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OZET

TUNCELI SARIMSAGININ (Allium tuncelianum) ANTIOKSIDAN AKTiVIiTESI
OKSIDATIF DNA HASARI VE PROTEIN OKSIDASYONUNUN
ONLEYICi ETKISININ ARASTIRILMASI

GUN, Mehmet Selim
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Halit DEMIR
Subat 2018, 75 sayfa
Bu c¢alismada Diyarbakir da ve Tunceli-Ovacikta yetisen ayrica Dicle
Universitesinde Tarla Bitkileri bolumiinde kultir olarak yetistirilen Tunceli Sarimsag
(Allium tuncelianum) etanol ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve oksidatif DNA hasar1
ile protein oksidasyonu onleyici etkisi incelendi.

Calismada Allium tuncelianum etanol ekstraktinin toplam fenolik ve flavanoid
bilesen miktarlar1 saptandi. Standart fenolik olarak gallik asit ve standart flavonoid
olarak quercetin kullanildi. Etanol ekstraktinin 0.5 mg/ml’nin igerdigi toplam fenolik
bilesen miktar1 16.70 = 1.21 ng gallik aside es deger ve toplam flavonoid bilesen
miktar1 6.73 £ 0.11 pg quercetine es deger olarak bulundu. Allium tuncelianum etanol
ekstraktinin  FeCl,-H,O, sisteminde lipit peroksidasyonunu onleme aktivitesininen
yiiksek ve en diisiik degeri % 69.6 + 0.2 - 57.6 + 0.3 olarak 6l¢uldu. Allium tuncelianum
etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme aktivitesi 2000 pg/ml konsantrasyonda

%89.7 =+ 0.3 olarak bulunurken Allium tuncelianum etanol ekstraktinin

H202/Fe3+/Ask0rbik asit sistemi ile Bovin Serum Albumin (BSA) proteininde meydana
getirilen oksidatif hasari, 50-1000 pg /ml konsantrasyon araliklarinda en diisiikk ve en
yiiksek degerler % 61.88 + 2.50 — 76.23 + 3.14 olarak bulundu. Ayrica ekstraktin,

50-1000 pg/ml konsantrasyon araliklarinda prooksidan oalrak davrandigi goriilmiistiir.
Allium tuncelianum etanol ekstraktinin iyi bir antioksidan oldugu, ayrica DNA

hasarinda prooksidan aktivitesinin ¢ok iyi oldugu tez ¢alismalar1 sonucunda goriildii.

Anahtar kelimeler: Allium tuncelianum, Antioksidan aktivite, Lipit
peroksidasyonu, Oksidatif DNA hasari, Protein oksidasyonu,

Prooksidan etki, Serbest radikaller.






ABSTRACT

STUDY OF ANTIOXIDANT ACTIVITY, OXIDATIVE DNA DAMAGE AND
PROTEIN OXIDATION INHIBITION EFFECT OF TUNCELI GARLIC

(Allium tuncelianum)

GUN, Mehmet Selim
Ph. D Thesis, Chemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Halit DEMIR
February 2018, 75 pages
In this study, antioxidant activity and oxidative DNA damage and protein oxidation
inhibition effect of the ethanol extract of cultivated garlic Allium tuncelianum were
investigated that is grown Ovacik district of Tunceli province.

In this study the total amount of phenolic and flavanoid components of the
ethanol extract of Allium tuncelianum was investigated. Gallic acid was used as the
standard phenolic and quercetin was used as the standard flavonoid. It was found that
the total phenolic component content of the ethanol extract at 0.5 mg / ml was
equivalent to 16.70 + 1.21 pg gallic acid and the total flavonoid component content was
equivalent to 6.73% 0.11 pg quercetin. A. tuncelianum ethanol extract was found to have
the activity of inhibiting lipid peroxidation in the FeCl>-H20. system. While the
extinguishing activity of the DPPH radical of the ethanol extract of garlic was found to
be % 89.7 £ 0.3 at 2000 pg/ml concentration, The oxidative damage induced by Allium
tuncelianum ethanol extract in the H.O, / Fe®* / ascorbic acid system and Bovine Serum
Albumin (BSA) protein was found to be between % 61.88 + 2.50 - 76.23 £ 3.14 in the
concentration range of 50-1000 pg / ml. It was seen as a result of thesis studies that the
ethanol extract of Allium tuncelianum garlic is a good antioxidant and the activity of

protein oxidation and DNA damage inhibition are very good.
Keywords: A. tuncelianum, Antioxidant Activity, Free Radicals, Lipid

Peroxidation, Oxidative DNA Damage, Protein Oxidation,

Prooksidan activity.
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1. GIRIS

Dogal bir antioksidan kaynagi olan bitkiler (izerine son donemde antioksidan
ozeliklerinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalar hizla artmaktadir. Ozellikle halk arasinda
tibbi amagh kullanilan bitkiler ile gida sektoriinde kullanilan bazi bitkiler antioksidan
calismalarin odak noktasini teskil etmektedir. Ulkemizdeki endemik bitki tiirlerinin
bazilar1 Tunceli yoresinde yetismekte olup en énemlilerinden biri de Tunceli sarimsagi
(Allium tuncelianum)’dir. Sarimsak (Allium sativum L.), antik zamanlardan beri
yetistirilmis olup, atalarinin bir¢ok tlirli One siiriilmiistiir ancak heniiz tiirinln tUm
Ozelikleri tanimlanamamstir (Fritsch ve ark., 2000) Tikiyenin dogu bolgesinde yetisen
sarimsak Allium tuncelianumun Tiirkiye'deki sarimsagin vahsi atasi olabilir. Ug tiir bitki
olan A. sativum, A. longicuspis ve A. tuncelianum, koku, cicek kokiinln anthesis dncesi
sarilmasi, solgun renkli, kiiciik, zararli, olduk¢a dar perianth segmentleri ve zararsiz
filamentler gibi bazi ortak 6zelliklerini paylasir (Mathew, 1996; Etoh ve Simon, 2002).
Tunceli sarimsag1 beyaz ve mor ¢icekli tek yapragi olan kremali-beyaz soganlar1 olan
bir bitkidir. Tiirkiye ‘nin dogusunda  6zellikle Tunceli ve cevresindeki Munzur
daglarinda endemiktir (Bakir, 2005; Yanmaz ve ark., 2010). Tunceli sarimsagi, yayilim
icin kullanilabilecek bereketli siyah tohumlart tagir (Arslan, 2013). Ampuller, aseptik
olarak propagiil olarak iiretilirler (diger bir deyisle, ana ampuliin ana govdesine baglh
vejetatif olarak tretilen toplar); Bununla birlikte, onlarin ¢ogalmasi ve yayilmasi
nispeten yavastir. Tohum yoluyla ¢ogalma, 2-3 yil sonra olgun bitkiler {iretebilir.
Tunceli sarimsagi, biyolojik acgidan aktif organik siilfiir bilesigi olan allikini (tiyo-2-
propen-1-siilfinik asit Sallyl esteri) igerir. Allisin'in antikoagiilan, anti-hipertansif, anti-
mikrobik, anti-biyotik, anti-parazitik, anti-mikotik, anti-viral, anti-tumor, antioksidan ve
yaslanma karsiti aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Jacob, 2006; Ozkan ve ark.,
2013).

