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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Bellevalia crassa INFUZYONLARININ in vitro ANTIOKSIDAN VE
MUHTEMEL PROOKSIDAN AKTIiVITELERI

Kubilay PEDIS

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Kimya Anabilim Dali

Danmisman: Dr. Ogr. Uyesi Hasan KILICGUN

Bu calismada Erzincan ili’nde endemik olarak yetisen Bellevalia crassa Wendelbo bitkisinin
farkli konsantrasyonlardaki inflizyonlarmm in vitro antioksidan ve muhtemel prooksidan
aktiviteleri, etki mekanizmalariyla birlikte incelendi. Yapilan in vitro deneylerde Bellevalia
crassa’nin antioksidan aktivite tayinin yapildigi parametrelerde ve antioksidan etki mekaniz-
masinin degerlendirildigi paremetrelerin tamaminda biitiin konsantrasyonlarda antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Oteyandan, yapilan mekanizma deneyleri sonucunda
Bellevalia crassa’nin ayni konsantrasyonda bir antioksidan etki mekanizmasi iizerinde anti-
oksidan etki gostermesine ragmen diger mekanizmada bu etkinin konsantrasyon artigiyla
paralellik gostermedigi belirlenmistir. Bunun mekanizmasinda ise serbest radikal temizleme
aktivitesi, O, temizleme kapasitesi ve H,0, temizleme yeteneginin, antioksidan aktivite gos-
termis fakat yiiksek dozlarda bu aktivitede azalmalar goriilmiistiir, diger parametrelerden
metal selatlama aktivitesi ve indirgeyici giiciin de Bellevalia crassa’nin antioksidan potansi-
yelinin sebepleri oldugu sonucuna varildi. Sonug olarak konsantrasyon ylikselmesiyle beraber
antioksidan aktivitede azalmanin olmasi, Bellevalia crassa’nin antioksidan aktivitesinin yani
sira konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite potansiyelinin de degisebilecegini gos-
termektedir.
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ABSTRACT

Master Thesis

in vitro ANTIOXIDANT and POSSIBLE PROOXIDE ACTIVITIES of
Bellevalia crassa INFUSIONS

Kubilay PEDIS

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asist. Prof. Hasan KILICGUN

In this study, in vitro antioxidant and probable prooxidant activities of infusions of different
concentrations of Bellevalia crassa Wendelbo plant grown in Erzincan province were
investigated with their mechanisms of action. When in vitro experiments was examined,
Bellevalia crassa was found to have antioxidant activity in all concentrations. On the other
hand, although the mechanism experiments showed that Bellevalia crassa showed an antioxi-
dant effect on one mechanism of antioxidant action at the same concentration, it was found
that this effect did not show parallelism with the other mechanism. In the mechanism of this,
free radical scavenging activity, O,  scavenging capacity and H,O, scavenging ability showed
antioxidant activity, but decreases in this activity were observed at high doses. As a result, the
decrease in antioxidant activity with increasing concentration shows that the antioxidant ac-
tivity potential of Bellevalia crassa may change depending on the concentration. As a result,
the decrease in antioxidant activity with increasing concentration shows that the antioxidant
activity potential of Bellevalia crassa may change depending on the concentration.

2019, 64 Pages

Keywords: Antioxidant Activity, Bellevalia crassa, Pro-oxidant Activity
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1.GIRIS

Oksijenli solunum yapan organizmalarda oksijen kullanimindan o&tiirii reaktif oksijen
tiirleri (ROT) olugmaktadir. Antioksidanlar reaktif oksijen metabolitlerinin sekillenme-
sini engelleyerek organizmay1 olumsuz etkilerinden korurlar. Hiicreler oksidatif hasara
kars1 yasamlarini devam ettirmeyi bir sistem yardimi ile basarir. Bu sistem glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz gibi yapi-
lardan meydana gelmektedir. Ancak prooksidan/ antioksidan dengenin prooksidanlar
tarafina gecmesi ile gelisen oksidatif stres, farkli mekanizmalarla biyomolekiillere zarar
vermektedir (Cooke vd., 2003). Bu zarar1 engellemek i¢in diyetle alinan antioksidanlar
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu antioksidanlar meyve, sebze ve ¢esitli gidalarda dogal
olarak bulunabilmektedir. Bu besin maddeleri antioksidan olarak nitelendirdigimiz vi-
tamin E, C, karotenoidler ve fenolik bilesikler bakimindan zengindirler. Bu 6zelliklerin-
den otiirii de organizmayi reaktif oksijen molekiillerine kars1 koruyabilirler (Giilgin vd.,
2002). Flavonoitlerin antioksidan aktiviteleri bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir (Heijnen
vd., 2002). Fakat flavonoitlerin in vitro prooksidan etkisiyle ilgili az sayida calis-
maya rastlanmistir (Yen vd., 2003; Smith vd., 1992). Bir ¢alismada prooksidan
aktivitenin, DNA, protein ve karbonhidratlar gibi lipit yapida olmayan
biyomolekiillere karsi serbest radikal hasarini hizlandirabilecegi ve ayrica dort
flavonoidin siiperoksit radikalleri olusturdugu bildirilmistir (Yen vd., 2003). Askorbik
asit, a-tokoferol, B-karoten, aloin, aloe-emoidin ve punikalinin bazi konsantrasyonlar-
da antioksidan, bazi konsantrasyonlarda prooksidan etki gosterdigi, ayrica iiziim ¢e-
kirdekleri, kakao ve elmada bulunan ve antioksidan olan prosiyanidin B2 nin ortamda
bakir II iyonu varliginda prooksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (Song vd., 1999;
Strlic vd., 2002; Tina ve Hua, 2005).

Literatiirde Bellevalia crassa infiizyonlarmm in vivo, in vitro antioksidan veya
prooksidan etkisinin arastirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla, farklh
konsantrasyonlarda Bellevalia crassa’dan hazirlanan infiizyonlarin in vitro antioksidan
aktivitelerini ve prooksidan aktivitelerini aydinlatmak literatiire katki saglayacaktir.
Bellevalia crassa infiizyonlarinin serbest radikal temizleme aktivitesi, indirgeyici

giic metal iyonlarini selatlama aktivitesi, in vitro protein oksidasyonu, karbonhidrat
1



ve DNA hasarlar: tlizerindeki etkisine dair hi¢cbir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu etki
mekanizmalarini ¢galismak ve bunu farkli konsantrasyonlarda gerceklestirmek literatiire

katk1 saglayacaktir.

Bu calismada farkli konsantrasyonlardaki Bellevalia crassa infiizyonlarinin ve in
vitro antioksidan ve muhtemel prooksidan aktiviteleri ve bu aktiviteleri saglayan etki

mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

2.1.1. Serbest radikallerin tarihcesi

Serbest radikal kimyasi ile ilgili calismalar 1800’lii yillarin ortalarinda yapilmaya bas-
lamistir. Wurtz, sodyum ile metil iyodiir ve sodyum ile etil iyodiirii reaksiyona sokarak,
kimyasal formiilleri metil ve etil radikallerine karsilik gelen bilesikler elde etmistir
(Huyser, 1970). Serbest radikal zincir mekanizmalart Haber ve Willstitter tarafindan
ileri siiriilmiistiir. Hey ve Waters, bir¢ok organik reaksiyon igin serbest radikal meka-
nizmalarmni agiklamak igin ¢alisma yapmuslardir (Huyser, 1970). Bir baska acidan ticari
hayatta yasanilan, yaglarin depolanma asamasindaki bozulma problemi, bilim adamlari-
nin Serbest Radikaller ile daha fazla ilgilenmelerine sebep olmustur (Gutteridge, 1990).
Ilerleyen zamanda bu bilesiklerin biyolojik sistemlerde ve bazi hastaliklarm patolojisin-
de yer aldig1 goriilmiistiir (Southorn ve Powis, 1988). 1968’de McCord ve Fridovich’in
stiperoksit dismutaz enzimini bulusu ile radikallerin spesifik enzimlerle katalitik olarak
uzaklastirilabilecegi izlenmistir (Fridovich, 1986; Cakatay ve Kayali, 2006). Giiniimiiz-
de serbest radikal reaksiyonlarinin, hastaliklardaki, biyolojideki, toksikolojideki ve yi-
yeceklerin bozulmasindaki gorevleri anlasildik¢a radikallerin 6nemi daha fazla dikkat

cekmektedir (Aruoma, 1998; Karabulut ve Giilay, 2016).

2.1.2. Serbest radikallerin tanim ve ozellikleri

Serbest radikaller, en dis orbitalinde bir veya birden ¢ok ortaklanmamais elektron tasiyan
atom, atom gruplari veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Yilmaz, 2012; Kaya,
2016). Bunlar, Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinden (RNS) mey-
dana gelmektedir (Kaythan, 2012, Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikaller kisa
omiirlii molekiillerdir, lakin yapilarindaki kararsizlik sebebiyle ¢ok aktif yapili oldukla-
rindan biitiin hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligindedirler (Atalay, 2016). Serbest
radikallerin olusumunu ve meydana getirdigi oksidatif hasar1 6niine gegmek, durdurmak

veya etkilerini azaltmak i¢in organizmada {iretilen ya da organizmaya disaridan alinan
3



savunma amagli bilesikler antioksidan olarak isimlendirilir (Atalay, 2016).
Reaktivitelerinden sebebiyle diisik konsantrasyonlarda (10™-10°M) bulunan serbest
radikaller meydana geldikleri yerden uzaklasamazlar. Diger kimyasal yapilar gibi ser-
best radikallerin reaktiviteleri de sicaklikla ve etrafindaki molekiillerin konsantrasyo-
nuyla degisim gostermektedir. Bir bilesik ii¢ farkli sekilde serbest radikal olusabilir.
Bunlardan birinci olani, radikal olmayan atom veya molekiiliin bir elektron kazanmasi
ile, ikincisi, radikal olmayan atom veya molekiilden bir elektron kaybu ile, iiglinciisii ise
bilesikteki kovalent bagin simetrik kirilmasi neticesinde iki fragmentin birer elektron
kazanmasiyla serbest radikal haline geldikleri homolitik bag kirilmasiyla meydana gel-
mektedir (Bardakgi, 2017). Radikaller bir defa olustuktan sonra diger radikallerle veya
diger molekiillerle degisik etkilesimlerle tepkimeye girebilirler. Bu reaksiyonlarin hizi
ve segiciligi, radikalin yiliksek konsantrasyon da olmasina, radikalin tek elektronunun
yer degistirmesine ve radikalin etkilesime gegecegi molekiilde zayif baglarin bulunma-
sina bagli olmaktadir. Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli olarak

olugmaktadir (Celik, 2014, Atalay, 2016).

Endojen Kaynaklar Eksojen kaynaklar
v Mitokondriler v' Toksik kimyasal maddeler
v Endoplazmik retikulum v/ Radyasyon
v Peroksizomlar v Antineoplastik ajanlar
v Fagositler v Cevresel Faktorler
v Hiicre membranlari v Fotokimyasal hava kirliligi
v Otooksidasyon reaksiyonu v’ Hiperoksi
v Enzim reaksiyonlari v Bocek ilaglari
v Solunumsal patlama v’ Tiitlin
v' Coziiciiler
v" Anestezik maddeler
v llag oksidasyonlari



2.1.2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Siiperoksit radikali

Stiperoksit anyonu, aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron almasiyla meydana gelir.
Cok reaktif ve stabil bir yapiya sahipligi yoktur. Etkilesimsiz olarak hidrojen peroksite

ve molekiiler oksijene doniis olabilir (Yildirim, 2015).

0O, + e - 5 O,

O, radikalleri hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin otooksidasyonu olusturula-
bilmektedir. O, olusumu; elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki oksijen
derigimi ile baglantilidir. Yar1 émrii uzundur (Cakir Arican, 2013), lipofilik 6zellik gos-
termektedir. Bu 6zelligi nedeni ile difizyonla olustugu yerden uzak bolgelere yayilabilir

(Masir, 2013).

