis olmasi,

bizim ¢alismamiz agisindan olumlu kabul edilebilir.

C vitamini ilk kez 1933 yilinda C. Glen King tarafindan limondan elde
edilmistir. Hemen hemen tiim organizmalar, bitkiler ve hayvanlar C vitaminini
sentezlemelerine ragmen insan, maymun, bazi kuslar ve baliklar bu sentezi
yapamazlar. Pek ¢cok memeli tiiriinde karacigerde ve bobreklerde sentezlenir. Ancak
insanda askorbik asidin sentezlenmesi icin esansiyel olan L-glonolakton oksidaz
enzimi bulunmaz ve bu sebeple sentezi gerceklesemez. Vitamin C’nin singlet
oksijen, stliperoksit hidroksil, hidroperoksil, lipit peroksil wve lipit alkoksil
radikallerini ortamdan temizleyerek antioksidan etkisini gosterdigi bilinmektedir
(Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008; Demirayak, 2007; Kayaalp, 2002). C vitamini
endiol sisteminden dolayr kuvvetli rediiksiyon ajani olup adrenal hormonlarin
hidroksilasyonu, kilcal damarlarin gili¢lendirilmesi, trombin aktivasyonu, demir
absorbsiyonunun artmasi gibi olaylarda rol oynar. Ayrica askorbik asid fenolik
antioksidanlar i¢in ¢cok kuvvetli sinerjik bir antioksidan etkiye sahip olup (Ozkanli,
2006) E vitamini gibi membrani oksidatif hasara karsi koruyabilen Onemli
antioksidandir. Askorbik asit tokoferoksil radikalini indirgeyerek tokoferoliin radikal
temizleme aktivitesini diizenlerken, askorbik asitin redoks durumu hiicre i¢i GSH
tarafindan kontrol edilen (Aksoy, 2002), ayrica sentezlenemiyor olmasi nedeniyle,
insanlarda digardan takviye edilmesi gereken bir vitamindir (Baysu Sozbilir ve

Baysu, 2008).

Yapilan bir ¢alismada E vitamini ve B-karoten gibi C vitamini de toksik oksijen

serbest radikallerini inaktive ederek, serbest radikallerin membran lipidlerine,
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proteinlere ve DNA’ya verecegi zarar azaltilmis olacagi saptanmistir (Konar ve ark.,
2003). Bizim ¢alismamizda MT deneme grubunda vitamin C diizeylerinde K kontrol
grubuna gore rakamsal bir artis saptanmistir. Gruplar arasindaki vitamin C diizeyi
farkliliklar: istatistiksel olarak onemlidir. Askorbik asidin fenolik antioksidanlar icin
cok kuvvetli sinerjik bir antioksidan etkiye sahip olmasi (Ozkanli, 2006) dolayistyla,
diger antioksidan enzimlerde belirgin bir artis olmamasi ¢alismamizda sinerjizm
gosterememis oldugunu diistindiirmiistiir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular, nane
ekstrelerinin ve kuru tozunun vitamin C’nin singlet oksijen, siiperoksit hidroksil,
hidroperoksil, lipit peroksil ve lipit alkoksil radikallerini ortamdan temizleyerek
antioksidan etkisini gosterdigi ¢alismalarin aksine sulu ve dietil eterli ekstrelerinin
cok etkili olmadigin1 gostermektedir (Demirayak, 2007; Kayaalp, 2002). Bu
baglamda yaptigimiz ¢alisma, mentha’nin gesitli tipleri ve dozlartyla bu bulgulari
daha ayrintili ortaya koymak gerekliligini gostermektedir. Ayrica antioksidan
aktiviteleri i¢in kullanilan vitaminlerin etkin dozlarinin saptanabilmesi konusunda da

daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, insan gidalarindaki kalitenin hayvanlara verilen
yemin kalitesi ile yakindan ilgili oldugunu gostermektedir (George, 1983). Ayrica
diyette koruyucu etki saglayan bazi bitki fenoliklerinin, gidalardaki biyolojik
miktarinin ve ne kadar alinmasi gerektiginin bilinmesi yan etki insidansi agisindan
onemlidir (Eryigit, 2006). Sunulan bu calismada, M. Spicata nin 1g lik sulu ve
dieterli ekstreleri gavaj yoluyla ve Mentha Spicata L.’nin kuru tozunun 200 ppm’lik
miktarlarmin deney siiresi boyunca rasyona katilarak verilmesinin kanda - karoten,
A ve C vitaminleri, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
malondialdehid, siiperoksid dismutaz enzimleri ve total antioksidan kapasite {izerine
etkisi aragtirilmistir. Ratlarin canli agirliklarn MT ve MD gruplart disindaki tiim
gruplarda azalmistir.  Malondialdhid degerleri i¢in kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel farkliliklar tespit edilmis, sulu ekstreli MS grubunda istatistiksel anlamli
azalma goriilmiis, MT grubunda glutatyon diizeylerinde istatistiksel artma, glutatyon
peroksidaz, vitamin C ve antioksidan kapasite diizeylerinde istatistiksel anlam ifade

etmeyen rakamsal degisiklikler goriilmektedir. Calismamizda siiperoksid dismutaz,
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katalaz, glutatyon rediiktaz, vitamin A ve B-karoten diizeyleri anlamli bir degisim

gostermemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

M. Spicata’nin 1g lik sulu ve dieterli ekstreleri gavajla ve Mentha Spicata L. kuru
tozunun 200 ppm’lik miktarlarinin deney siiresi boyunca rasyona Kkatilarak
verilmesinin kanda B- karoten, A, C vitaminleri, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, malondialdehid, siiperoksid dismutaz enzimleri ve total
antioksidan aktivite kapasite tlizerine etkisini arastirdigimiz  doktora tez

calismamizda:

Ratlarin beden agirliklari, 6zellikle deneme siiresinin 14. giiniinden sonra kuru
nane tozu verilen MT grubunda ve dietil eterli ekstre verilen MD grubu disindaki
tiim gruplarda azalmis olarak gozlemlense de agirlik degisimleri agisindan istatistiki
olarak anlamlilik goriilmedigi anlasilmaktadir. Calismamizdan elde ettigimiz bu
veriler, uygulanan dozda Mentha Spicata L. sulu ve dietileterli ekstrelerinin ratlarin
canlt agirlig: tizerine koruma kapasitesine sahip olabilecegini ancak giinlik agirlik
Olcimii kaydedilerek yapilacak daha spesifik c¢alisma ile mentha tozunun ve
ekstrelerinin agirlik degisimi ve yem kalitesi gibi parametrelere etkilerinin etkin bir

sekilde aydinlatilabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda, negatif kontrol (CMC) grubu, MDA diizeylerinde anlamli bir
diisiis sergilemistir. Ozellikle K kontrol grubuna gére MS grubunda belirgin bir
azalma goriilmistiir. MT grubunda ise K kontrol grubuna gore rakamsal bir diisiis
vardir. Negatif kontrol (CMC) grubunda MDA diizeylerine gore dietileterli ekstresi
uygulanan MD grupta MDA diizeylerinde artis vardir. CMC ve MD grup arasindaki
MDA diizeyi farkliliklart istatistiksel anlamda Onemlidir (p=0,000). M. Spicata
dietileterli ekstresi verilen deneme gruplarinda, ratlarin MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamlilikta baskilanamadigr goriilmektedir. Ayrica MD
grubunda da MDA ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu artmustir. Intragastrik gavaj
yapilmasi ratlarda stres yarattig1 diisiiniilerek CMC grubunda MDA nin normalde
artmasi (Ogul, 2006) beklenirken, anlamli bir diisiis sergilenmis olmasi, belli bir
siireden sonra ratlarin bu uygulamaya alisarak adaptif bir yanit olusturduklarini

diistindiirmektedir. CMC grubunda MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis sergilemis
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olmast ilgi cekici bir bulgu olarak goriilmekle birlikte sulu ekstre verilen MS
grubunda MDA diizeylerinde istatistiksel azalisin goriilmesi deney siiresinde
lipidlerin otooksidasyona kars1 Mentha Spicata L.’nin sulu ekstresinin koruyucu etki
gosterebilecegini ortaya koymakla birlikte, kuru tozunun da sulu ve dieterli
ekstrelerin yaninda etkili olabilecegini ancak farklt mentha gesitleri ve miktarlartyla
denenmesini, ayrica CMC’nin lipid peroksidasyonu ve antioksidan kapasiteye
etkilerinin arastirilmasi gerektigini ortaya koymustur.