A. tuncelianum iizerinde yapilan sitolojik ¢alismalardan biride Allium tlrlerinin
coguyla ayni1 sayida kromozom olan 2n = 16 kromozomlu diploid oldugunu gostermistir
(Ozhatay, 2002). Sarimsak (A. tuncelianum), mikemmel antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip bir takim kiikiirt ve fenolik bilesikler icerir (Lanzotti, 2006; Corzo-

Martinez ve ark., 2007). Kiikiirt i¢eren bilesikler, sarimsagin, dzellikle alliin ve allisin'in



en belirgin unsurlaridir. Aminoasit, alliin, taze sarimsakta en temsili kiikiirt bilesigidir
ve sarimsak ezildiginde allilaz ile aliline doniistiiriiliir (Itakura ve ark., 2001).

Serbest radikaller, herhangi bir biyokimyasal siire¢ igin esastir ve Aerobik
yasamin ve metabolizmamizin 6nemli bir boliimiinii temsil eder. Viicudun solunum ve
baz1 hiicresel bagisiklik fonksiyonlarr gibi normal oksijen kullanim ile siirekli olarak
tiretilirler. Dogal olarak, viicutta olusan serbest radikallerin miktari ile onlar1 sondiirmek
ve / veya temizlemek ve viicutlarini zararh etkilerinden korumak i¢in antioksidanlar
arasinda dinamik bir denge vardir. Vicuttaki temel homeostatik denge olgusunun
bozulmasi nedeniyle ¢ok faktorlii doganin hastaliklarinin kaynagi bugiin anlasiliyor
Ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik hastaliklar, Alzhemier hastaligi, parkinsonizm,
kanser, diyabet ve enflamatuvar durumlar gibi hastalik kosullarinin ¢ogunlugunun
nedeni o©ncelikle prooksidan ve antioksidan homeostaz arasindaki dengesizlikten
kaynaklanmaktadir. Dogal kaynaklardan gelen antioksidan ilkeler, faaliyetlerinin
biiyiikliigii ve ¢ok yonliiliige sahiptirler ayrica dengesizligin diizeltilmesinde muazzam
bir kapsama sahiptirler. Halk arasinda, sarimsak bronsit ve solunum problemleri,
gastrointestinal problemler, kan dokmesi, clizam, adet kramplari, yliksek tansiyon, seker
hastaligin1 tedavi eder. Son zamanlarda, bilim bazilarini onaylamaya baslamistir.
Sarimsaklarin uzun zamandir devam eden tibbi kullanimlar1 vardi. Sarimsak, ¢calismalar
ve klinik aragtirmalarda kan kolestrolii, kan basincini ve sekerini diisiirmekte ve anti-
kanser, anti bakteriyel, anti-fungal ve anti-oksidan etkileri oldugunu gostermistir. Taze
A. tunceliamum (sarimsak) antioksidan aktivitesi iyi bilinmektedir ve esas olarak
kararsiz ve tahris edici organosiilfiir bilesiklerinden kaynaklanmaktadir. Uzun sire
ekstrakte edilen taze sarimsak serbest radikalleri siipiirerek oksidatif hasar1 onleyen,
kararli ve suda ¢Oziiniir organosiilfiir bilesikleri igeren kokusuz yaslanmis sarimsak
oziti tretir. Sarimsak (Allium sativum), Alliaceae (Zambakgiller) familyasina dahil
Allium cinsinden bir soganli bitki tiiriidiir ve yapraklarinda, saplarinda ve toprak
altindaki soganinda kokulu bir yag bulunur. Sarimsak yillik bir bitki olup sogan, yabani
sogan, zambak ve pirasa ile akraba oldugu bilinmektedir. Germanyum ve selenyum
bakimindan zengin topraklarda yetisen sarimsak iyi kaliteye sahiptir. Bir bas sarimsakta
%84.09 su, %13.38 organik madde, %1.53 inorganik madde bulunmaktadir. Iceriginde
ayrica, 33 gesit kiikiirt bilesigi, 17 ¢esit aminoasit, germanyum, ¢inko, A, B1 ve C

vitaminleri bulunmaktadir Sarimsagin ilk ¢aglardan bu yana bir yiyecek bitkisi olarak



kullanilmas1 yaninda biiyiik efor harcamalart nedeniyle Misir Piramitlerinin yapiminda
calisanlarla birlikte Romali savascilara verildigi bilinmektedir. Ozellikle ¢ig olarak
tikketilmesi durumunda, icerdigi 200°den fazla kimyasal madde sayesinde insan

viicudunu birgok hastaliktan koruma kapasitesine sahiptir

“ @ ; . at- . GO R
A B = b

2 = - £ by, S Y Bt

Sekil 1.1. Tunceli sarimsagmin (A. tuncelianum) Munzur Daglari’nda arazideki
gorunumu (Fotograf: Ruhsar Yanmaz).