Bu anyon radikalinin asil énemi Hidrojen Peroksit kaynagi ve ge¢is metal iyonlarinin
indirgeyicisi olabilmesidir (Kaya, 2016). Siiperoksit radikalinin sahip oldugu 6zellikler;
hem oksitleyici hem de indirgeyici olmasidir (Cakir Arican, 2013; Medetalibeyoglu,
2015).

Hidrojen peroksit

Bu radikal oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron kazanmasi veya siiperoksit

radikaline bir elektron ilave edilmesiyle olusur (Caylak, 2011; Cakir Arican, 2013).
0O, + 2e + 2H* - > H,0,

Yapisinda eslenmemis elektron barindirmadigindan radikal o6zellik gostermez (Cakir

Arican, 2013).

Canlilarda hidrojen peroksitin tiretim siireci, sliperoksitin dismutasyonu ile olmaktadir.
Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton yiiklene-
rek hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni meydana getirir (Ozcan vd., 2015). H,0,,

ortaklanmamis elektronlar1 bulunmadig1 i¢in serbest radikal olarak adlandirilmaz
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(Medetalibeyoglu, 2015). Yalniz bir elektron aldiginda hidroksil radikali (OH-) meyda-
na getirmektedir (Yildirim, 2015). Bu elektronu belirli metal iyonlarindan temine eder.
H,0O,, membranlar1 serbestge girebilir ve olustugu yerden c¢ok uzaklara gidip hiicre

kompartimanlar1 boyunca ve hiicreler arasinda serbest radikal indiiklii hasar1 iletir

(Medetalibeyoglu, 2015).

Hidroksil radikali

Molekiiler oksijenin ii¢ elektron almasiyla meydana gelir. Serbest radikallerin ¢ogu za-
rarli etkileri hidroksil radikali ile olustugu bilinmektedir. H,O, ve O, bir veya daha

fazla ¢iftlesmemis elektron tasiyan ve serbest radikal karakterli gecis metalleri ile reak-

siyona girerek hidroksil radikalini olustururlar (Caylak, 2011; Yildirim, 2015).

Haber-Weiss Reaksiyonunda bakir ve demir metal iyonlar1 bulunabilir. Reaksiyonda
oncelikle Fe*® iyonu siiperoksit radikali tarafindan Fe*? iyonuna déstiiriiliir. Fe*? iyonu-
nun H,0; ile reaksiyonu sonucunda ise OH" radikali olusur. Bu reaksiyon ¢ok hizli olur

ve Fenton reaksiyonu olarak isimlendirilir.
Fe” + H,0, —»Fe® + OH + OH

OH + RH —»H0 + R

Hidroksil radikalleri hizli bir bicimde etrafindaki molekiillerle bag kurarlar, ¢ok kisa
yar1 Omiirleri vardir (10-9 saniye). Bunun neticesinde, yar1 dmiirleri kendisine gore daha
uzun olan ve reaktifviteleri de daha az olan radikaller meydana gelir (Yildirim, 2015;

Ozcan vd., 2015).

Farkli molekiille reaksiyona girse dahi 6zellikle elektronca zengin bilesikler oncelikli
secimidir. Niikleik asitler (piirin ve pirimidin bazlar1) ve proteinler (aromatikamino asit-

ler) ile farkl radikalik tepkimeler meydana getirmektedir (Medetalibeyoglu, 2015).



Singlet oksijen

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin zit yoniinde
olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen meydana gelir
(Medetalibeyoglu, 2015). Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu bulunmadigindan
radikal olarak adlandirilmaz (Yildirim, 2015). Singlet Oksijen radikal reaksiyonlar1 so-
nucunda olusabildigi gibi bu reaksiyonlarinin baglamasinin da sebebidir (Bardakei,
2017; Kaya, 2016). Viicudumuzda 6zellikle deri ve retina gibi giines 1s1g1na maruz ka-

lan alanlarda ¢okca olustugu kanitlanmistir.

2.2. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekiiller lipitlerdir
(Medetalibeyoglu, 2015). Oksijenin neden oldugu lipit oksidasyonu radikal zincir reak-
siyonunun tipik bir 6érnegidir. Bu peroksidasyon, hiicrenin yagamsal fonksiyonlari igin
de zararhidir (Kaya, 2016; Siilleyman vd., 2018). Hiicre duvarlarinda ve gidalarda bulu-
nan kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle kolay bir bi¢imde reaksiyona girerek
peroksidasyon fiirlinleri olustururlar. Serbest radikaller etkisi ile ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi “nonenzimatik lipit peroksidasyonu” olarak bilinir ve zincir

reaksiyonu seklinde ilerler (Medetalibeyoglu, 2015).

Serbest radikallerin baslattigi lipit peroksidasyonu, membran fosfolipitlerindeki doy-
mamis yag asitlerinin ylikseltgenmesine sebep olan ve bunun sonucu olarak da
membranlarin lipit yapisin1 degistirerek hiicrenin yap1 ve isleyisini bozan kimyasal bir

olaydir.

Lipit peroksidasyonu temelinde; baglama, ilerleme ve sonlanma basamaklarindan olusan
bir reaksiyon zinciridir. Lipit peroksidasyonunun membranda baglamasi, bir hidrojen
atomunu koparabilecek reaktivitede olan herhangi serbest radikalle gergeklesebilmekte-
dir. Hidrojen atomunun koparilmasiyla beraber, hidrojen atomunu tek bir elektrona sa-
hip oldugu i¢in karbon atomunda yalnizca ortaklanmamis bir elektron kalir. Cok doy-

mamis yag asitinde bulunan karbon radikali ise molekiiler bir degisim gegirerek konjuge



bir dien olusturmaktadir. Bu dienin de O; ile hizli bir reaksiyona sonucu bir
hidroperoksi radikali meydana gelmektedir. Olusan radikal ise lipit molekiillerinden
hidrojen atomlar1 koparir bunun sonucunda ise lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlar1
halinde devam eder. Olusan hidroperoksi radikalinin bir hidrojen atomu ile birlesmesi
sonucunda ise bir lipit hidroperoksit olugturmaktadir. Asagidaki reaksiyonlar s6z konu-

su olaylar1 géstermektedir (Celik, 2014; Yildirim, 2015):

Lipit-H + OH Lipit: + H.O

Lipit- + 0O, > Lipit-Oy:

(molekiiler diizenlenimden sonra)

Lipit-Oy: +  Lipit-H Lipit-O,H + Lipit-

—

Hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri yiikseltgeyici serbest radikal-
ler tarafindan kolay bir bicimde etkilenmektedir. Coklu doymamis yag asitlerinde mey-
dana gelen oksidatif hasara lipit peroksidasyonu da (LPO) denmektedir. LPO olusumu
ile hiicrede kendi kendine devam ettiren bir seri zincir reaksiyonlart meydana gelmekte-
dir. Oksidasyonla beraber meydana gelen peroksil radikalleri (LOO’) kendinden sonra
gelen doymamis yag asidini yiikseltgeyerek yeni zincir reaksiyonlari baglatirlar. Bu olu-
san zincirleme reaksiyonlar ile hidroperoksitler (LOOH) meydana gelmektedir.

Hidroperoksitler ise aldehitler gibi daha zararli radikal 6zelligi olan tiirlere ¢evrilirler.

Biyolojik olarak aktif olan aldehitlerin ¢ogu, lipit hidroperoksitlerin par¢alanmasi sonu-
cunda olusurlar. Hidroksialkenoller bunlardan en ¢ok bilinenidir ve bunlar da 4-
hidroksinonenal tiyesidir. Olustuklar1 yerden diffiize olarak hiicrenin diger kisimlarina
giden bu bilesikler, hiicre hasarina neden olmaktadir (Y1ildiz, 2013; Karabulut ve Giilay,
2016; Atalay, 2016).

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre fonksiyonunu bozan malondialdehit (MDA) olusumun-
da ve membran lipit peroksidasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Lipit
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peroksidasyonu membran permaabilitesinin arttirir. Bununla birlikte membran transpor-
tunu MDA tarafindan molekiillerin i¢i ve arasinda c¢apraz baglantilar olusturularak

inaktive edilir (Karakog, 2015).

LPO olusumundan sonra membran yapisindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle reaksiyona girer ve peroksidasyon {irlinleri olusturur. Bu

olusum membranda yapisinda degisikliklere yol agar. Bunlari kisaca 6zetlersek,

1-) LPO olusumu esnasinda meydana gelen lipit hidroperoksitleri hiicre membrani tize-

rindeki enzimlerin aktivitelerini bozarak onlar1 ¢calisamaz hale getirir.
2-) Hiicre membrani lizerinde bulunan yag asidi sayisinda azalma meydana gelir.
3-) Hiicre membraninin temel yap1 taglarindan birisi olan yaglarin vizkozitesini bozar.

4-) Hiicre membrani iizerindeki protein—lipit iligkisini ise tiyol gruplarmi yiikseltgeye-

rek bozulmasina neden olur.

5-) LPO nedeni ile meydana gelen serbest radikaller hiicre membraninin disinda da fark-

I1 molekillerde bozulmalara neden olurlar.

Zincirleme bir reaksiyon olan LPO, lipit hiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bile-
siklerine donlismesiyle son bulmaktadir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan MDA’ nin
miktar1 tiyobarbitiirik asit ile Olclilmektedir ve bu yontem lipit peroksit diizeylerinin

saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Yildiz, 2013; Karakog, 2015).



Lipit peroksit
Radikali (LOO") 2. 4

Lipit radikali

Lipit peroksit O ,'l

Radkali (LOO") — ) —
l'_/l , \4' \

Lipit hidroperoksit / H-0-

(LOOH)

Parcalanma Uriinleri: (Aldehitler, karbonil bilesikler, etan, pentan v.b.)

Sekil 2.1. Coklu doymamuis yag asitlerinde peroksidasyon
2.3. Protein Oksidasyonu

Proteinlerin ROT ile direkt veya oksidatif stresin sekonder trtinleri ile indirekt reaksi-
yonu sonucu meydana gelen modifikasyona protein oksidasyonu denir (Karakog, 2015;
Biiyiikgiizel ve Kayaoglu, 2014; Bastioglu vd, 2016). Tanimda da belirtildigi gibi prote-
in oksidasyonu yalnizca ROT ile uyarilmaz bunun yani sira ROT etkisiyle meydana
gelen lipit peroksidasyon iirtinleri [MDA, 4-hidroksi-2-noneal (4-HNE), 2-propenal] ve
seker gibi glioksidasyon firiinleri de proteinlerin aminoasit miktarinda degisikliklere
sebebiyet vermektedir. Modifikasyona ugrayan proteinler, polipeptit zincirlerinin parga-
lanmasiyla diisiik molekiil agirlikli irlinler olugturmasinin yani sira protein-protein ¢ap-
raz baglari ile yiiksek molekiil agirlikli {irtinlere de doniisebilirler. Bu oksidatif degisim-
ler ise hiicrede 6nemli roller olan proteinlerin yap1 ve islevlerini etkiler (Karakog, 2015).
ROT’nin proteinlerle reaksiyona girmesi ile histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok
sayida amino asit kalintisinda ya da peptid dizisindeki olusan oksidatif hasar neticesinde

protein karbonil (PCO) iiriinleri olusur (Biiyiikgiizel, 2013; Karakog, 2015). Oksidatif
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protein hasarini belirlemede, PCO diizeylerinin saptanmasinin 6énemli bir metod oldugu
bildirilmektedir (Biiyiikgiizel ve Kayaoglu, 2014; Colak ve Agascioglu, 2018). Protein-
lerin ii¢ boyutlu yapisi oksidasyona ugradiginda bozulur. Bunun sonucu olarak da prote-
in ¢okme ve parcalanma hizinda artis, enzimlerin aktivitesinde azalma, protein fonksi-
yonlarinda bozulma, enzim inhibisyon aktivitesinde kayip, protein kaybinin artmasina
veya azalmasia yatkinlik, reseptorler aracil@iyla yapilan endositozda bozulma, gen
anlatiminda degisiklik, alerjik tepkilerde artig goriiliir. Proteinlerin oksidatif olarak ha-
sara ugramasi, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 da dahil olmak iizere pek c¢ok

metabolik bozukluk ile hastaligin olusmasina ve ilerlemesine neden olur.
2.3.1. Protein oksidasyonunun tiirleri

Protein oksidasyonuna yol acan baslica molekiiler mekanizmalar; PCO meydana gelme-
si, tiyol gruplarindaki kayip, nitrozin olugmasi ve daha fazla okside protein iiriinlerinin
olusumudur. Oksidasyonla ilgili mekanizmalar ¢ok fazla oldugundan 6tiirii proteinlerde
meydana gelen oksidatif modifikasyonuyla ilgili kabul gérmiis genel bir siniflandirma
sekli yoktur. Ancak oksidasyonun olustugu protein kalintisinin ve ortaya ¢ikan iiriiniin

ozelligine gore proteinlerde meydana gelen oksidasyon iki gruba ayrilabilir.