Deney gruplarindaki ratlarin  total antioksidan kapasite diizeyleri
incelendiginde, CMC li kontrol grubuna gére MD grubunda antioksidan kapasite
diizeyinin istatistiki olarak azaldigi, nane tozu verilen MT grubunda, K kontrol
grubuna gore antioksidan kapasitenin rakamsal olarak arttigi goriilmektedir. Bu
bulgumuz incelendiginde Mentha Spicata L.’nin kuru tozunun TAK’yi artirdigi
ancak nane tozunun lipid peroksidasyonunu olusumunu engellemedeki potansiyelinin
cok fazla olmadigi ve antioksidan kapasiteyi istatistiksel anlam ifade etmeyen
rakamsal anlamda gili¢lendirdigi goriilmektedir. Bu c¢alismada ¢oziicii amagla
kullanilan CMC’nin antioksidan aktivitesinin, normal deneme gruplarindan daha
fazla oldugu goriilmektedir. Ancak sadece nane tozu verilerek yapilan caligmalar
olmadigindan dolayi, degisik miktarlarda ve farkli Mentha ¢esidi kullanilarak
yapilacak spesifik ¢aligmalarla antioksidan kapasiteye etkilerinin aydinlatilmasina

ihtiyag vardir.

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin GSH diizeyleri, K kontrol
grubuna gore MT grubu incelendiginde, istatistiksel anlamlilikta arttig
goriilmektedir. Glutatyon iizerine Mentha Spicata L.nin kuru tozunun diger
ekstrelere gore daha etkin oldugu gozlemlenmistir ve Mentha Spicata L.’nin kuru
tozunun oksidatif stresi azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Mentha Spicata L.’nin
dietileterli ekstresi uygulanan MD grupta, negatif kontrol (CMC) grubuna gore bir

diisiis saptanmistir.

Tezimizde A vitamini ve B-karoten diizeyleri iizerinde nane kuru tozunun ve
ekstrelerinin ilavesinin etkisi olmuyor gibi goriinse de, B-karoten diizeylerinin

istatistiksel anlam tasimasa da deneme gruplarindan MD grubunda diger gruplara
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gore artmis olmasi dikkat c¢ekici bir sonug olarak gozlemlenmistir. MD grubunda -
karoten diizeyinde goriilen bu artis dietil eterli grubun antioksidan sistemi
giiclendirdiginin bir gostergesi olabilecegi ve dietil eterli, sulu ve kuru tozunun farkl

miktarlarinda yapilacak ¢alismalarin yararh olabilecegi sonucuna varilmstir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular daha 6nceki calismalardan farkli olarak
SOD ve KAT diizeylerinde istatistiksel anlamda bir degisiklik meydana
getirmemistir. Deneme gruplarindaki KAT diizeylerinde, kontrol gruplarina gore
belirgin bir artis olmamasina ragmen, Mentha Spicata L. sulu ekstresi verilen MS
grubunda, kontrol grubunu gecen diizeyde bir artis saptanmistir. Rasyona mentha
ekstraktlarinin eklenmesiyle deneme gruplarindaki SOD diizeyleri kontrol gruplarina
gore belirgin bir degisiklige sebep olmamasinin siiperoksit radikalinin birikimi
sonucu oldugu diisliniilmistiir. Daha ¢ok oksidatif stres olusumunun arttirildig
durumlarda hem katalazin hem de siiperoksid dismutaz enzim aktivitesinin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ila¢ veya radyasyonla indiiklenen
bir oksidatif stres bulunmadigindan enzim seviyelerinde yiikselme goriilmemesi bu
durumla iliskilendirilebilir. Stiperoksid dismutaz ve katalaz diizeylerinde istatistiksel
anlamda bir degisiklik meydana gelmemesine ragmen, Mentha Spicata L.’nin kuru
tozunun antioksidan kapasiteyi istatistiksel anlam ifade etmeyen rakamsal anlamda

giiclendirmis olmasi ¢aligmamiz agisindan olumlu kabul edilebilir.