Sarimsagin ¢ok genis bir yelpazede kullanim alani bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlileri ve yapilan arastirmalar sonucu sagladig1 faydalar1 asagidaki gibi 6zetlemek
mumkadnddr.

Yiiksek kan basinci, yiiksek kolesterol ve trigliserit seviyelerini diisiirerek kalp
hastaliklarina kars1 koruma saglamaktadir.

Immiin sistemi mobilize ederek timdr olusumuna neden olan karsinojenleri
biinyesindeki allinaz ve diger baz1 maddeler yardimiyla yok edebilirler
Icerdigi allisin bilesikleri yardimiyla kan sekerini énemli 6lgiide diisiirme etkisine
sahiptir. Hatta sarimsagin kikiirt ihtiva eden bilesiklerinden bazilari, &zel bir
sekildeseker metabolizmasini regiile etme kabiliyetine sahip olduklarindan hem yiiksek,
hem de diisiik kan sekeri vakalarinda sarimsagin olumlu etki ettigi tespit edilmistir

Mikroplar1 yok ettiginden dolay1 kuvvetli ve dogal bir antiseptiktir.



Sarimsak disinin déviilmesinden yaklasik 20 saniye sonra ortaya ¢ikan allisinden
dolay1 etkili ve dogal bir antibiyotiktir. Allisin protozoa, bakteri ve viriisler lizerinde
etkili bir antimikrobiyaldir.

Kandaki fibrin ve plak¢ik olusumunu diisiirerek kalp krizi riskini dnemli dl¢tide
azalttig1, hatta bu konuda aspirinden daha etkili oldugu ileri siiriilmektedir.

Bagisiklik sisteminin etkinligini artirdig diistintilen kiikiirt ihtiva eden aminoasitler ve
diger bilesiklerce zengindir.

Tedavisi gii¢ olan viriisler ve fungal enfeksiyonlar i¢in kullanilan ilaglar genelde
toksiktir ve uzun donemde ilaca kars1 direng gelisebilir. Buna karsin allisin ihtiva eden
sarimsagin ise mikroorganizmalara karsi etkin bir dogal antifungal madde oldugu tespit
edilmistir (Artik ve Poyrazoglu, 1994; Agarwal, 1996).

Ozellikle son yillarda adindan cok sik bahsedilen antioksidan kavrami,
hiicrelerimize zarar verme potansiyeline sahip oksidasyon ajanlarina veya serbest
radikallere karsi selenyum gibi maddeleri igermektedir. Yapisinda genellikle fenolik
fonksiyon tasiyan antioksidanlar, serbest radikal olusmasini engellemek veya yok etmek
suretiyle hiicrenin zarar gérmesini engellemektedirler. Vicutta bir kalkan gorevi goren
bu bilesikler kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri notralize edebilme ve bu
esnada serbest radikal haline gelmeme 6zelligine sahiptirler (Kahkonen ve ark., 1999;
Prior ve Cao, 2000).

Dogal antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte
edilebilen ya da gida islenmesi sirasinda agiga cikan bilesenlerdir. En 6nemli dogal
antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler,
polifenoller ve selenyumdur (Dogmus ve Durucasu, 2013). Giiniimiizde kullanilmakta
olan biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT),
tersiyerbiitil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi sentetik antioksidanlarin
kanserojen olduklar1 diisiiniilmekte ve bu nedenle de gida kimyas1 ve tip alaninda dogal
antioksidanlara kars1 olan ilgi yogun bir sekilde artmaktadir (Madhavi ve ark., 1996).

Tiirkiye, barmdirdig: bitki tiirleri bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden
biridir. Farkli iklim kosullari, yer sekilleri ve zengin toprak ozellikleri bakimindan
bir¢ok bitkinin yetigsmesi i¢in uygun sartlara sahip olan ililkemiz 174 familyaya ait 1251
cins ve 12.000°den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve varyete) ile oldukca zengin bir

bitki Ortiistine sahiptir (Erik ve Tarikahya, 2004). Tirkiye’de tibbi olarak kullanilan



bitkilerin sayis1 kesin olarak bilinmemekle birlikte, 500 civarinda oldugu tahmin
edilmekte; yaklasitk 200 tibbi ve aromatik bitkinin ihra¢ potansiyelinin oldugu
belirtilmektedir (Kendir ve Giiveng, 2010). Son yillarda, bilim insanlarinin hastaliklara
kars1 dogal bir antioksidan kaynagi olan bitkilerin antioksidan ozelliklerinin
belirlenmesi ile ilgili ¢aligmalar biiyiik bir ivme ile artmaktadir. Ozellikle halk arasinda
tibbi amagh kullanilan bitkiler ile gida sektoriinde kullanilan bazi bitkiler antioksidan
calismalarin odak noktasmi teskil etmektedir. Ulkemizdeki endemik bitki tiirlerinin
bazilar1 Tunceli yoresinde yetismektedir. Bu endemik bitkilerden biri de Tunceli
sartmsagl (Allium tuncelianum)’dir. Diinya’da sadece Tunceli ilinde ve ozellikle
Munzur daglar eteklerinde yer alan Ovacik ve Piiliimiir ilgelerinde yaygin olarak
bulunan endemik bir bitki tiirlidiir. Bolgede yaptigimiz incelemelerde bitkinin Munzur
Dagi’nin Erzincan yOniine bakan yamaglarinda da bulundugu belirlenmistir. Bitki
endemik olmasi1 ve ‘Tirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’nda zarar gorebilir olmasi
nedeniyle korunmasi gereken bitkiler iginde degerlendirilmektedir (Ekim ve ark., 2000).