1. Global Modifikasyon: Birden fazla protein kalintisinin degistigi ve birden ¢ok iirii-
nilin ortaya ¢iktig1 modifikasyona global modifikasyon denir. Karbonil gruplarinin olu-

sumu bu tiir modifikasyonun bir 6rnegidir.

2. Spesifik Modifikasyon: Hem yiikseltgenen protein kalintisinin, hem de meydana
gelen triiniin olduk¢a spesifik oldugu modifikasyonlara spesifik modifikasyon denir.

Ditirozin olugumu bu tiir modifikasyonun bir 6rnegidir (Karakog, 2015).

Serbest radikallerin sebebiyet verdigi protein modifikasyonunun mekanizmasi hakkinda
sahip oldugumuz bilgiler; Swallow (1960), Garrison vd. (1962) ve Shuessler ve
Schilling (1984) tarafindan, HO ya da O, "radikallerinin meydana gelmesini saglayacak
oksijen varliginda, proteinin sulu ¢ozeltisinin iyonize radyasyona (X 1sinlari, gama 1s1n-

lar1) maruz birakilmasi ile elde edilen sonuglardan elde ettiklerimizdir (reaksiyon b).
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Sekil 2.2. Protein karbonil olusumuna yol acan primer modifikasyon reaksiyonlari

Sekil 2.2” de goriildiigii gibi polipeptit dizisindeki tesadiifi olarak amino asit kokiiniin
birinden a-karbon atomundan OH" radikali ile a-hidrojen atomunun ¢ikarilmasi netice-
sinde amino asit kokiinden karbon merkezli radikal olusur (reaksiyon c¢). Bundan sonra
alkil-peroksil radikalini (reaksiyon d) meydana getirmek tizere O, ilave edilir. Bu reak-
siyonu Oy nin protonlanmig bir formu olan HO,- ile alkil peroksit radikalinin olusmasi
izler (reaksiyon f). Bu peroksitin HO,- ile reaksiyonu sonucu protein alkoksil radikali
olusur (reaksiyon h). Bu alkoksil radikali ise peptid baginin kopmasina neden olur ya da
daha fazla HO, ile bir hidroksil tiirevi olusturmak igin reaksiyona girer (reaksiyon j).
Ayni reaksiyonlar H,O2’in Fe?e bagimli olarak yikildig: bir reaksiyon ile iiretilen HO-
radikali tarafindan da baslatilabilir (reaksiyon b). Fe?* f, h ve j reaksiyonlarinda HO»- ile
de yer degistirebilir (Biiytlikgiizel, 2013).
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Proteinlerdeki yapisal degisim; ¢okme ve parcalanmadaki artisa ilaveten sekonder ve
tersiyer yapinin bozulmasinda da artisa neden olur. Boylece proteinlerin proteolize yat-

kinligina ve dogal islevlerinde azalmaya neden olur.
2.4. Oksidatif Karbonhidrat Hasar

Hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler monosakkaritlerin otooksidasyonu so-
nucu meydana gelir, Serbest radikallerin saldirilart sonucu polisakkaritlerin
depolimerize oldugu bildirilmistir (Bardak¢1, 2017). OH-’nin karbonhidratlar da dahil
olmak iizere hemen hemen tiim biyomolekiillere hasar verdigi bilinmektedir. Bu gercek,
Anbar ve Neta'nin yaptig1 bir ¢alismadan anlagilmaktadir (Anbor ve Neta, 1967). Kar-
bonhidratlarda oksidan hasarin 6lciilmesi ile ilgili olarak bir yontem gelistirilmistir. Bu
yontem ile deoksiriboz sekerine olan oksidatif hasar dl¢iilebilmektedir (Aruoma, 1998).
Ote yandan bag dokudaki mukopolisakkaritlerden birisi olan hiyaluronik asidin, 6demli
eklem hastaliklarinda hiicreler arasi sivida artmis olan H,O;, ve O,0OH" ile pargalandig1

bildirilmistir (Yapar ve Tanriverdi, 2016).
2.5. Antioksidanlar
2.5.1. Antioksidan savunma sistemlerine genel bir bakis

Serbest radikallerin canlilarda meydana getirdigi hasar1 ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
mekanizmalar bulunmaktadir (Yalginkaya, 2013; Odabas, 2013; Atalay, 2016). Bu me-
kanizmalardan en 6nemli etki mekanizmasi serbest radikalleri inaktif 7 maddelere do-
nlstiirmesidir ~ (Odabas, 2013). Canlilarda ana savunma  mekanizmasi
antioksidanajanlardir. Kisaca antioksidanlar viicutta zararli etkileri olan serbest radikal-
lere ve oksidatif strese karst savunma saglayan suda ya da yagda ¢ozilinebilen hayati
biyomolekiillerdir. Bu molekiillere “antioksidan savunma sistemleri denilmekte olup bu
sistemde kullanilan molekiillere ise “antioksidanlar” adi verilir (Belviranl vd., 2017).
Aerobik organizmalar igerisinde antioksidan savunma sistemlerine sahip olanlar,
substrat oksidasyonu ve aerobik solunum sonucunda ROT iiretimini engellemektedir.

Aerobik organizmalarda hidroksil radikalleri (OH"), siiperoksit anyonlar1 (O2-") ve hidro-
13



jen peroksiti (H,O;) i¢eren reaktif oksijen tiirlerinin kii¢iik miktarlari, hem i¢ hemde dis
uyaricilara karsilik siirekli olarak tiretilmektedir (Tuna Kelestemur ve ark., 2011; Bali,
2014). Gliniimiizde en gii¢lii, en reaktif oksijen tiirevi olarak hidroksil radikali bilinmek-
tedir. Hidrojen peroksit; Fenton tepkimesi ve Haber-Weiss tepkimeleri ile HO radikali-

ni meydana getirmektedir (Bali, 2014).

Radikal olusumunun sinirlandirilmasi, radikal reaksiyonlarinin durdurulmasi, olusan
radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin yok edilmesinden sorumlu
molekiillere antioksidan denir. ROT iiretimi ve farkli antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengesizlik, antioksidanlarin azligindan ya da ROT un artan olusumundan
ortaya c¢ikan ve yukarida bahsedilen oksidatif stresle sonuglanir (Tuna Kelestemur ve
O0zdemir, 2011; Aydin, 2012). Canlilarda, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve reaktif
oksijen tiirlerinin sebebiyet verdigi zararlar1 6nlemek i¢in ¢esitli savunma mekanizmala-
r1 bulunmaktaadir. Canlilarda bulunan mekanizmalara genel olarak antioksidan savun-

ma sistemleri olarak tanimlanmaktadir (Aydin, 2012).

Antioksidan savunma sistemlerini genel agidan hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak iki grupta
incelenir. Hiicre i¢i enzim olan antioksidanlar; SOD, CAT ve GPX’tir. Hiicre ici
enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbat, Glutatyon, membranlara baglanabilen
Vitamin E, Vitamin A, seruloplazmin ve bilirubindir. Hiicre disindaki savunma siste-
mine baktigimizda; metallotionin gibi serbest radikal yok edicileri ve Cinko gibi eser

elementlerden meydana gelir.

Antioksidanlarin bir diger tanimu ise serbest radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in karsi-
likl1 etkilesim halinde olan i¢ ve dis kaynakli, cok ¢esitli bilesikler olarak yapilmaktadir.
Bu bilesikler arasinda gida kaynakli antioksidanlar (Vitamin C, Vitamin E, lipoik asit ve
karotenoidler v.b.), antioksidan enzimler (SOD, glutatyonperoksidaz, glutatyon rediiktaz
gibi), metal selatlayict proteinler (alblimin, seruloplasmin, ferritin, laktoferrin, gibi) ve
bitkilerde bulunan ¢esitli antioksidan besin maddeleridir. Diger anlatimla, radikal olu-
sumunun siirlandirilmasinda, radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesinde, olusan ra-
dikallerin etkisiz hale getirilmesinde ve hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasinda

sorumlu molekiillere antioksidan denir (Tuna Kelestemur ve Ozdemir 2011).
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Antioksidanlarin etki mekanizmast asagidaki gibidir:

a) Ortamdan oksijeni uzaklastirirlar ya da bolgesel olarak bulundugu yerde konsantras-

yonunu azaltirlar.
b) Aktiflestirici metal iyonlarin1 baglayarak ortamdan uzaklastirirlar.

c) Reaktif oksijen tiirlerinden olan siiperoksit veya hidrojen peroksit gibi anahtar role

sahip yapilar1 ortamdan uzaklastirirlar ya da daha zayif molekiillere ¢evirirler.

d) Organizmada serbest radikal hasarina yol acabilecek zincirleme reaksiyonlarin bas-

lamasin1 onlerler.
e) Serbest radikallerden kaynaklanan hasar1 onarici etki gosterirler (Ozcan vd., 2015).
Reaksiyom sonucu olusan serbest radikallerin ortadan kaldiriimasi:

a) Scavenging (Temizleyici) etki: ROT ne etki ederek baglama ya da ¢ok daha az reak-

tif bagka bir molekiile doniistiirme

b) Quencher (Bastirici) etki: ROT ile reaksiyona girip onlara bir proton ekleyip aktivite-

sini kaybetmesine neden olma
¢) Repair (Onarici) etki: ROT nin etkilerini onarma

d) Chain breaking (Zincir kiric1) etki: ROT ni ve ardigik reaksiyonlari baslatacak diger
maddelerle reaksiyona girip bunlar1 baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini 6nleyi-

ci etki (Tuna Kelestemur ve Ozdemir, 2011).

Normal sartlarda organizmada olusan serbest radikallerle bunlara kars1 olusan antioksi-
dan savunma sistemleri dengededir. Bu denge, serbest radikaller lehine bozuldugu za-

man oksidatif stres olusmaktadir (Karakog, 2015).

Antioksidanlar radikal olusumunun simirlandiriimasindan, radikal reaksiyonlarinin sona
erdirilmesinden, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesinden ve hasarli molekiillerin

ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekiiller olarak bilinmektedir (Eren, 2011; Bozkurt,
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2014). Bunlar siniflandirilmasi, i¢ kaynakli ve dis kaynakli antioksidanlar olarak sinif-
landirilabildigi gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar olarak da siniflandirmakta-
dir (Bozkurt, 2014). ROT’ nin olusumu ve farkli antioksidan savunma sistemleri arasin-
daki uyumsuzluk, antioksidanlarin azligindan ya da ROT’in artan olusumundan ortaya
cikan oksidatif stresle sonuglanir (Eren, 2011). Oksidatif stres ise hiicre hasarina hatta

hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Eren 2011; Karakog, 2015).
2.5.1.1. Diyetle alinan antioksidanlar

Oksidasyonu onemli diizeyde geciktiren veya engelleyen maddeler olarak tanimlanan
antioksidanlar (Karabulut ve Giilay, 2016), hayvan ve insanlarda hastaliklara direng ve
immun yeterlilik ile iligskilendirilmektedir (Bayaz, 2013; Giirbiiz, 2018). Meyve ve seb-
zelerin igeriginde bulunan ve antioksidan etkisi oldugu bilinen fenolik bilesikler, vita-
minler ve karotenoidlerin, oksidatif stresle baglantili hastaliklardan korunmada énemli
bilesikler olarak one ¢iktiklart goriilmektedir (Cakir Arican, 2013; Baladura ve Simsek,
2013; Sengiil vd., 2018). Gidalarda varolan antioksidanlarin temel tagin1 meydana geti-
ren fenolik bilesikler, rezonans hibritleri yoluyla diisiik enerjili serbest radikaller olus-
turmalarina olanak tanimaktadir (Baladura ve Simsek, 2013). Bu nedenle son donemde
ozellikle diyetle alinan gidalarin sahip oldugu antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

bilimsel alanda her gecen giin daha fazla ilgi ¢cekmektedir (Cakir Arican, 2013).