Calismamizda, GPx diizeylerinde MT deneme grubunda K kontrol grubuna
gore bir artig saptanmis ancak istatistiksel anlamlilik goriilmemistir. Kontrol grubu
CMC grubunda ise GPx diizeyinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir. Kontrol grubu
CMC grubuna gére MD grubunda artis olmakla birlikte bu oran istatistiksel anlam
ifade etmemektedir. Hiicresel savunma elemanlarindan glutatyon peroksidaz
aktivitesinde goriilen artisin GPx ‘in diisiik konsantrasyonlarda bile H,O,’ ye daha
yiiksek afinite gdsterdiginin bir kanit1 ayrica KAT ve SOD diizeylerinde istatiksel
anlamda artis goriilmemesine ragmen MT ve MD gruplarinda GPx ‘in artiginin
oksidan strese karst en etkili antioksidanlardan biri oldugunun ve lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etki yaptiginin da bir gostergesidir. Ayrica

deneyimizde antioksidan hiicresel savunma elemanlarindan glutatyon peroksidaz ve
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stiperoksid dismutaz enzimlerinin diizeyinin diisiik olmasi1 kan diizeyinde antioksidan

savunma sisteminin asilmis olabilecegini de ortaya koymaktadir.

Deneme gruplarinda glutatyon rediiktaz diizeylerinde kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlam ifade eden bir artis saptanmamistir. Ancak MS, MD deneme
gruplarinda ve 6zellikle rasyona Mentha Spicata L.’nin kuru tozu uygulanan MT
deneme grubunda glutatyon rediiktaz diizeylerinde kontrol gruplarina gore rakamsal
bir artis oldugu goézlenmis ve antioksidan sistemi az da olsa gii¢lendirdiginin
gostergesi olabilecegi diisiinlilmiistiir. Calismamizda antioksidan hiicresel savunma
elemanlarindan glutatyon peroksidaz ve siiperoksid dismutaz enzimlerinde oldugu
gibi glutatyon rediiktaz enzim diizeyinin de diisiik olmasi, serbest radikal
olusumunun ve lipid peroksidasyonunun uzun siireli artisina bagl olarak antioksidan
savunma sisteminin asilmis olabilecegini gostermektedir. Ozellikle rasyona Mentha
Spicata L. kuru tozu uygulanan MT deneme grubunda GR diizeylerinde kontrol
gruplarina gore istatistiki anlam ifade etmese de artis olmasi, bizim c¢alismamiz

acgisindan olumlu kabul edilebilir.

Calismamizda MT deneme grubunda vitamin C diizeylerinde K kontrol
grubuna gore bir artis saptanmis ancak istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.
Insanlarda disardan takviye edilmesi gereken bir vitamin olan C vitamininin etkisinin
Mentha Spicata L.’nin kuru tozu ile rakamsal diizeyde arttirilmis olmasi bizim
calismamiz agisindan dikkat c¢ekici bir sonuctur. Askorbik asidin fenolik
antioksidanlar i¢in ¢ok kuvvetli sinerjik bir antioksidan etkiye sahip olmasi
dolayisiyla diger antioksidan enzimlerde belirgin bir artis olmamasi, dolayisiyla C
vitamininin sinerjizm gosterememesi olarak diisiiniilmiistiir. Caligmamizda elde
ettigimiz bulgular, vitamin C’nin serbest radikalleri ortamdan temizlemede sulu ve

dietil eterli ekstrelerinin ¢ok etkili olmadigini géstermektedir.

Mentha Spicata L.’nin kuru tozu ve ekstrelerinin rasyona katilmasinin hayvan
yemine besleyici ozellik katabilecegi, ancak membran lipidlerine, proteinlere ve
DNA’ya verecegi dogal oksidasyon reaksiyonlarinin zararl etkilerine kars1 koruyucu

etki saglayamayacagi dolayisiyla antioksidan giice etkisinin az oldugu diisiiniilerek,
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aromatik bitkilerin canli agirlik artis1 ve yemden yararlanma iizerine olan etkileri goz
ontine alindiginda daha kapsamli c¢aligmalarin yapilmas1 gerekliligi ortaya

¢ikmaktadir.