Tunceli sarimsagi, tek disli, tizerindeki kabuklarin arasinda kiigiik dis benzeri
olusumlar bulunan, bilinen sarimsak aromasina sahip, digerinden farkli olarak
ciceklenip tohum verebilen bir tiirdiir. Tek disli olmasi, kabuk sayisinin kiiltiir
sarimsagindan az (1-2 adet) olmasi ve baslarin 18-20 °C’de uzun siire saklanabilmesi
gibi Ozellikleri nedeniyle tiiketim amaciyla oldugu gibi, endiistride de kullanim sansi
bulunmaktadir. Yorede de daglardan toplanarak ‘Kaya sarimsagi’ adi altinda satilmakta
ve ticari mal olarak kullanilmaktadir. Endemik bir bitki olmasina ragmen Tunceli
sarimsaginin korunmasina ve kiiltiire alinmasina iligkin bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Tunceli sarimsaginin cogaltilmasiyla ilgili olarak, dogal ortaminda tek disli baglar
tirettigi ve yoreden temin edilen drneklerde yapilan gozlemlere gore baslar ilizerinde
heniiz fonksiyonlar1 tam olarak anlasilmamis minik dis benzeri yapilar bulundugu
disinda bir bilgi bulunmamaktadir. Tiriin tanimlanmasinda bitkinin 25- 60 cm
uzunlugunda ¢icek sap1 olusturdugu, ciceklendigi ve kapsiil seklinde meyveye sahip
oldugu, tohumlarinin 1-2 mm ¢apinda 3 koseli ve tizerinin burusuk oldugu belirtilmekte
ise de, tohumlarmin varligi ve ozellikleri ile ilgili bir degerlendirme yapilmamstir
(Ozhatay ve Siraneci, 1992). Bununla birlikte bitkinin dogal ortaminda nasil cogaldigimi
ve kiiltiire alma kosullarin1 belirlemek amaciyla ulasilabilir Yasam Dernegi araciligr ile

Tunceli sarimsaginin kiiltiire alinma ¢alismalar1 baglatilmig; Tunceli, Ankara ve Yalova



kosullarinda baslardan, dislerden ve tohumdan liretme calismalari ile hizli ¢ogaltma
amaciyla in vitro ¢ogaltma ¢alismalar1 devam etmektedir. Dogal antioksidanlar, bitki ve
hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilebilen ya da gida islenmesi sirasinda agiga
cikan bilesenlerdir. En 6nemli dogal antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler, fenolik
asitler, vitamin C, karotenoidler, polifenoller ve selenyumdur (Dogmus ve Durucasu,
2013).

Kuvvetli bir dogal antioksidan olan sarimsagin biinyesinde hiicreleri serbest
radikallerin zararindan korumaya yardimci olan sistein, glutamin, izoldsin ve metionin
gibi aminoasitler bulunmaktadir. Yapilan aragtirmalar sarimsagin antioksidan
Ozelliginden dolay1, viicutta nétralize edilmesi olduk¢a zor olan kursun, civa,
kadmiyum, arsenik ve bakirli kirleticilerden kaynaklanan agir metal zehirlenmelerine
kars1 viicudu etkin bir sekilde korudugu tespit edilmistir. Bu calisma ile; Tunceli
Sarimsagmin Etanol ekstraktinin antioksidant aktivitesini incelemek ve bu ekstraktin
Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) neden oldugu protein ve DNA hasarin1 6nleme
kapasitesini test etmektir. Canlilarin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri igin
enerjiye ihtiyaclar1 bulunmaktadir. Bu enerji de glukoz ve yag asitleri gibi molekiillerin
oksidasyonu ile elde edilmektedir. Ancak oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda reaktif
oksijen formlar1 (ROS, Reactive Oxygen Species) olarak adlandirilan ve yapisinda
oksijen igeren serbest radikaller olugmaktadir. Bu radikaller, aralarinda kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin da bulundugu bir¢ok kronik hastaligin baglamasina neden
olmaktadirlar. Bu serbest radikaller, doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
lipitlerin peroksidasyonuna ve protein ve DNA’larin (Deoksiriboniikleik asit;
Deoxyribonucleic acid) zarar gérmesine neden olarak hiicrenin inaktivasyonuna neden
olmaktadirlar (Murthy ve ark, 2002). Bu nedenle hiicrelerdeki lipit peroksidasyonunu
onleyen dogal antioksidanlar son yillarda biiyiikk 6nem kazanmistir. Antioksidanlar
oksidatif zincir reaksiyonlariin (chain-breaking) baslama (initiation) veya gelismesini
(propagation) inhibe ederek, lipitlerin veya diger molekiillerin oksidasyonunu
engelleyen veya geciktiren bilesiklerdir (Javanmardi ve ark., 2003). Antioksidanlar,
oksidatif zincir reaksiyonlarinin “baglamasini onleyen primer antioksidanlar” ve
“gelisimini Onleyen ikincil veya koruyucu (preventive) antioksidanlar” olmak iizere 2
ana baslik altinda incelenmektedir (Halliwell, 1990). Bu reaksiyonlar sonucunda,

antioksidanlar, ya lipit radikali (R:) ile reaksiyona girerek lipit oksidasyonunun



baslamasii ya da peroksi (ROO-) veya alkoksi (RO) radikaller ile reaksiyona girerek
oksidasyonunun gelisimini onlerler. Diger yandan, ikincil antioksidanlar ise, lipitlerin
oksidasyonunu geciktirerek etkilerini gosterirler. Ornegin, antioksidanlar metallerle
kelat olusturarak, ferro demirin (Fe?") katildig1 Fenton tipi reaksiyonlarin olusumu
onlenmekte ve boylece bu reaksiyon sonucu reaktif hidroksi radikalinin (‘OH) olusumu
da 6nlenmektedir.