Diyetle alinan antioksidanlarin en ¢ok bilinen temsilcileri; C vitamini, tokoferoller,
karotenoitler ve flavonoitlerdir. C vitamininin disindaki antioksidanlarin her bir grubu
yapisal olarak farkli bilesiklerin bir dizisinden ibarettir. Ornegin; 600’den fazla
karotenoit oldugu bilinmektedir ve bunlarin 50 tanesi insan diyetinde vardir (Caglayan,

2013).

Bilimsel alandaki literatiirlere bakildiginda, diyetle alinan antioksidanlarin serbest radi-
kallere kars1 organizmay1 korunmada yararli oldugu ve insanlarda pek ¢ok hastaligin ve

kanserin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadiklar1 goriilmektedir (Caylak, 2011).
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2.5.1.2. Dogal antioksidanlarin yapilar:

Beslenmenin insan sagligi ve yasam siiresi lizerine etkisinin kesin bir sekilde ortaya
konulmasiyla birlikte ekonomik refahi iist diizeyde olan iilkelerde dogal antioksidanla-

rin tiiketiminin arttig1 goriilmektedir.

Dogal antioksidanlarin en énemli ve ucuz kaynaklarindan birisi bitkiler oldugu i¢in in-
sanlarin beslenme rejiminde bitkisel orijinli gidalarin tiiketilmesi tesvik edilmekte ve
giderek artmaktadir. Bitkilerde bulunan ve baslica antioksidan bilesiklerden olan fenolik
bilesikler, 6zellikle meyve ve sebzelerde bulunan flavonoidlerin gii¢lii bir antioksidan

aktiviteye sahip olduklar bilinmektedir (Ogiit, 2014; Okumus vd., 2015).

Dogal antioksidanlar1 tanimlayacak olursak; bunlar bitki ve hayvan dokularinda elde
edilebilen ya da besinin islenmesi asamasinda agiga ¢ikan bilesenlerdir. E vitamini tii-
revleri, flavonoidler, fenolik asitler, askorbik asit, karotenoidler, polifenoller ve selen-
yum 6nemli dogal antioksidanlar olarak bilinmektedir (Cakir Arican, 2013). Dogal anti-
oksidanlarin gidalarda bulunan ve kolay olarak oksitlenmeye yatkin maddeleri
oksidasyondan koruduklari gosterilmistir (Faydaoglu ve ark., 2013). Giiniimiizde besin
kimyasi ve alternatif tibbin bitkisel kaynakli ve dogal antioksidanlara olan ilgisi giderek
artmaktadir. Bunu nedeni ise BHA ve BHT gibi yapay olarak tiiketilen antioksidanlarin

kanserojen etki gosterdiklerinin diistiniilmesidir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Tokotrienollerin ve a-, B-, 8-, y- tokoferollerin ait oldugu grup olan tokoferoller biyolo-
jik aktivitesi yiiksek olan antioksidanlardir. Ozellikle o-tokoferol, vitaminler arasinda en
giiclii olanlardan ve yiyeceklerde de en fazla bulunan antioksidanlardan birisidir. Bunlar
arasinda en fazla antioksidan aktiviteye sahip olami ise y-tokoferol’diir (Bozkurt ve

Bastiirk, 2018).

Dokularda o6nemli zincir kirict antioksidanlarda birisi olan E vitamininin lipit
peroksidasyonuna kars1 antioksidan aktivite gosterdigi ve serbest radikal saldirilarindan

hiicre membranlarini korudugu bilinmektedir.
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E vitaminin temel kaynagi yag bakimindan zengin bitki ve hayvansal besinlerdir. E vi-
tamini tiirevlerinden olan tokotrienoller, palm yag1 ve piring kepeginde yiiksek miktarda
bulunmasinin yani sira, hindistan cevizi yagi, kakao yagi, soya fasiilyesi, arpa, bugday,
kirmiz1 et ve yumurtada da bulunmaktadir. Sadece tokoferol igeren besinler ise ay¢icegi,

yer fistig1, ceviz, susam ve zeytinyagi olarak siralanmaktadir (Giilesci ve Aygiil, 2016).

Flavonoidler: Bitki fenollerinin en genis smifint difenilpropan (C¢C3Cs) iskeletine sahip
flavonoidler olusturmaktadir (Cakir Arican, 2013; Ariduru, 2013). Ayrica bitkilerin
sekonder metabolitleri olan polifenolik bilesiklerdir (Ariduru, 2013).

Latince flavus (sar1) kelimesinden koken alan, bitkilerden elde edildigi ve genellikle sar1

renkli oldugu i¢in bu bilesikler “flavonoid” olarak adlandirilmistir.

Flavonoidlerin belirlenmesi amaciyla yapilan bilimsel ¢alismalarda su ana kadar bitkisel
kaynakli 4000°den fazla flavonoidizole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Bunlarin
tamaminin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve yaklasik 50 tanesinin ise besinlerde

dogal olarak bulundugu tespit edilmistir

Meyve ve sebzelere kirmizi, turuncu, sar1, mavi ve mor rengi veren flavonoidlerin ¢cogu
polifenolik bitki pigmentidir. Bunlar arasinda yesil ¢ayda bulunan epigallokatesin gallat
(EGCG) bilinen flavonoid ise yapilan ¢aligmalarda umut vaad edici antikansorejen

fenoliklerden biridir (Cakir Arican, 2013; Ozeng, 2011; Ayhan, 2015).

Fenolik asitler: Bu asitler hidroksi benzoik ve hidroksi sinnamik asitler olarak adlandi-
rilan farkl iki siniftan olusmaktadir (Ozeng, 2011; Ayhan, 2015).

Fenolik asitlerin ve esterlerinin antioksidan etki kapasiteleri, sterik engelleme ile giicle-

nen molekiildeki hidroksil gruplarinin miktarina baglidir.

Askorbik asit: Askorbik asit (C vitamini, askorbat) viicutta sentezlenemeyen ve suda
coziinebilen bir vitamindir. Cok kolay bir sekilde serbest radikal sekli olan
dehidroaskorbik aside okside olabilir ve bu nispeten kararli bir formdur. Daha ileriki
oksidasyon basamaklarinda higbir biyolojik fonksiyonu olmayan diketo gulonik aside
doniistir.
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Sekil 2.3. Askorbik asidin redoks reaksiyonu ile dehidroaskorbik aside doniismesi

(A.Yavasca, 2009)

Hem askorbik asit hem de bunun bir elektron yiikseltgenmis hali olan askorbil radikali
diisik indirgeme potansiyeline sahip oldugu icin kendisine spesifik olan radikal ve
oksidan maddelerle reaksiyona girer. Askorbil radikalinin ise eslesmemis elektronun
rezonans kararlilig1 nedeniyle indirgeme potansiyeli diisiiktliir ve kolayca askorbat ve
dehidro askorbik asite doniisiir. Bununla birlikte, vitamin C askorbil radikalinin yam
sira dehidroaskorbik asittende enzimatik veya non enzimatik yollarla kolay bir bigimde

uretilir. Bu 6zelliklerinden dolayr askorbik asit etkili bir antioksidandir. Dolayisiyla
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reaktif oksijen, reaktif azot ve reaktif klor tiirlerini kolayca ortadan kaldir ve bdylece
olas1 substratlar1 oksidatif hasara kars1 korur. Yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan
aktivitesi oldugu gosterilen askorbik asidin, diisiik konsantrasyonlarda prooksidan akti-

viteye sahip oldugu bildirilmistir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan renk pigmentlerinden biriside karotenoidlerdir.
Fotooksidasyon siire¢lerine karsi bitkilerin korunmasini saglar, A vitamini 6nciisii olan
B-karoten en 6nemli karotenoiddir (Cakir Arican, 2013; Giiles¢i ve Aygiil, 2016). Do-
gada da en yaygin olarak bulunan pigment maddeleri karotenoidlerdir (Kasnak vd.,

2014).

Singlet oksijenin (*O,) ve peroksil radikallerinin zararli etkilerinin ortadan kaldirilma-
sindaki en etkili antioksidan gruplardan birisi karotenoidlerdir. Bunlar arsinda en iyi ‘O,
tutucusu ise likopen olarak bilinen B-karotenin acik zincirli analogudur. Likopen LDL
(low density lipoprotein) ’nin oksidatif hasara ugramsini 6nleyerek ateroskleroz ve diger

kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesini de engeller (Cakir Arican, 2013).

Gilintimiize kadar bitkilerden ve ¢cogu mikro organizmalardan 600’1 askin karotenoid
izole edilmistir. Bu karotenoidlerin biiyiik bir kismi ¢icek ve meyvelerin renklerinin
yant sira bircok kus, bocek ve deniz hayvanina rengini veren gruptur (Cakir Arican,

2013).

Antioksidan/Prooksidan mekanizma

ROT ve serbest radikaller adi1 verilen toksik ara iiriinlere; 6zellikle siiperoksit radikali
(07.), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH".), hidroperoksil radikali (HO,.)
ve hipoklorit (OCI") 6rnek verilebilir. Tiim bu reaktif oksijen tiirleri organizmalara kars1
zararhidir. Canli organizmalarin hayatta kalmasi ve fonksiyonlarini1 dogru sekilde yapa-
bilmesi i¢in ROT’larin hiicrelerde hizl1 ve etkin bicimde elimine edilmesi gerekmekte-
dir. Bunun igin organizmalar ‘antioksidan koruma sistemi’ gelistirmislerdir (Colak,

2018).
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Antioksidanlar ise ROT ve serbest radikallerin tahrip edici ekisine (oksidasyon) karsi
organizmay1 koruyan maddelerdir. Organizma hem sindirim, solunum, hastalik, gibi
metabolik olaylar hem de gevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak hasara maruz kal-
maktadir. Bu maruziyet esnasinda ve sonrasinda olusan oksidan maddeler hiicre ve do-
kulara saldirarak yikima sebebiyet verirler. Organizmada ROT ve diger prooksidanlar,
diisiik molekiil agirlikli serbest radikal temizleyiciler ve antioksidan enzimler tarafindan
etkisiz hale getirilir. ROT’ ne kars1 hiicre i¢inde ve hiicre disinda enzim ve nonenzim
savunma mekanizmasi antioksidan savunma sistemi olarak adlandirilmaktadir (Aslan,

2018).

Kimyasal olarak reaktif, bir ya da daha fazla oksijen atomu i¢eren molekiillere ROT
denir. Bunlar radikalleri ve biyolojik molekiilleri yiikseltgeyebilen fakat radikal olma-
yan reaktif bilesiklerdir. Bu yiizden ROT aym1 zamanda hem oksidanlar hem de
prooksidanlar olarak da bilinmektedir (Misir, 2013).

ROT’nin prooksidan 6zelligi olmasina ragmen bunlarin ayni1 zamanda, serbest radikal
olusumunu en diisiik seviyeye indirgeme 6zelligi de olabilir (Tuna Kelestemur ve Oz-
demir, 2011). Prooksidanlar metalleri selatlayarak da antioksidan etki gosterebilir (Se-
len Isbilir, 2008).