Mentha Spicata L.’min kuru tozu ile ilgili yapilan ¢alismalara rastlanmamis
olmasi dikkat c¢ekici olup toksik oksijen radikallerinin inaktivasyonu ve fenolik
antioksidanlarin etkisinin arttirilmasini 6n plana ¢ikaracak, Mentha nin degisik tiir ve
farklt miktarlar1 ve uygulama siirelerinde elde edilecek sonuglarin karsilastirilarak
parametre arttirilip yapilacak calismalarla, daha net yorumlar yapilabilecek veriler
elde edilecek ve lipid peroksidasyonunun =zararli etkilerine karsi Mentha’ nin

koruyucu olduguna yonelik diger caligsmalara destek saglayacaktir.

Yaygin olarak hastaliklarin tedavisinde kullanilan, bilinen en eski kiiltiir ve
tibbi bitki olan, insan, pet ve ¢iftlik hayvanlarimin beslenmesi agisindan dogal gida
katki maddesi 0zelligi tastyan Mentha ‘in, yapilan bu ¢alisma ile nanenin tiim bilinen
etkilerinin yaninda antioksidan aktivitesinin tiim ayrintilariyla agiga ¢ikarabilecek ,
bitkisel kokenli dogal antioksidanlarin kullanimina ve hem insan hem de hayvan
sagligin1 korumada ve yeni rasyonlarin gelistirilmesinde yapilan calismalara destek
olabilecegi, ayrica serbest radikal {iretiminin arttif1 ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz oldugu durumlarda fitokimyasal ve yardimci tedavi

destegi olarak katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Ratlara Farkh Coziiciilerde Hazirlanarak Verilen Mentha Spicata Lamiaceae
Nane Ekstreleri fle Kuru Tozunun Kanda, p-karoten, A, C Vitaminleri,
Katalaz, Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz, Malondialdehid,
Superoksid Dismutaz Enzimleri ve Total Antioksidan Kapasite Uzerine

Etkilerinin Arastirilmasi

Mentha spicata( peppermint), Labiatae familyasma ait bir bitkidir. Istah
azalmasi, soguk alginlii, bronsit, siniizit, ates, mide bulantis;, kusma ve
hazimsizlikta kullanilan bitkisel bir ajandir. Flavonoid igerikli bitkilerin 6zellikle
antioksidan etkileri yillardir arastiriliyor olmasina karsin, kuru nane tozu ile birlikte
enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar ile vitaminler arasindaki etkilesimleri cle

alan caligmalar yok denecek kadar azdir.

Bu tez, Mentha spicata’nin bazi biyokimyasal parametrelere etkilerini ve
antioksidan aktivitesini arastirmak amaciyla gerceklestirilmistir. Arastirmamiz 55
adet 2-3 aylik erkek Sprague-Dawley siganlardan olusan ikisi kontrol, licli deneme
olmak iizere toplam 5 grupta yapilmistir. Pozitif kontrol grubuna (K) standart rat
yemi, negatif kontrol grubuna standart rat yemi ile 1ml %0,5lik sodyum
karboksimetil seliiloz (CMC)(gavajla); Mentha Spicata L. sulu ekstreli gruba (MS),
standart rat yemi ve 1gr /kg viicut agirhigi Mentha Spicata L. sulu ekstresi (gavajla);
Mentha Spicata L. dietileterli ekstreli gruba (MD),standart rat yemi ile 1gr/kg/viicut
agithgr Mentha Spicata L.nin dietileterli ekstresi ve Iml %0,5lik sodyum
karboksimetil seliiloz (CMC)(gavajla) ; Mentha Spicata L. kuru tozu verilen gruba
(MT) ise: 200 ppm Mentha Spicata L. kuru tozu standart rat yeminin igine

karistirilarak verilmistir. Igme sular1 devamli hazir bulundurulmustur.

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin beden agirliklari, 6zellikle deneme
siiresinin 14. giiniinden sonra MT ve MD gruplar1 disindaki tiim gruplarda azaldig

izlenmistir. Oksidatif stres tablosu gostergelerinden MDA diizeylerinde K kontrol



116

grubuna gére MS deneme grubunda, istatistiksel olarak anlamli bir azalma elde
edilmistir. Negatif kontrol grubu olan CMC grubu MDA diizeyleri anlamli bir diisiis
sergilemistir. Bu diisiis CMC nin antioksidan 6zellik sergilemis olabilecegini akla
getirmektedir. MT grubunda ise istatistiksel anlam ifade etmeyen bir azalma
gorilmustir. M. Spicata dietil eter ekstresi verilen MD grubunda ratlarin MDA
diizeylerinde, CMC kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilikta artig
gorilmektedir. Ayrica MD grubunda da MDA ve dolayisiyla lipid peroksidasyonu

artmastir.