Oksijen tliketen organizmalarin tiimiinde; lipit, protein ve DNA gibi biyolojik
molekiillerin oksidasyonunu oOnleyen enzimatik veya enzimatik olmayan c¢esitli
antioksidan bilesikler bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD, Superoxide
dismutase), glutatiyon peroksidaz (GSHPx, Glutathione peroxidase) ve katalaz en
Oonemli antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidan bilesikler ise; basta
askorbik asit, E vitamini, karotenoidler, fenolik bilesikler olmak {iizere, indirgenmis
glutatiyon, albumin, seruloplazmin ve ferritinden olusmaktadir (Guo ve ark., 2003).
Askorbik asit, E vitamini ile provitamin A aktivitesi gosteren [-karoten, oksijenin
reaktif formlarin1 inaktive etmek suretiyle antioksidan etki gdstermektedir. Buna karsin
fenolik maddeler ise, serbest radikalleri baglayarak, metallerle kelat olusturarak ve
lipoksigenaz enzimini inaktive etmek suretiyle bu etkiyi gostermektedir (Frankel, 1999).
Fenolik bilesikler arasinda antioksidan aktivite gosterenler; fenolik asitler, flavonoidler
ve fenolik diterpenlerdir. Fenolik asitlerden, kafeik asit esterlerinin (6rnegin klorojenik
asit) yiiksek diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Koca ve
Karadeniz, 2005). Son yillarda yapilan caligmalarda, bazi flavonoid bilesiklerin de
onemli diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir (Gorinstein ve ark., 2004).
Bu grupta flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler ve antosiyaninler
bulunmaktadir. Bu bilesiklerin, yapilarindaki hidroksil gruplarinin sayisina ve
pozisyonuna bagli olarak antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Miller ve

Rice-Evans, 1997).






2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Reaktif Oksijen Turleri ve Etkileri (ROS).

Sarimsagin igeriginde ¢ok yiiksek miktarda stlfiirlii bilesikler mevcuttur. Bunun
yaninda siilfiirlii olmayan bir¢ok bilesikte mevcuttur. Bunlar; steroidal glikositler,
esansiyel yaglar, flavonoidler, anthosiyaninler, lektinler, prostaglandinler, fruktan,
pektin, adenozin, vitamin Bi, B2, Be, C ve E, biotin, nikotinik asit, yag asitleri,
gilikolipitler, fosfolipitler, esansiyel amino asitler (sistein, glutamin, izoldsin ve
metionin) ve selenyum gibi mineraller bulunmaktadir (Erol ve Alpsoy., 2007; Bozin ve
ark., 2008). Bu bilesiklerin kiikiirtlii bilesikler ile birlikte sinerjistik etki gosterdikleri
diistiniilmektedir (Amagase, 2006). Bir serbest radikal bir veya daha fazla ¢iftlesmemis
elektrona sahip kendiliginden var olabilen kimyasal tiirler olarak tanimlanir. Serbest
radikaller olduk¢a kararsiz molekiillerdir. Stiperoksit (O2:-), hidroksil (-OH), peroksil
(ROO:), alkoksil (RO-) ve nitrik oksiti (NO-) kapsayan oksijen merkezli serbest radikal
ornekleri ve singlet oksijen (*O), hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorit (HOCI) gibi
radikal olmayan tirler reaktif oksijen turleri (ROS) olarak bilinir (Cizelge 2.1) (Pietta.,
2000). ROS’lar ya en az bir ciftlesmemis elektron iceren radikallerdir ya da
biyomolekiilleri oksitleme yetenegine sahip olabilen reaktif radikal olmayan
bilesiklerdir. Bu nedenle bu araiiriinler ayrica oksidant veya pro-oksidant olarak
adlandirihir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Sies, 1991). ROS’lar normal fizyolojik
olaylar boyunca siirekli olarak Uretilirler ve lipit peroksitlerin birikmesine neden olan
membran lipitlerinin peroksidasyonunu kolaylikla baslatabilirler (Elmastas ve ark.,
2006; Gilgin, 2010). Fizyolojik konsantrasyonlardaki ROS’lar normal hiicre
fonksiyonlart i¢in gerekli olabilir. Ancak yiiksek konsantrasyonlardaki ROS’lar hiicresel
bilesenler tarafindan etkili bir sekilde sondiiriilmezlerse proteinler, lipitler ve niikleik
asitler gibi hiicresel biyomolekdllere hasar verici serbest-radikal zincir reaksiyonlarini
uyarabilirler ve en sonunda hastalik kosullarina yol agabilirler. Ayrica mutasyonlara yol
acabilen DNA hasarina da neden olabilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Olusan bu
hasarlar yaslanma, kanser, inflamasyon, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklar

gibi hastaliklara neden olur (Aruoma, 1994).
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ROS’un endojen olusumu i¢in biyolojik yollar onlarin {iretim yollaridir. Organizmalar
ayni zamanda dis kaynaklardan da ROS’a maruz kalmaktadir. ROS’un eksojen
kaynaklar tiitiin dumanini, belirli kirleticileri, organik ¢oziiciileri ve pestisitleri kapsar

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tirleri (ROS), reaktif azot turleri ve serbest radikal olmayan

tirler.
Reaktif oksijen tirleri Serbest radikal olmayan turler
Superoksit radikali 02 Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikali :OH Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil radikali HOO:- Ozon O3
Lipit radikali L. Lipit hidroperoksit LOOH
Lipit peroksil radikali LOO- Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO- Proksinitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO- Dizot trioksit N203
Azot dioksit NO:- Nitroz asit HNO-
Nitrik oksit NO- Nitril klortr NO:CI
Nitrozil katyonu NO* Nitroksil anyonu NO
Thiyl radikali RS- Peroksinitroz asit ONOOCH
Protein radikali P- Nitroz oksit N20

2.1.1. Hidroksil radikali (-OH)

Hidroksil iyonunun (OH") nétral formudur. Bu radikal yaklasik tahmin edilen
10° sn yarilanma siiresiyle en reaktif tiir olarak bilinir. Hidroksil radikali, metal-
katalizli siirecte yer alan endojen H>O>’den veya vuciit sivisinin hemolitik boliinmesiyle
yuksek enerjili radyasyon Uzerinden in vivo olarak olusabilir. UV 15181 boliinmiis suda
enerjik olarak yetersizdir; fakat hidroksil radikalinin iki molekilint tretmede H20>’i
ayirabilir. Bu radikalin yliksek reaktivitesi iiretildigi yerde hemen bir reaksiyonu

beraberinde getirmesiyle gozlenir (Diplock ve ark.., 1998).
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2.1.2. Nitrik oksit (NO-)

Nitrik oksit memelilerde 6énemli bir sinyal molekultdir. Bu 6nemli hiicresel
haberci molekiil ¢ogu fizyolojik ve patolojik siireglere karisir (Hou ve ark. 1999). Nitrik
oksit radikali (NO-) arjininden enzimatik olarak olusturulan sinyal bilesigidir ve kan-
damar duvarlarindaki diiz kaslan diistiriilmiis kan basinci sonucu gevsetir. Nitrik oksit
aynt zamanda primer bagisiklik savunma sistemine katkida bulunan aktive edilmis
makrofajlar tarafindan tretilir. Nitrik oksit radikalinin (NO-) asiris1 sitotoksiktir. Nitrik
oksit radikali, peroksinitnit (ONOQO") olusturmak i¢in biyomolekiillerle dogrudan veya
O2" ile birleserek reaksiyona girebilir. Peroksinitnit lipoproteinlerdeki lipit
peroksidasyonunu baglatma yetenegine sahiptir; fakat ayni zamanda proteinlerdeki
tirozin kalintilarin1 nitratlamayla hiicresel sinyallesmeye miidahale edebilir (Beckman,
1996; Packer, 1996).