Sigler ve arkadaslari1 (1999), oksijenin serbest radikal olusturarak yarattigi toksik etkile-
rinin ilk kez Gershman (1954) ve Harman (1956) tarafindan 6nerildigini, oksidatif stres
teriminin ise ilk kez 1978 yilinda Fridovich tarafindan ortaya atildigin1 bildirmislerdir.
Hiicre ya da organizmadaki prooksidan- ntioksidan dengesinin zarar gormesi
(prooksidana dogru kaymasi ile) olarak tanimlanmistir. Prooksidanlar, ROT olusturarak
ya da antioksidan sistemleri inhibe ederek oksidatif stresi indiikleyen kimyasallardir.
Birgok ¢evresel oksidatif stresin (hiperbarik oksijen, gama radyasyonu, yakin UV-
1s1masi, ozon, peroksitler, redoks c¢evrimi, ilaglar) hem prokaryotik hem de dkaryotik

hiicreler icin toksik sonuglar1 bulunmaktadir (Unlii Biiyiiktopcu, 2012).
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Bellevalia crassa

Erzincan ili endemik bitki ve bitki ¢esitliligi agisindan oldukga zengin bélgedir. Bu bol-
gede endemik bitki zenginliginin ana nedenleri jeolojik ve toprak yapisindaki degisken-
lik, iklim elemanlarindaki degiskenlik, kisa mesafelerdeki baki, egim ve topografyadaki
degiskenlik ve gozlem yapilan bu bolgenin iki flora bolgesinin gegisinde olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Ty

—

Sekil 2.4. Tirkiyede Bellavalia crassa’nin yetistigi bolge

Erzincan ilinde 1031 gesit bitki kayit altina alinmigtir. Bu bolgede yapilan arazi incele-
melerinde dogal olarak yasayan bitki ¢esidi 2000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.
Endemik olarak ele alindiginda 437 adet bitki oldugu kanisina variliyor. Bu 437 ende-

mik bitkinin 50 tanesi ise diinyada tek yasam alani1 Erzincan’dir.

Manolya alt sinifi (magnoliidae) familyasindan olan Bellevalia crassa (Basak Siimbii-
lii), Kuskonmazgiller (Asparagaceae) cinsi igerisinde yer almaktadir. Bellevalia’nin
(Kirs Stimbiilii) Tirkiye’de 23 tiirli vardir. Bu tiirlerin %56,5’1 endemik bitkidir.
Bellevalia crassa (Basak Siimbiilii) Erzincan’da endemik olarak bulunan bitkiler arasin-
dadir (Kandemir, 2012; Kandemir vd., 2015; Korkmaz vd., 2013).

Erzincan Ili Refahiye ilgesi’nde 1934 yilinda toplanan, bilim diinyasmin 1980 yilinda
tanidig1 tir (Wendelbo, 1984) tip ornegini takiben, Bellevalia crassa ikinci kez bizim

calismamiz dahilinde toplanmistir. Bu tiiriin tip lokalitesine Dogankoy-Uluyamag (ilig)

22



arasinda kus ucusu 68,76 km uzaklikta serpantin alanda rastlanmistir. {1k yil ciceklene-
me déneminin sonu oldugu igin Refahiye popiilasyonundan 12 adet ikinci y1l 87, ili¢
popiilasyonunda ise ve 28 birey gézlenmistir. Refahiye icin popiilasyon dagilim alani
km? de 0,14 olarak bulunmustur. Erzincan ili’ndeki benzer habitatlarda bu tiire rast-
lanmamustir. Bellevalia crassa, serpantin anakaya iizerinde organik madde bakimindan
zayif, bitki Ortiisiiniin % 10’u gegmedigi hareketli ve yamag topraklara uyum saglamis-
tir. Refahiye ilgesi’nde bulunan bitkilerin Erzincan-Sivas karayolu kenarinda olmast,
Ili¢ ilgesi’nde gdzlemlenen bitkilerin ise maden alani igerisinde olmasi bu bitkinin ya-
samini siirdiirmesi bakimindan risk olusturmaktadir. Yayilis alant 100 km? den azdr,
yayilis alaninda ve yasam alaninda diisiisler mevcuttur, popiilasyonlar ciddi derecede
parcalanmistir. Bu yiizden tiirtin [UCN kategorisinin CR [Blab (i,ii); C2a(i)] olmasinin
uygun olduguna karar verilmistir (Kandemir vd., 2015; TUBIVES, 2019).

Sekil 2.5. Bellavalia crassa bitkisi

Bellevalia crassa bitkisi 1402 m rakimli Refahiye-Imranl ilgeleri arasi, Refahiye cikist
1.km, akintili yamaclarda bulunmaktadir. Cok yillik otsu bitkisi olup, ¢igeklenme do-
nemi mayis ayidir. Bitkinin yaprak sayis1 2 adet olup, ana gbvdeden kisa, 26-35 mm
biiyiikliigiinde, ters yumurtams: sekilli, sivrilmis uglu, kenarlar diiz, gévde 6,5-12,5 cm,
¢icek durumu yarim bazal, sik ¢igekli, ¢anak yapist sari-mor renkli 5,5 mm, tiibsii, ¢igek
sap1 0,5-1 mm, kalinlasmis kapiil ve morumsu renkli yapiya sahiptir (Davis, 1965-
1985).
23



Yapilan literatiir taramasinda Bellevalia crassa’nin in vitro antioksidan etkisinin arasti-
rildig1 herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla bizim ¢aligmamiz bu

alanda ilk olacaktir ve alan literatirine katkida bulunacaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

e 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma)
e 2.4-Dinitrofenil hidrazin (DNPH) (Sigma)

e Absolu etanol (Riedel-de Haen)

e Tiyosiyanat (Riedel-de Haen)

o Asetik asit (Merck)

e Askorbik asit (Sigma)

e Bleomisin siilfat (Calbiochem)

e Bovin serum albumin (BSA) (Sigma)

e Chelex-100 resin (Sigma)

e Demir (II) kloriir (FeCly) (BDH Chemicals)
e Demir (IIT) kloriir (FeCl3) (Riedel-de Haen)
e Dietilentriaminpentaasetik asit (DETAPAC) (Sigma)
e Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) (Merck)
e Etil asetat (Merck)

e Ferrozin (Sigma)

e Guanidin-HCI (Fluka)

e H,0, (Merck)

e HCI (Merck)

e Hipoksantin (Sigma)

e Ksantin oksidaz (Sigma)

e Linoleik asit (Aldrich)

e Metanol (Merck)

o MgCl;, (Merck)

e NaOH (Merck)

e Nitroblu tetrazolyum (NBT) (Amresco)

e Polioksietilen-sorbitan monolaurat (Tween-20) (Sigma)
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3.2.

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,4) (Merck)
Potasyum ferrik siyanit [KsFe (CN)g] (Riedel-de Haen)
S1g1r timus DNA (Calbiochem)

Tiyobarbiturik asit (TBA) (Merck)

Tiyosiyonat (SCN) (Sigma)

Trikloro asetik asit (TCA) (Sigma)

Tris [hidroksimetil] aminometan (Tris) (Sigma)

Bellevalia crassa

Cihazlar ve Diger Gerecler

Calkalamali kaynar su banyosu (Memmert WB14)
Distile su cihazi (Burgwedel GFL-2004)

Etiiv (Heraeus)

Hassas terazi (Sartorius)

pHmetre (Mettler Toledo MP 220)

Pipetler (otomatik (Ependorph 1000uL, Gilson 100uL) ve cam)
Santrifiij (Hettich Eba 8S)

Spektrofotometre (Beckman DU 520)

Vorteks (IKA-RH)

Calkalamali karistirict (IKA KS 125 basic)

Mavi bant filtre (S&S)

3.3. Yontem

Bu calismada, Bellevalia crassa bitkisi 1402 m rakimli Refahiye-imranli ilgeleri arasi,

Refahiye cikis1 1. km, akintili yamaglarda ¢iceklenme donemi olan Mayis ayinda Dog.

Dr. Mustafa Korkmaz tarafindan toplanmis ve tiir tayini yapilmistir. Caligmada 4 gram

Bellevalia crassa bitkisinin 100 ml distile su icerisinde infiizyonu yapilmis ve “%4” lik

inflizyon hazirlanmis stok soliisyon hazirlanmis diger infiizyonlar bu stoktan seyreltil-

mistir. Bu inflizyonlar, asagidaki sekilde adlandirilmistir:
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*  “Kontrol”

« 1 gram/100ml (“%1”)
* 2 gram/100ml (“%2”)
* 4 gram/100ml (“%4”)

3.3.1. invitro deneyler

3.3.1.1. Toplam antioksidan aktivitenin (lipit oksidasyonu) 6l¢iilmesi

Lipit oksidasyonunun 6l¢iilmesi, Mitsuda ve arkadaslarinin (1966) tiyosiyanat me-
toduna gore asagida ifade edildigi sekilde gergeklestirildi (Lenz vd., 1989; Oztan,
2006).

Gerekli Cozeltiler:

e Fosfat tamponu (pH 7.4): 1.2 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 20
mM olarak hazirland.

e Bovin Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi: 1.2 ml’lik reaksiyon karigiminda kon-
santrasyonu 20 mg/ml olarak hazirlandi.

o FeCl; ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karigiminda konsantrasyonu 100 uM ola-
cak sekilde deney giinii yeni hazirlandi.

e H,0; ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karigiminda konsantrasyonu 2 mM olacak
sekilde deney giinii yeni hazirlandi.

e Askorbik asit ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 200
uM olacak sekilde deney giinii yeni hazirlandi.

e 20 mM DNPH c¢ozeltisi: Bu ¢ozelti 2 M HCI'de hazirlandi.

e %20'ik soguk (+4°C) TCA ¢dzeltisi

e Etanol-Etil asetat (1 : 1 (v/v)) ¢ozeltisi

e 2 M Guanidin-HCI (pH 6.5) ¢ozeltisi
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Deneyin Yapilisi:

Reaksiyon karigiminin son hacmi 1.2 ml

0.2 ml Bellevalia crassa inflizyonu
fosfat tamponu
+BSA
+FeCls
+H,0,

+askorbik asit
\ y,

Y

karigtirildi ve 37°C'de 1 saat inkubasyon uygulandi

l

+1 mIDNPH + 1 mlI TCA

\ J
Y

karistirildi ve 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi

l

Protein, 3 kere 1 ml etanol-etil asetat ile yikandi,

2 ml guanidin-HCl'de ¢oziildi.

l

Absorbans kore kars1 360 nm dalga boyunda spektofotometrede okundu.
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Hesaplama:

Protein oksidatif hasarinin antioksidan tarafindan inhibisyonu asagidaki formiille he-

saplandi.

% Inhibisyon = [(Ao-Ax)/A,]x100

A, = Kontroliin absorbansi (Kontrol, antioksidan ¢ozeltisini icermez.)

A = Ornegin varligindaki absorbans

3.3.1.2. Protein Oksidasyonun Ol¢iilmesi

Protein oksidasyonu, Lenz ve arkadaslarinin yontemine (1989) goére asagidaki gibi

Olgiildii.

Gerekli ¢cozeltiler:

Fosfat tamponu (pH 7.4): 1.2 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 20
mM olacak sekilde hazirlandi.

Bovin Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi: 1.2 ml’lik reaksiyon karisiminda kon-
santrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

FeCl; ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karigiminda konsantrasyonu 100 uMolacak
sekilde deney giinii taze hazirland1.

H,0; ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 2 mM olacak
sekilde deney giinii taze hazirland1.

Askorbik asit ¢ozeltisi: 1.2 ml'lik reaksiyon karigiminda konsantrasyonu 200 pM
olacak sekilde deney giinii taze hazirlandu.

20 mM DNPH ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti 2 M HCI'de hazirlandi.

%20'lik soguk (+4°C) TCA ¢ozeltisi

Etanol-Etil asetat (1 : 1 (v/v)) ¢ozeltisi

2 M Guanidin-HCI (pH 6.5) ¢ozeltisi
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Deneyin Yapilisi:

Reaksiyon karisiminin son hacmi 1.2 ml

0.2 ml Bellevalia crassa inflizyonu
+ fosfat tamponu
+ BSA + FeCl; + H,0O,

+ askorbik asit

Karstirildi ve 37°C'de 1 saat inkubasyona tabi tutuldu.

l

+1ml DNPH + 1 ml TCA

A 4

Karistirildi ve 3000 g’de 10 dak. santrifiij edildi.

v

Protein, 3 kere 1 ml etanol-etil asetat ile yikandi ve 2 ml guanidin-HCl'de ¢6ziil-
di.

l

Absorbans kore kars1 360 nm dalgaboyunda spektofotometrede okundu.