Deney gruplarindaki ratlarin antioksidan aktivite diizeyleri incelendiginde
CMC li kontrol grubuna gére MD grubunda antioksidan kapasite diizeyinin istatistiki
olarak azaldigi, nane tozu verilen MT grubunda, K kontrol grubuna gore antioksidan
kapasitenin rakamsal olarak arttig1 goriilmektedir.Calismamizda, deney gruplarindaki
ratlarin GSH diizeyleri incelendiginde MT grubunda K kontrol grubuna gére GSH
nin istatistiksel anlamlilikta arttigi goriilmektedir. MD grupta, negatif kontrol
(CMC) grubuna gore bir diislis saptanmistir. Gruplar arasindaki GSH diizeyi
farkliliklar1 istatistiksel anlamda 6nemlidir (p=0,001).

Tezimizde A vitamini ve B-karoten diizeyleri iizerinde nane kuru tozunun ve
ekstrelerinin ilavesinin etkisi olmuyor gibi goriinse de, B-karoten diizeylerinin
istatistiksel olmasa da deneme gruplarindan MD grubunda diger gruplara gore artmis
olmas1 dikkat ¢ekici bir sonug olarak gézlemlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular daha Onceki calismalardan farkli olarak SOD ve KAT diizeylerinde
istatistiksel anlamda bir degisiklik meydana getirmemistir. Deneme gruplarindaki
KAT diizeylerinde, kontrol gruplarina gore belirgin bir artis olmamasina ragmen,
Mentha Spicata L. sulu ekstresi verilen MS grubunda, kontrol grubunu gecen

diizeyde bir artis saptanmustir.

Calismamizda, MT deneme grubundaki GPx diizeylerinde, K kontrol grubuna
gore bir artis gézlemlenmistir. Bu artis istatistiksel acidan dnemli degildir. Deneme
gruplarinda glutatyon rediiktaz diizeylerinde kontrol gruplarina gore istatistiksel

anlam ifade eden bir artis saptanmamistir. Calismamizda MT deneme grubunda
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vitamin C diizeylerinde K kontrol grubuna gore bir artis saptanmig ancak istatistiksel

anlamlilik goriilmemistir

Mentha Spicata L.’nin kuru tozu ile ilgili yapilan literatiirlere rastlanmamis
olmasi dikkat ¢ekici olup toksik oksijen radikallerinin inaktivasyonu ve fenolik
antioksidanlarin etkisinin arttirllmasin1 6n plana ¢ikaracak, Mentha Spicata L. nin
kuru tozunun farkli miktarlar1 ile parametre arttirilip yapilacak g¢aligmalar, lipid
peroksidasyonunun zararli etkilerine karst koruyucu olduguna yonelik diger

caligmalara destek saglayacaktir.

Yapilan bu calisma ile bitkisel kokenli dogal antioksidanlarin kullanimina ve
nanenin tiim bilinen etkilerinin yaninda antioksidan aktivitesinin tim ayrintilariyla
aciga cikarabilecek, insan, pet ve ¢iftlik hayvanlarinin beslenmesi agisindan dogal
gida katkir maddesi 6zelligi tasiyan Mentha ‘in, hem insan hem de hayvan sagligini
korumada ve yeni rasyonlarin gelistirilmesinde yapilan c¢alismalara destek
olabilecegi, ayrica serbest radikal {iretiminin artti§1 ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz oldugu durumlarda fitokimyasal ve yardimci tedavi

destegi olarak katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mentha Spicata L. , B-karoten, Vitamin A, Vitamin C, Katalaz,
Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz, Malondialdehid, Siiperoksid Dismutaz,
Antioksidan
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SUMMARY

Investigation of The Effects of Mentha Spicata Lamiaceae Mentha Extracts
Prepared In Different Solvents Given to Rats With Dry Powder on Blood, p-
Carotene, A,C Vitamins, Catalase, Glutathione Peroxidase, Glutathione
Reductase, Malondialdehyde, Superoxide Dismutase Enzymes and Total Anti-

Oxidant Capacity

The plant Mentha spicata, or peppermint, is member of the Labiatae family,
commonly used in the treatment of loss of appetite, common cold, bronchitis,
sinusitis, fever, nausea and vomiting, and indigestion as a herbal agent.Although
anti-oxidant effects of flavonoid containing plants have been investigated largely,
studies in their interactions with enzymatic and nonenzymatic antioxidants and
vitamins together with dead mentha powder are rare.