2.1.3. Peroksil radikali (ROO:-)

Biyolojik sistemlerde dnemli dlgtdeki bir difuzyon yoluyla nispeten uzun sureli
bulunur. Peroksil radikali ¢oklu doymamis yag asitlerinden bir H atomunun
cikarilmasiyla baglatilan lipit peroksidasyonu siirecinden elde edilebilir. Hidroksil
radikali bu reaksiyon dizisini baslatma yetenegine sahiptir. (Esterbauer ve ark. 1992,
Reaven ve Witztum 1996). Lipit peroksidasyonuyla tretilen ilave Urunler alkoksi
radikalleri (RO-) ve organik hidroperoksidazlardir (ROOH). Ikincisi aldehitleri elde
etmek icin ayrilan endoperoksit ara iiriinlere yeniden diizenlenebilir. Protenlerin amin
gruplariyla aldehitlerin reaksiyonu lipoproteinlerin protein kisminin modifikasyonunu

kapsayan bir mekanizmadir (Diplock ve ark., 1998).

2.2. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) meydana gelmektedir. Bagta mitokondriyal elektron tasima olmak
Uzere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve degradasyon
reaksiyonlarinda ROS olugmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar
lehine kaymast sonucunda gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile

biyomolekdllere hasar vermektedir (Cooke ve ark., 2003; Evans ve Cooke., 2004).
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Kararli bir molekiil olan DNA’da lipitler, karbohidratlar ve proteinler gibi
spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde
DNA’nin giinde 103 kez oksidatif hasara maruz kaldig1 one stiriilmistiir (Halliwell ve
Gutteridge., 1999). ROS olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma
ve DNA onarim mekanizmalarinin defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol
acmaktadir. (Cooke ve ark., 2003; Evans ve Cooke, 2004). Oksidatif hasara bagli olarak
DNA’da, tek ve cift sarmal kiriklari, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi veya bazlarda
yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda
capraz baglanma olabilir (Cooke ve ark., 2003; Evans ve Cooke., 2004).

DNA ¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar icerdiginden, cesitli katyonlari

*21*3 ye Cu*Y*? iyonlar negatif yiiklii

baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe
DNA’da siirekli bagl bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre iginde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif gegis metal iyonlarinin baglanmalart DNA molekiiliinii H2O2’in hedefi
haline getirmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile
H202’in DNA {izerinde reaksiyona girmesinden olusan hidroksil radikalleri (-OH),
hidroksil radikal sondiiriiciileri tarafindan uzaklastirllamamaktadir. Ayrica, hidroksil
radikal sondiiriictilerin olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir
(Milligan ve Ward, 1994). Bu tiir DNA hasarlanmalari, DNA’nin ¢ogaltilmasinin
engellenmesine neden olabildigi gibi ¢ok ¢esitli mutasyonlarla yanlis iirlin ya da hig

iiriin iretmemeye de neden olabilmektedir. DNA’nin bu sekilde kararliliginin bozulmasi

hiicre 6liim programinin aktivasyonuna neden olmaktadir.

2.2.1. Serbest radikallerin lipitlere etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarin1 asacak oranlarda olustuklari zaman
organizmada ¢esitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin biiyiik bir kism1 serbest
radikaller tarafindan etkilenir fakat lipitler en hassas olanidir. Lipit molekiilleri hiicre
membranini ve c¢esitli hiicresel organel membranlarini olusturmaktadir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif

yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararlidir. Ciinkii kendi kendini
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devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen

membran hasar1 geri dontligiimstizdiir.
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o—0 CiOH 0—0
IJOH IOH O0H 0—0
Dihidroperaksitler Hidroperoks1 epidoksitler Hidroperok=s bis-epidokstler
tkmeil oksidasyon wrinlen
Aldehrtler ve Eetonlar Hidrokarbonlar
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Sekil 2.1. ikincil oksidasyon iiriinlerinin olusumu ve lipit peroksidasyonunun énerilen
mekanizmasi.

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur ozellikle hiicre igi ve
hiicreler arast molekiil trafigini ciddi sekilde bozmaktadir. Hiicre membraninin
oksidasyonu lipit radikalinin hidrofobik karakterinden dolayr dogrudan hiicre
gecirgenligini  etkilemektedir. Peroksidasyonla olusan malondialdehit, membran
bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bunun sonucu
deformasyon, iyon geg¢isi, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu

gibi farkli sekillerde membran 6zelliklerini degistirir.
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Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan coklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali
niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge di enleri ve daha
sonra lipit radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikali
meydana gelir. Lipit peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger ¢coklu doymamais
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipit peroksitlerine doniisiirler. Boylece olay
kendi kendine katalizlenerek zincir reaksiyonlari seklinde devam eder (Sekil 2.1)

(Braughler ve ark., 1987; Burton, 1989).

2.2.2. Serbest radikallerin proteinler tUzerindeki etkisi (Protein oksidasyonu)

Proteinler oksidatif hasarin major hedefleri olarak tanimlanmaktadir. ROS ile
proteinin ana yapisinin reaksiyonu, amino asidin o-karbonundan bir H atomunun
hidroksil radikaline (-OH) baglanarak ayrilmasi ve H20 olusturmasi ile baslar
(Stadtman ve Levine.,, 2003). H atomunun hidroksil radikaline (-OH) baglanarak
ayrilmasi karbon merkezli radikalin olusumuna neden olur. Karbon merkezli radikal
karbon-karbon ¢apraz baglh tiirevleri iiretmek iizere bir baska karbon merkezli radikal
ile reaksiyona girebilir.