Hesaplama:

Protein oksidatif hasarinin antioksidan tarafindan inhibisyonu agagidaki formiille he-

saplandu.

% Inhibisyon = [(Ao-Ax)/A,]x100
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A, = Kontroliin absorbansi (Kontrol, antioksidan ¢dzeltisini icermez.)

A = Ornegin varligindaki absorbans

3.3.1.3. Oksidatif karbonhidrat hasarmin 6l¢iilmesi

Oksidatif karbonhidrat hasar1 deoksiriboz yontemine gore asagidakigibi olciildii:

Gerekli cozeltiler

Deoksiriboz ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 6 mM
olacak sekilde hazirlanda.

H,0, ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 3 mM ola-
cak sekilde deney giinii taze hazirlandu.

KH,PO4-K,HPO,4 tamponu (pH 7.4): 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda kon-
santrasyonu 20 mM olacak sekilde hazirlandi.

FeCl; ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 400 uM ola-
cak sekilde deney giinii taze hazirlandu.

EDTA ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 400 uM ola-
cak sekilde hazirlandi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 400
uM olacak sekilde deney giinii taze hazirlandi.

%1'lik TBA ¢ozeltisi: 50 mM NaOH ¢ozeltisinde hazirlandi.

%2.8'lik TCA ¢ozeltisi
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Deneyin Yapilisi:

Reaksiyon karigiminin son hacmi 3.5 ml

0.2 ml Bellevalia crassa inflizyonu
+Deoksiriboz
+KH,PO4-K;HPO,

+ FeCl;

+ EDTA
+ askorbik asit
+H,0,

=

Karistirilarak 37°C'de 1 saat inkubasyona tabi tutuldu.
Deoksiriboz degradasyonu TBA testi ile 6l¢iildii.

|

+1 ml TBA
+1ml TCA
Karistirilarak kaynar su banyosunda 90°C'de 20 dakika 1sitild.

|

Karigimlarin absorbansi 532 nm'de spektrofotometrede kore karst okundu.

(Kontrol, antioksidan ¢ozeltisini igermeyecek sekilde hazirlandr).
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Hesaplama:

Deoksiriboz oksidasyonunun arttigini reaksiyon karigiminin artan absorbansindan an-
lasilmaktadir. Absorbansin diismesi hasarin antioksidan tarafindan inhibe edilmesi ile

gergeklesir.

3.3.1.4. Bleomisin-Demir bagimh oksidatif DNA hasarimn oélciilmesi

Oksidatif DNA hasari, Aruoma ve ark. (1993), yontemine gore asagidaki gibi 6lciil-
dii:

Gerekli ¢ozeltiler:

*  Sigir timus DNA ¢6zeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 0.2
mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
* Bleomisin siilfat ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 0.05
mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
*  KH3PO4-K;HPO, tamponu (pH 7.4): 3.5 ml'lik reaksiyon karigiminda kon-
santrasyonu 20 mM olacak sekilde hazirlandi.
* FeClj; ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 25 pM olacak
sekilde deney giinii taze hazirlandi.
*  MQgCl; ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karigiminda konsantrasyonu 5 mM olacak
sekilde hazirlandi.
* Askorbik asit ¢ozeltisi: 3.5 ml'lik reaksiyon karisiminda konsantrasyonu 240
uM olacak sekilde deney giinii taze hazirlandi.
* 0.1 M EDTA ¢ozeltisi
*  %1'lik TBA ¢ozeltisi: 50 mM NaOH ¢ozeltisinde hazirlandi.
* %2.8'lik TCA c¢ozeltisi
Bleomisin siilfat ¢ozeltisi hari¢ tiim reaktifler, kontamine demiri uzaklastirmak igin
chelex ile muamele edilip kullanilmistir. Deneyde kullanilan tiim materyaller plastik

veya HCl ile yikanmis cam malzemeden secilmistir (Evans ve Hallivvell, 1994).
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Deneyin Yapilisi:

Reaksiyon kariginin son hacmi 3.5 ml

Bellevalia crassa infiizyonu
+s181r timus DNA

+bleomisin
+KH2PO4-K;HPO,
+FeCl;
+MgCl,
+askorbik asit

H_/

Karistirilmistir ve 37°C'de 1 saat inkubasyona tabi tutuldu.

DNA hasar1 TBA testi ile Ol¢iildii.

l

0.1 mlEDTA
+1 ml TBA
+1ml TCA

karistirilarak kaynar su banyosunda 90°C'de 20 dakika 1sitild1.

|

Karigimlarin absorbansi 532 nm'de spektrofotometrede kore kars1 okundu.

(Kontrol, antioksidan ¢ozeltisini igermeyecek sekilde yukaridaki gibi hazirlandi).
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Hesaplama:

Reaksiyon karigimin artan absorbansi, DNA'da artan hasar1 gostermektedir.
Absorbanslarin diismesi hasarin antioksidan tarafindan inhibe edildigini gostermekte-

dir.

3.4. in vitro Antioksidan Etki Mekanizmalarinin Belirlenmesi

3.4.1. Serbest radikal temizleme aktivitesinin dl¢iilmesi

Serbest radikal temizleme aktivitesinin 6l¢iilmesi, Yamaguchi ve ark. (1998), yontemine

gore asagidaki sekilde gerceklestirildi.
Gerekli Cozeltiler:

* 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.4)
* 500 uM DPPH cozeltisi: Bu ¢ozelti, giinliik taze olarak absolu etanolde

hazirland1 ve 1s1iktan korundu.

Deneyin Yapilisi:

0.2 ml Bellevalia crassa infiizyonu veya standart
+0.8 ml Tris-HCI
+1 ml DPPH
Y

Genisce karistirildi ve oda sicakliginda karanlikta 20 dakika bekletildi.

l

Meydana gelen rengin absorbansi kore karsi 517 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okundu.
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Yukaridakilere ilaveten Bellevalia crassa infiizyonlarinin renginden ileri gelen
absorbans degerleri, infiizyonlarin DPPH ile ortaya koyduklar1 absorbans degerlerinden
¢ikartilmalidir. Bu amagla 0.2 ml Bellevalia crassa infiizyonu + 0.8 ml Tris-HCI + 1 ml
absolu etanol karisimi ayni sekilde deneye tabi tutulup kore karsi absorbansi

spektrofotometrede okundu.
Hesaplama:

Infiizyonlarin antioksidan aktivitesine bagli ger¢ek absorbans degerleri (Ay) asagidaki

formiilde yerine konuldu.

% DPPH Inhibisyonu = [ (A, - Ay) / A, ] x 100
A, = Kontroliin absorbansi (Konrol, antioksidan ¢6zeltisini igermez.)

A= Ornegin veya standardin varligindaki absorbans
3.4.2. Siiperoksit radikalini temizleme kapasitesinin dlciilmesi

Oy ni temizleme kapasitesinin Slgiilmesi, Nishikimi ve ark. (1972), yontemine gore

asagidaki gibi gergeklestirildi.
Gerekli ¢ozeltiler:

* 3 mM Hipoksantin ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti, 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.4) hazir-
landu.

* 100 ml/U Ksantin oksidaz ¢ozeltisi: Bu ¢6zelti, 0.1M fosfat tamponunda (pH 7.4)
hazirland.

* 12 mM Dietilen triamin penta asetik asit (DETAPAC) ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti, 0.1
M fosfat tamponunda (pH 7.4) hazirland1.

* 178 mM NBT ¢o6zeltisi: Bu ¢ozelti, 0.1M fosfat tamponunda (pH 7.4) hazir-

land1.
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Deneyin Yapilisi:
+1 ml hipoksantin
+1 ml ksantin oksidaz
+1 ml DETAPAC
+1 mI NBT

+1ml Bellevalia crassa infiizyonu

- _/
e

Karigtirilir ve bu karigimlarin absorbans degerleri 560 nm'de

0. dakikada ve 60. dakikada spektrofotometrede kore kars: okundu.
Hesaplama:
Orneklerin gercek absorbans degerleri icin;

“60. dakikadaki degerler - 0. dakikadaki degerler” ¢ikartilarak diizetmeler yapildi.

Asagidaki formiille O, ~ ni temizleme kapasitesi hesaplandi.
% O, ni temizleme kapasitesi = 100 - (A / Ag) x 100
A, = Ornegin varligindaki absorbans

A, = Kontroliin absorbans1 (Konrol, antioksidan ¢6zeltisini igermez).
3.4.3. Indirgeyici giiciin 6l¢iilmesi

Indirgeyici giig, Oyaizu yontemine (1986) gore asagidaki gibi 6lciildii:
Gerekli ¢ozeltiler:

* 0.2 M Fosfat tamponu (pH 6.6)
*  %1'lik Potasyum ferrik siyanit [KsFe(CN)g] ¢ozeltisi
* %I10'TukTCA ¢ozeltisi
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*  %0.1'lik FeClj3 ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti, deney giinii taze hazirlandi.
Deneyin Yapilisi:

1 ml Bellevalia crassa infiizyonu veya
+2.5 ml Fosfat tamponu

+2.5 ml [KgFE(CN)e]
\

v

50°C'de 20 dakika bekletildi.

l

+2.5ml TCA

H_/

3000 rpm'de 10 dak. santrifiij edildi.

Ust faz ile ¢alisildi.

|

+2.5 ml st faz

+2.5 ml distile su
+0.5 ml FeCl;
\

\

Karigimlarin absorbanslari kore kars1 700 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okundu.

(Kontrol, antioksidan ¢dzeltisini icermeyecek sekilde yukaridaki gibi hazirlandi).
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Hesaplama:

Reaksiyon karigimin artan absorbansi, artan indirgeyici giicii gostermektedir.
3.4.4. Hidrojen peroksit temizleme yeteneginin ol¢iilmesi

H,0,'e temizleme yetenegi, Ruch ve ark. (2001) yontemine gore asagidaki gibi ol¢iil-
dii:

Gerekli ¢cozeltiler:

* 4 mM H,0; ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti, PBS'de (phosphate buffered saline (pH 7.4) ha-

zirlandi.
Deneyin Yapilisi:
4 ml Bellevalia crassa inflizyonu

+0.6 ml H,0,

H(_/

10 dakika oda sicakliginda bekletilir.

|

Karigimlarin absorbansi 230 nm'de spektrofotometrede kore kars1 okundu.

Yukaridakilere ilaveten Bellevalia crassa orneklerinin renginden ileri gelen
absorbans degerleri, infiizyonlarin H,0; ile ortaya koyduklar1 absorbans degerlerinden
¢ikartilmalidir. Bu amagcla, 4 ml Bellevalia crassa infiizyonu + 0.6 ml PBS karisimla-
rmin ayni sekilde deneye tabi tutulup absorbanslari kore karsi spektrofotometrede

okundu. H,0, ¢o6zeltisi kontrol olarak kullanildi.
Hesaplama:
H20, konsatrasyonu hesaplamak i¢in ekstinksiyon katsayist
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81 Micm™ (Beers ve Sizer, 1952) kullanild1 ve sonuglar mM H,0, olarak ifade edildi.

H,0,'in azalan konsantrasyonu artan temizleme yetenegini gostermektedir.
3.4.5. Metal iyonlarim selatlama aktivitesinin o6l¢iilmesi

Metal iyonlarmi selatlama aktivitesinin 6l¢iilmesi, Decker ve Welch'in (1990) yontemi-

ne gore asagidaki gibi gergeklestirildi:
Gerekli Cozeltiler:

* 2 mM FeCl; ¢ozeltisi

* 5 mM Ferrozin ¢ozeltisi

Deneyin Yapilisi:

1 ml Bellevalia crassa infiizyonu
+0.1 ml FeCl,

+0.2 ml ferrozin

\

Karistirilir ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

Karisimlarin absorbansi kore kars1 562 nm dalgaboyunda

spektrofotometrede okundu.
(Kontrol, antioksidan ¢ozeltisini icermeyecek sekilde yukaridaki gibi hazirlandi).