The present thesis was carried out to investigate the effects of certain
biochemical parameters and Mentha spicata, on anti-oxidant levels. Our study was
carried out on 55 Sprague- Dawley rats, aged 2-3-months-old divided into 5 groups
as 2 control and 3 experimental groups. While positive control group (C) was fed
with standard rat diet, negative control group (CMC) was fed with standard rat diet+
Iml %0,5 sodium carboxymetyl cellulose (CMC); Mentha spicata aqueus group
(MS) was fed with standard rat diet + 1gr /kg bwt/day Mentha spicata aqueus extract
gavage, Mentha spicata dietyleter group (MD) was fed with standard rat diet + lgr
/kg bwt/day Mentha spicata dietyleter extract+ 1ml %0,5 sodium carboxymetyl
cellulose (CMC) gavage whereas 200 ppm dead Mentha spicata powder group (MT)
was fed with standard rat diet + 200 ppm dead Mentha spicata powder. Drinking

water is constantly ready.

In this study, the profile of body weight was decreased in the experimental
groups (except MT and MD) rats compared to the control group especially the 14
trial period days after malondialdehyde level, an oxidative stress parameter was

obtained a decrease in statistical significance in MS group rats compared to control
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group K. Malondialdehyde level was obtained a increase in statistical significance in
MD group rats compared to control group CMC (p=0,000). The CMC group,
negative control group showed a significant decrease of MDA levels. CMC exhibit
antioxidant properties of this decline may have been suggesting. In the MT group
showed a increase is not statistical. In addition, the MD group, MDA, and thus

increased lipid peroxidation.

As we investigate the level of rats in experimental groups, antioxidant activity
decrease significantly in group MD according to group CMC. In the MT group
showed a increase is not statistical compared to control group K. As we investigate
the level of glutathione rats in study groups, glutathione increase significantly in
group MT according to the control group K. MD group, compared to negative
control CMC group had a decline. GSH level differences between the groups is
statistically significant (p=0,001).

Even if it seems that dead mentha powder and extracts are not effective on
Vitamin A and the level of B-carotene, it draws attention that the level of B-carotene
increases in the group MD according to the other groups.In our study according to
the findings, there is not any significant difference in the level of superoxide
dismutase and catalase contrast to the other studies. Although, there is not any
increase in the level of catalase in experimental groups according to control groups,
it is observed that there is significant increase observed in the control group in a

group given Mentha Spicata aqueus extract.

In our study, it is observed that there is increase in the level of glutathione
peroxidase in the experimental group MT according to the control group K. This
increase is not significantly statistically. It is observed that there is not significant
increase in the level of glutathione reductase in experimental groups according to the
control groups. In our study, MT levels of vitamin C in the experiment group than
the control group K was detected, but statistical significance was observed an

increase
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Not finding any studies about Mentha Spicata powder in literature review is
remarkable and the studies featuring the increase of the effect of toxic oxygen
radicals’ inactivation and fenolic antioxidants and studies featuring to increase the
parametric with the different level of Mentha Spicata powder will contribute to the

other studies featuring the protection against harmful effects of lipid peroxidation.

It is thought that this study will contribute to the usage of herbal anti-oxidant
and studies featuring the all details of antioxidant besides the all effects of mentha.
As an herbal food additive Mentha is important for protecting human and animal
health in terms of feeding domestic animals and livestock. It is thought that Mentha
Spicata powder may be support new studies in the developing new ration. It is
thought that in the situation where production of free radicals increase and
antioxidant defense mechanisms are inadequate, Mentha vill contribute as an

auxiliary treatment of cases phytochemical support.

Key words: Mentha Spicata L., B-Carotene, Vitamin A, Vitamin C, Catalase,
Glutathione, Glutathione Peroxidase, Glutathione Reductase, Malondialdehyde,

Superoxide Dismutase, Anti-Oxidant
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