Proteinlerin serbest radikaller tarafindan hasarlanmasi, proteinin fonksiyonunun
bozulmasina, eger bir enzim ise enzimatik aktivitesinin azalmasina, eger yapisal bir
protein ise yapisal gorevini yerine getirmemesine neden olmaktadir. Fonksiyonu ve
yapist bozulan proteinler hiicresel yikim sistemleri tarafindan yikilmaktadir. Fakat
burada bir denge s6z konusudur. Yeteri kadar hizli yikilamayan proteinler hiicre
icerisinde ve hiicreler arasinda birikmeye neden olmaktadir. Birikmeye baglayan
proteinler daha fazla proteini kendi biinyesine ¢ekmektedir. Ayrica agir metaller ve ¢cok
cesitli artik metabolitler bu birikimlere dahil olmaktadir. Bu durumda higbir hiicresel
artik temizleme mekanizmasi bu artig1 temizleyememekte ve birikim giderek hizlanarak
cok ¢esitli patolojilere neden olmaktadir. Alzheimer hastaligt bdyle bir patolojinin

urindiddr (Dalle-Donne ve ark., 2003).
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2.3. Antioksidantlar

Normal bir hiicrede uygun bir pro-oksidant-antioksidant dengesi vardir. Ayrica
bu denge oksijen tiirlerinin {iretiminde biiyiilk bir artis oldugu zaman veya
antioksidantlarin seviyeleri azaldig1 zaman pro-oksidantlara dogru kayabilir. Bu durum
oksidatif stres olarak adlandirilir. (Sies, 1997) oksidatif stres kavramini pro-oksidant-
antioksidant dengenin bozulmasi olarak tanimlamistir. Bagka bir tanima gore, oksidatif
stres reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ve tiretilmesi arasindaki dengesizligi temsil eder
ve meydana gelen hasar1 tamir etme veya reaktif ara {iriinleri kolaylikla armmdirma
biyolojik sistemin kapasitesiyle ilgilidir.

Bir antioksidant diger molekiillerin oksidasyonunu 6nleme yetenegine sahip bir
molekiildiir. Gida agisindan bir antioksidant diisiik konsantrasyonlarda oksitlenebilir bir
substrat1 onemli Olciide geciktiren veya bu substratin oksidasyonunu énleyen herhangi
bir madde olarak tamimlanir (Halliwell ve Gutteridge., 1989; Sies, 1993; Halliwell,
1995). Sekil 2.2°de gosterildigi gibi antioksidant bilesikler serbest radikalleri
sondiirebilir ve gida ve farmasotik iriinlerin isleme ve depolama siireci boyunca
bozunmasina neden olan lipit peroksidasyonu siirecini geciktirerek raf dmriinii uzatirlar
(Halliwell, 1997). Antioksidantlar ayrica ROS’un etkilerinden ve serbest radikallerden
insan viicudunu korurlar. Son yillarda 6zellikle bitki kokenli dogal antioksidantlar i¢in
arastirma yapmaya ve besinsel antioksidatlarin alternatif dogal ve giivenli kaynaklarini
belirlemeye yonelik biiyiik bir ilgi vardir. Gida bilesenlerinin antioksidant yeteneginin
belirlenmesi icin antioksidant aktivite ve antioksidant kapasite terimleri siklikla
birbirinin yerine kullanilabilir, ancak onlarin farkli anlamlara sahip oldugu kabul
edilmelidir. Aktivite spesifik bir antioksidant ve spesifk bir oksidant arasindaki bir
reaksiyonun sabit bir oranini ifade eder. Kapasite verilen serbest radikalin bir drnek
tarafindan sondiiriilme miktarinin 6lgtisiidiir (MacDonald-Wicks ve ark., 2006).

Epidemiyolojik ¢alismalar meyve ve sebze aliminin onlarin antioksidant
aktivitesine bagli olarak koroner kalp hastaligi ve kanser gibi yasa bagl hastaliklarin
neden oldugu 6liim orani arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir (Eberhardt ve
ark., 2000; Ganesan ve ark., 2011). Bu dogal kaynaklarin en 6nemli biyoaktif bilesikleri
sagliga olumlu yonde katkida bulunan fenolikler ve flovanoidlerdir (Bocco ve ark.,
1998).
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Bir serbest radikal reaktif bir tlirdiir. Cilinkii ¢iftlesmemis bir elektrona sahiptir.
Serbest radikalin reaktivitesi bir elektron veren antioksidant A tarafindan azaltilir ve
reaktif bir tiire doniisen antioksidant A ikinci bir antioksidant B tarafindan tekrar eski

haline doniistiiriliir.

2.3.1. Dogal antioksidantlar

Insan besini sahip oldugu antioksidant aktivitelerin veya onlarin yapisal
Besinsel antioksidantlarin en énemli temsilcileri vitamin C, tokoferoller, karotenoidler
ve flavonoidlerdir. Vitamin C’nin disinda bu antioksidantlarin her bir grubu ¢ok sayida
yapisal olarak farkli bilesikler igerir. Ornegin; 600°den fazla farkli karotenoidler
zamanla tespit edilmistir ve onlarin yaklasik %50’si insan besininde meydana gelebilir

(Sies ve Stahl, 1995).