Hesaplama: Reaksiyon karisimindaki azalan absorbans, artan Fe?* selatlayic aktivi-

teyi gostermektedir.
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3.5. Toplam Fenol Iceriginin Olciilmesi

Toplam fenollerin ekstraksiyonu, Vinson ve ark. (1995) yontemine gore asagidaki gibi
gergeklestirildi (Apaydin, 2008). Toplam fenol igerigi, Folin-Ciocalteu yontemine
(Singleton ve Rossi, 1965; Aydin, 2012) gore asagidaki sekilde dl¢iildii:

Gerekli Cozeltiler:

* 6 M HCI ¢ozeltisi

*  9%75'lik Metanol ¢ozeltisi

*  %]I'lik Folin ¢ozeltisi: Hazir 2 N Folin-Ciocalteu fenol ¢ozeltisi kullanildi
ve deney esnasinda 1: 9 (v/v) oraninda distile su ile karistirildu.

* Standart katesin hidrat ¢ozeltisi: 1 mM'lik katesin hidrat ¢ozeltisi, 0.01M
HCI'de hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden galisma standart ¢ozeltileri seyreltildi.
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Deneyin Yapilisi:

1.5 ml Bellevalia crassa infiizyonu
+1 ml HCI

+5 ml metanol

%{_/

Agz1 kapakli bir tiipe konuldu ve 90°C'lik ¢alkalamali su banyosunda 15
dak. aralikla calkalanarak 2 saat bekletildi. Tiipler sonra oda sicakliginda sogutuldu.

Balon jojede hacim 10 ml'ye distile su ile tamamlandi ve mavi bant fitreden siiziildii.

|

Bu siiziintiiden gerekli miktar alinip Folin-Ciocalteu deneyine tabi tutuldu.

|

Bu siiziintiiden gerekli miktar alinip Folin-Ciocalteu deneyine tabi tutuldu.

|

Ornek veya standart ¢alisma ¢dzeltilerinin {izerine son hacim 1 ml olacak sekilde

Folin ¢ozeltisi konuldu.

Tiipler karistirilir, oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

|

Karisimlarin absorbanslar1 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi

okundu.
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Hesaplama:

Toplam fenol igerigi, standart egri grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar mg/l

katesin esdegeri olarak ifade edildi.
3.6. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmeleri "SPSS 22.0 for Windows"
programi kullanilarak yapildi. Kontrol ve Bellevalia crassa infiizyonlari arasindaki ista-
tistiksel karsilagtirilmalarda tekyonlii varyans analizi (One Way ANOVA)-Scheffe testi
kullanildi. Tiim testlerde p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. in vitro Deneyler

4.1.1. Lipit oksidasyonu

Lipit oksidasyonunda % inhibisyon degerleri, basta artan Bellevalia crassa konsantras-
yonuyla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir sekilde lineer artis gdstermis (Tablo 4.1)

ve “%4” liik konsantrasyondan itibaren de anlaml diisiisler gostermistir.

4.1.2. Protein oksidasyonu

Artan Bellevalia crassa konsantrasyonuyla birlikte % inhibisyon degerleri de anlamli

bir sekilde artmis, “%4” liikk konsantrasyondan itibaren platoya ulasmistir (Tablo 4.1).

4.1.3. Oksidatif karbonhidrat hasari

“%1” lik konsantrasyondan itibaren absorbans degerlerinin anlamli sekilde kontrolden
diisiik oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1) ve “%4” lik konsantrasyonda ise absorbans dege-

rinin yiikselme egiliminde oldugu goriilmiistiir.

4.1.4. Bleomisin-Demir bagimh oksidatif DNA hasari

Tiim konsantrasyonlarin absorbans degerlerinde kontrole gére anlamli diistisler goriil-
miistlir. “%?2” lik konsantrasyonda en diisiik absorbans elde edildikten sonra “%4” liik
konsantrasyonda ise absorbans degerinin “%1” ve “%2” lik konsantrasyonlara gore an-

laml1 artig gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Bellevalia crassa Konsantrasyonlarinin in vitro Antioksidan Aktivitesi

Kontrol %1 %02 %4

Lipit
Oksidasyonu
(% 0,00 55,00+ 0,02a 86,20+ 0,06b 69,50 £ 0,08¢c
inhibisyon)

Protein
Oksidasyonu
(% 0,00 68,30 +£0,30a 79,06 £0,01b 79,09 + 0,04b
inhibisyon)

Karbonhidrat

Hasanr (As3;) 0,304 +
0,271 £0,002b 0,123 +£0,003¢c 0,198 +0,005d

0,001a
DNA hasan
(As32) 0,335+
0,144 £0,001b 0,081 £0,003¢c 0,220 +0,001d
0,003a

Degerler aritmetik ortalama + olarak ifade edilmistir ( n=3)

Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel farki gdstermektedir ( p<0.05).
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4.2. Antioksidan Etki Mekanizmalari
4.2.1. Indirgeyici gii¢

Indirgeyici gii¢ artan Bellevalia crassa konsantrasyonuyla birlikte istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde lineer artis gostermistir. “%4” liikk konsantrasyonda ise platoya ulas-

mustir (Tablo 4.2).
4.2.2. Hidrojen peroksit temizleme aktivitesi

Bellevalia crassa konsantrasyonu arttikga H,O, konsantrayonu istatistiksel olarak an-
lamli bir sekilde azalmistir ancak “%4” liikk konsantrasyonda ise tekrar yiikselme egili-

mine girmistir (Tablo 4.2).
4.2.3. Metal iyonlarim selatlama aktivitesi

Konsantrasyon arttik¢a absorbans degerleri kontrole gore anlamli sekilde diigsmiis (Tab-

l0 4.2).
4.2 .4. Serbest radikal temizleme aktivitesi

% DPPH inhibisyon degerleri, artan Bellevalia crassa konsantrasyonuyla birlikte “%2”
likk konsantrasyona kadar lineer artmis (Tablo 4.2), “%2” likk konsantrasyonda en yiik-

sek aktiviteyi takiben “%4” liikk konsantrasyonda anlamli diistis géstermistir.

4.2.5. Siiperoksit radikalini temizleme kapasitesi

Artan Bellevalia crassa konsantrasyonuyla birlikte % deger de istatistiksel olarak an-
laml1 bir sekilde lineer artis gostermistir (Tablo 4.2). “%4” liikk konsantrasyonda ise tek-

rar diisme egilimine girmistir.
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Tablo 4.2. Bellevalia crassa Konsantrasyonunun Antioksidan Etki Mekanizmasina Te-

siri
Parametreler Kontrol %1 %02 %04
Indirgeyici Giig 0,008 + 0110 0178 + 0,177 +
(A700) 0,0004a 0,0014b 0,0021c 0,0022d
H,0, Temizleme
Aktivitesi 3,746 + 0,221 + 0,123 + 0,176 +
(MM H,0,) 0,1002a 0,0018b 0,0012c 0,0010d
Metal Selatlama
o 0,383 + 0,209 + 0,118 + 0,117 +
Aktivitesi
0,0010a 0,0008b 0,0012c 0,0012d
(As62)
Serbest Radikal
Temizleme Aktivi-
) 65,021 + 89,895 + 72,055 +
tesi 0,00
0,120a 0,112b 0,109c
(% DPPH
inhibisyonu)
O, temizleme ka-
pasitesi (%) 0.00 51,000 + 70, 896+ 65,422 +
’ 0,125a 0,265b 0,335¢

Degerler Aritmetik Ortalama + Standart sapma olarak ifade edilmistir (n =3 ).

Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel farkliligr (p < 0,05) gostermektedir.
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4.3. Toplam Fenol icerigi
4.3.1. Bellevalia crassa konsantrasyonunun etkisi

Bellevalia crassa konsantrasyonu arttik¢a toplam fenol igerigi de istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde lineer artis géstermistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Bellevalia crassa Konsantrasyonlarinin Toplam Fenol igerigi

Parametreler % 1 %02 %4

Toplam fenol icerigi

(mg/1 katesin esdegeri) 225,0 £5,90a 435,8 £8,65b 786 +£10,65¢
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Bellevalia crassa, in vitro lipit oksidasyonuna karsi da inhibe edici etki
gdstermistir (Tablo 4.1). Ote yandan in vitro lipit oksidasyonu deneyinde “%2” lik kon-
santrasyonda en fazla diislisii gosterdikten sonra “%4” liikk konsantrasyondan itibaren
konsantrasyona bagli olarak inhibisyonun anlamli diismesi (Tablo 4.2), Bellevalia
crassa’nin bu konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin azalmasina neden olan bir
aktivite altinda oldugunu diistindiirmektedir. Bu olgu Bellevalia crassa’nin prooksidan
etki gosterebilecegini de diisiindiirebilir. Literatiirde Bellevalia crassa’nin in vivo veya
in vitro lipit peroksidasyonuna etkisini arastiran bir ¢aligmaya rastlanmamstir. Ote yan-
dan yapilan ¢aligmalarda antioksidan etkisi oldugu bilinen bitkilerin ve bu bitkilerdeki
polifenollerin yiiksek dozlarda DNA, proteinler lipler ve insan periferal kan lenfositle-
rindeki sitotoksik ve genotoksik potansiyellerinden 6tiirii (Karadali vd., 2014; Kogyigit
ve Selek, 2016) prooksidan aktivite de gosterebilecekleri bildirilmistir.

Protein oksidasyonu ile ilgili yapilan in vitro deneyde, “%1” ve “%2” ‘lik konsantras-
yonlarda (Tablo 4.1) antioksidan aktivetinin artig1 gézlenmektedir. “%2” ve “%4” lik
konsantrasyonlarda en yliksek inhibisyon aktivitesine ulastigi belirlenmistir. Literatiir
taramasinda Bellevalia crassa’nin in vivo ve in vitro protein oksidasyonuna olan etkisi-
nin arastirildig bir calismaya rastlanmamistir. Ancak detayli olarak literatiir calismasi
yapildiginda; farkli ¢alismalarda antioksidan etkiye sahip bitki ektrelerinin ve antioksi-
dan maddelerin hem in vivo hem de in vitro olarak protein oksidasyonunu azaltic1 yonde
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Zhana and Tsao, 2016; Estevez vd., 2006 ). Bu sonuclar
calismamizda kullandigimiz endemik bitki olan Bellevalia crassa’nin giiglii bir
oksidasyon onleyici etkisi oldugu tezini destekler niteliktedir. Ote yandan bitkilerde
bulunan bazi flavonoidlerin ise proteinler, esansiyel amino asitler, karbonhidratlar ve

sindirim enzimleriyle kompleks olusturarak gidalarin besin degerlerini bozduklar1 da

bildirilmektedir (Jakobek, 2015; Pena vd., 2009; Al-Snafi, 2015).

Bellevalia crassa’nin karbonhidrat hasari iizerine antioksidan potansiyelini inceledigi-
mizde (Tablo 4.1), “%1” ve “%2” lik konsantrasyonlarda absorbanslarin kontrole gore

diismesi, Bellevalia crassa’nin antioksidan etkisini gostermektedir. Bununla birlikte
49



“%4” liik Bellevalia crassa konsantrasyonu ile “%1” ve “%2” lik konsantrasyonlar ara-
sindaki absorbans degerlerinin anlamli olarak farkli olmasi, 6zellikle “%2” lik konsant-
rasyonda en yiiksek etki goriildiikten sonra “%4” liikk konsantrasyonda antioksidan akti-
vitede azalmanin basglamasi, artan konsantrasyona bagl olarak Bellevalia crassa nin
karbonhidrat hasarini engelleyici etkisinin azaldigini, inhibe edici etkinin azalmaya basla-
digin1 diistindiirmektedir. Ayrica bu sonuglar in vitro olarak en iyi aktivitenin “%2” lik
konsantrasyonda oldugunu isaret etmektedir. Literatiirde Bellevalia crassa’nin karbon-
hidrat hasarina olan etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat karbonhidrat
hasar1 ile ilgili polifenol ve baz1 sekerlerle yapilan c¢aligmalarda bitkilerdeki
polifenollerin ve disakkarit sekerlerin karbonhidrat hasarini 6nleyici yonde aktiviteleri-

nin oldugu bildirilmistir (Morelli vd., 2003; Zhu, 2015; Jakobek, 2015).

Bellevalia crassa’nin DNA hasari ilizerine antiksidan potansiyelini inceledigimizde
(Tablo 4.1), Bellevalia crassa konsantrasyonlarinin tamaminda kontrole gore anlamli
diisiisler goriilmiistiir. Ote yandan “%1” lik konsantrasyondan baslayarak kontrole gore
diisen absorbans “%2” lik konsantrasyonda en fazla diisiisli gosterdikten sonra “%4” liik
konsantrasyondan itibaren konsantrasyonun anlamli olarak atmis olmasi, Bellevalia
crassa’nin artan konsantrasyona bagli olarak, DNA hasari tizerindeki inhibe edici etki-
sinin azaldigin1 gostermektedir. Literatiirde Bellevalia crassa’nin DNA hasarina olan
etkisini arastiran bir calismaya rastlanmamustir. Ote yandan antioksidan aktivite goste-
ren farkli bitki ve maddelerle yapilan ¢aligmalarda bizim ¢alismamiza benzer sonuglar
elde edilmistir (Kosanic vd., 2016; Nisansala vd., 2018; Verma vd., 2015; Nimse ve Pal,
2015; Rahman vd., 2018; Sevgi vd., 2015; Shameem vd., 2015; Kwon vd., 2017;
Almedia vd., 2015). Bu ¢alismalardan elde edilen verilerin bizim ¢alismamizla benzer-
lik gostermesi, endemik bir bitki olan ve DNA hasarina etkisinin daha 6nce calisilma-
mis olan Bellevalia crassa’nin insan sagligina faydalari agisindan da degerlendirilebile-

cegini diistindiirmektedir.

Bitkilerin ¢ogunda fenolik bilesikler ile antioksidan aktivite arasinda giiclii bir iliski
bulundugu bildirilmistir (Shao vd., 2018; Jiao vd., 2018; Koley vd., 2016; Stafussa vd.,
2018). Bizim ¢aligmamizda toplam fenol igerigi, Bellevalia crassa’nin biitiin konsant-

rasyonlarinda dogrusal bir artis gosterirken (Tablo 4.3), antioksidan aktivite yukarida
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sOzii edildigi gibi toplam fenol icerigine paralellik gostermemistir (Tablo 4.1 ve Tablo
4.2). Ustelik baz1 parametrelerde yiikselen konsantrasyon ile antioksidan aktvite azal-
mustir. Bu sonuglar antioksidan aktivitedeki degisimlerin sadece Bellevalia crassa
polifenollerine baglanamayacagi ve toplam fenol icerigi ile antioksidan aktivite arasinda
belirgin bir korelasyon olmakla beraber bitkideki diger maddelerinde birbiri ile etkile-
sim i¢inde oldugunu gostermektedir. Nitekim ¢esitli bitki ekstraktlarinin igerdigi fenolik
bilesiklerle yapilan calismalarda da bizim elde ettigimiz bulgular destekler nitelikte
sonuglar elde edilmistir (Skravanko vd., 2015; Baldim vd., 2017; Castafieda-Arriaga
vd., 2018; Santos vd., 2018).

Bellevalia crassa’nin konsantrasyon artisina bagli olarak indirgeyici giligte de artis go-
riilmesi (Tablo 4.2), Bellevalia crassa’nin in vitro olarak potansiyel bir antioksidan etki
mekanizmasina sahip oldugunu gostermektedir. Ote yandan “%1” lik ve “%2” lik kon-
santrasyonda en fazla diislisii gosterdikten sonra “%4” liikk konsantrasyondan itibaren
aktivitenin platoya ulasmis olmasi, Bellevalia crassa’nin “%2” lik konsantrasyonda
maksimum etkiyi gosterdigi ve bu dozun en uygun doz olduguna isaret etmektedir. Lite-
ratiir taramasinda Bellevalia crassa’nin in vitro indirgeyici giicii ile ilgili bir calismaya
rastlanmamustir. Ancak, biyoaktif bilesenlerin indirgeyici giigleri ile antioksidan aktivi-
teleri arasinda dogrudan pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Turan vd., 2016;

Demir vd., 2018; Arituluk vd., 2016; Aksu, 2018; Turan vd., 2017).

"Kontrol” grubuna gore “%]1” ve “%2” konsantrasyonlarda Bellevalia crassa’nin artan
konsantrasyonla beraber H,0, konsantrasyonunda diisiis goriilmesi (Tablo 4.2),
Bellevalia crassa’nin H,0;’i temizledigini gostermektedir. Ote yandan bu aktivitenin
“%2” lik konsantrasyonda en yiiksek temizleme aktivitesine ulasmasinin ardindan “%4”
liik konsantrasyonda temizleme aktivitesinde dramatik bir diisiis oldugu goriilmiistiir.
Bu bulgular (Tablo 4.2) Bellevalia crassa’nin konsantrasyona bagl olarak antioksidan
aktivitesininin degisebilecegini gostermektedir. Yapilan literatiir taramasinda Bellevalia
crassa’nin in vitro H,O;’i temizleme aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlan-
mamistir. Ancak yapilan diger calismalarda bitkilerdeki fenolik bilesik diger maddelerin
H,0; temizleme aktivitesi oldugu goriilmektedir (Atoloni vd., 2018; Yilmaz vd., 2018;
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Apaydin, 2018; Albayrak ve Kaya, 2019). Dolayisiyla ¢alismamizda ilk olarak elde edi-

len sonuglar alan literatiiriine katki saglayacak niteliktedir.

Calismamizda Bellevalia crassa’nin metal iyonlarini selatlama (Baglama) aktivitesine
incelendiginde, “Kontrol” grubuna gore tiim konsantrasyonlarda Bellevalia crassa’nin
artan konsantrasyonla beraber artan bir metal baglama aktivitesinin oldugu goriilmekte-
dir. Ote yandan bu aktivitenin “%2” lik konsantrasyonda en yiiksek selatlama aktivitesi-
ne ulagmasinin ardindan “%4” liikk konsantrasyonda selatlama aktivitesinin platoya ulas-
t1g1 gorillmiistiir. Bu bulgular Bellevalia crassa’nin antioksidan etkisinin metal iyonlari-
n1 selatlama aktivitesi vasitasiyla da gerceklesmis oldugunu gostermekte ve bu calisma-
daki antioksidan aktivitenin (Tablo 4.2) 6nemli mekanizmalarindan birinin de metal
selatlama aktivitesi oldugu goriilmektedir. Alan literatiiriine bakildiginda, Bellevalia
crassa’nin in vitro metal iyonlarini selatlama aktivitesi ile ilgili bir ¢alismaya rastlan-
mamistir. Ancak yapilan antioksidan aktivite calismalarinda Vitamin C ve melatoninin
oksidasyon ve rediiksiiyon reaksiyonlar1 esnasinda hem konsantrasyon artigina bagl
olarak, hem de maruz kalma siiresi arttik¢ca antioksidan aktivitesi bilinen vitamin C’nin
askorbil radikaline, melatoninin ise hiicre 6liimiine neden olarak prooksidan aktivite

gosterdikleri bildirilmistir (Zhang ve Omage, 2001; Karimisakhyidi, 2018).

Calismamizda Bellevalia crassa’nin, diger bir in vitro antioksidan etki mekanizmalarin-
dan olan serbest radikal temizleme aktivitesine bakildiginda, “%1” lik konsantrasyon-
dan itibaren “%2” lik konsantrasyona kadar, konsantrasyon artigiyla beraber serbest
radikal temizleme aktivitesinde dogrusal bir artis goriilmiistiir. Ote yandan “%2” lik
konsantrasyonda en yiiksek aktiviteye ulasildiktan sonra, “%4” likk Bellevalia crassa
konsantrasyonunda dogrusal artistaki bozulmanin Bellevalia crassa’nin hidrojen verme
kapasitesindeki azalmasini ve buna bagli olarak serbest radikal temizleme aktivitesinde-
ki distisii gostermektedir (Tablo 4.2). Literatiirde Bellevalia crassa’nin serbest radikal
temizleme aktivitesini arastiran herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Ote yandan,
Maria Llana-Ruiz-Cabello ve arkadaslarinin yaptigi1 ¢alismada; Karvakrol, timol ve bun-
larin karisimlarinin oksidatif sters baskilanmasi diisiik dozlarda artarken yiiksek dozlar-
da bu durum prooksidan aktivite lehine degismistir. Ancak bu maddelerin DPPH radika-

line kars1 inhibe edici etkisini inceldiklerinde her iki maddenin de konsantraysyon art-
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tikca DPPH temizleme kapasitesinin arttig1 gosterilmistir. Bu bulgular bizim ¢alismami-
zin oturdugu temelleri ve sonuglarimizi destekler niteliktedir (Lawrance vd, 2016;
Rubalya Volantina ve Neelamegam, 2015; Talla vd., 2017; Ruiz Cabello vd., 2015).
Calismamizda artan Bellevalia crassa konsantrasyonuyla birlikte O, ™ (siiperoksit anyon
radikali) temizleme kapasitesinde “Kontrol” grubu ile karsilastirdigimizda “%2” lik
konsantrasyonuna kadar lineer artis goriilmiis, “%4” liik konsantrasyonda ise temizleme
kapasitesi “%1” lik konsantrasyona gore daha iyi olmasina ragmen temizleme etkisi
diisme yoniinde egilim gostermistir (Tablo 4.2). Bu bulgular in vitro deneylerde goriilen
antioksidan potansiyelin olusmasini saglayan etki mekanizmalarindan birinin de O;"
temizleme kapasitesi olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde Bellevalia crassa’nin
siiperoksit anyon radikali temizleme kapasitesinde arastiran herhangi bir ¢calismaya rast-
lanmamistir. Nitekim bitkilerle yapilan diger calismalarda da konsantrasyona bagli ola-
rak bitkilerin O, "ni temizledigi bildirilmistir (Hashin1 vd., 2018; Pimar vd., 2015; Han
vd., 2017; Muhammed vd., 2019).

Sonug olarak elde edilen veriler degerlendirildiginde; Bellevalia crassa’nin konsantras-
yona bagli olarak gii¢lii bir antioksidan aktivite gosterirdigi (Tablo 4.1), ancak konsant-
rasyon artigiyla beraber antioksidan aktivitede azalmalarin goriildiigii hatta bu azalma-
nin protein oksidasyonunun inhibisyonu hari¢, diger parametrelerde azalma yoniinde
gelistigi goriilmiistiir. Bu veriler antioksidan etkisi calisilan maddelerde doz ayarlama-
nin onemini bir kez daha ortaya koymaktadir Ayrica yapilan mekanizma deneyleri so-
nucunda Bellevalia crassa’nin ayni konsantrasyonda bir antioksidan etki mekanizmasi
tizerinde antioksidan etki gostermesine ragmen diger mekanizmada antioksidan aktivi-
tede azalma egilimi gostermesi (Tablo 4.2), Bellevalia crassa’nin da optimum dozda
calisilmasi diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun mekanizmasinda ise serbest radikal
temizleme aktivitesi, O, " temizleme kapasitesi ve H,O, temizleme yetenegi oldugundan
bu mekanizmalarin, farkli dozlarda da ¢alisilmasi gerektigini gostermektedir, diger pa-
rametrelerden metal selatlama aktivitesi ve indirgeyici giiciin de Bellevalia crassa’nin

antioksidan potansiyelinin sebepleri oldugu sonucuna varildi.
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Bizim calismamiz gelecekte, bu bitki ile yapilacak muhtemel antioksidan aktivite,
sekonder metabolit, kimyasal icerik anal veya tibbi ve aromatik bitki 1slah1 agisindan

literatiire katki saglayacaktir.
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