2.3.1.1. Askorbik asit (Vitamin C)

Askorbik asit en gii¢lii dogal antioksidantlardan biri olarak diisiiniilebilir ve en
az toksik olan dogal antioksidanttir (Bendich ve ark., 1986). Askorbik asit suda
¢cozlinebilir bir vitamindir ve c¢ogu besinsel gida veya bitkilerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Genellikle oksidantlarla reaksiyona girer. Askorbik asit
elektron transferiyle radikalik zincir reaksiyonlarini sonlandirabilir. Askorbik asit
Ozeldir. Cinku bir tek elektron transfer edebilir. Askorbik asit etkili bir indirgendir.
Askorbik asit konjuge sistem olusturan bag yapmamis hidroksil grubu, karbonil gift
bag1 ve ¢ift bagdaki elektronlarin oldugu vinilog karboksilik asit olarak davranir.
Askorbik asidin protonlanmamis konjuge bazi iki temel rezonans yapisiyla stabilize
edildiginden askorbik asitteki hidroksil grubu tipik hidroksil grubundan cok daha
asidiktir. Diger bir deyisle, protonlanmamis formun oldugu bir enol olarak
diistiniilebilen askorbik asit enolatla stabilize edilebilir. Ayn1 zamanda insan plazmasi
yaklasik 60 pmol askorbat igerir. ROS’la etkilesiminde askorbik asit, ara trtin askorbil
serbest radikali  yoluyla dehidro-askorbata  yikseltgenir.  Dehidroaskorbat,

dehidroaskorbat rediiktaz enzimiyle askorbik asite geri donistirilir. Boylece
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dehidroaskorbat, askorbatla karsilastirildiginda yalnizca ¢ok diistik seviyelerde bulunur.
(Weber ve ark., 1996).

ROS’un bir sondiiriiciisii olarak, askorbik asit siiperoksit radikal anyonu, H2O>
hidroksil radikali ve singlet oksijene kars1i etkili olarak gdsterilmektedir. Sulu
cozeltilerde, askorbik asit ayrica reaktif nitrojen oksit tiirlerini etkili bir sekilde
sondiiriir. Besindeki askorbik asidin temel kaynaklar1 6zellikle narenciye, kivi, kiraz,
karpuz gibi meyveler ve domates, yesil yapraklar, brokoli, karnabahar ve lahana gibi
sebzelerdir. (Rock ve ark., 1996). Askorbat ayrica in vivo bir pro-oksidan olarak
davranabilir. Serbest ge¢is metal iyonlar1 ve askorbatin varliginda, hidroksil radikali
(-OH) iiretilebilir ve lipit peroksidasyonunun baglamasi meydana gelebilir. Serbest gecis
metallerinin miktarlar1 in vivo olarak ¢ok azdir. Ciinkii onlar proteinlere de etkili bir

sekilde baglanir. (Rice-Evans ve Miller, 1996)

2.3.1.2. Tokoferoller

Tokoferoller E vitamini aktivitesine sahip olan ¢ogu kimyasal bilesigin bir
smifidir (Giilgin ve ark., 2005; Aras, Hisar ve ark., 2004). Tokoferoller iyi bilinen ve en
yaygin olarak kullanilan antioksidantlardir (Pokorny, 1987). Tokoferoller ve

tokotrienoller olarak siniflandirilirlar Sekil 2.2°de gésterilmistir.

R7 O R,
RS
,= {\/\l/\/\‘/\/\l/ }
Tokoferol
R - {W }
Tokotrienol

Sekil 2.2. Tokoferol ve tokotrienoliin yapisi.

Tokoferoller asag1 yukari tim gida materyallerinde en az miktarlarda bulunurlar.
Genellikle vitamin E’nin en yliksek konsantrasyonlarda bulundugu gida kaynaklari tiim
tahil tohumlar1 ve kabuklu yemislerle birlikte sebze yaglaridir. Bu grubun en 6nemli

antioksidant1 diger tokoferollerden yenilebilir yaglarda (sofra yagi) daha diisiik
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antioksidant aktiviteye sahip olan sekil 2.3’de gosterilen a-tokoferoldiir. a-Tokoferol
yagda c¢oziilebilir bir antioksidanttir. Lipit peroksidasyonunu azaltmanin yaninda o-
tokoferol hiicre igi etkilerde kullanilabilir. a-Tokoferol hiicre organelleri ve hiicrenin dis
membraninda bulunan yagda ¢6ziinebilen bir vitamindir. a-Tokoferol zincir kiricidir ve

asir1 olan oksidasyondan membranlart korur (Godbout ve ark., 2005).

HO R,- {W}

CH,

Sekil 2.3. Tokoferol’iin kimyasal yapisi.

a-Tokoferol bilesigi gida {iriinlerine eklenebilen tokoferoliin yaygin bir
formudur. Tokoferoller lipit peroksil radikaline hidroksil grubunun hidrojenini vererek
antioksidant olarak davranir. Bir tokoferolden olusan radikal aromatik halka yapisi
tizerindeki tek elektronun dekokalizasyonu yoluyla stabilize edilir. Bilesiklerin bu grubu
oldukg¢a lipofiliktir ve lipoprotein veya membranlarda aktifdir. Onlarin en Onemli
antioksidant fonksiyonu bir tokoperoksil radikalini ve lipit hidroperoksidazla Gretilen
lipit peroksil radikallerini sondirmeyle, lipit peroksidasyonunu 0Onlemede goralur
(Diplock ve ark., 1998). Bu radikal tokokinonlara ve tokoferol dimerlere indirgenebilen
kararli peroksidazlari igeren radikal olmayan iiriinleri olusturur.

a-Tokoferol hidroperoksidazlarin ayrigsmasini geciktirmeyle iligkilendirilir
(Frankel, 1996) Etminan ve ark., 2005). a-Tokoferol Parkinson hastaligina karsi
koruyucu etkiye sahiptir. Tokoferollerin eksikligi spinoserebeller ataksi ve miyopatiler
gibi norolojik problemlere neden olur. (Brigelius-Flohé ve Traber, 1999). Kati yaglar,
stvi yaglar ve lipoproteinlerdeki tokoferollerin hidrojen verme giicii 6>p=y>a
siralamasinda olur (Timmermann, 1990). Kati triagilgliserollerdeki o-tokoferolun
antioksidant giiciiniin y-tokoferoliinkinden ¢ok daha az oldugu bulunmustur (Lampi ve
Piironen., 1998). Dogal antioksidantlar hemen hemen tiim bitkiler, mikroorganizmalar,
mantarlar ve hatta hayvan dokularinda bulunur (Pokorny, 1999). Fenolik bilesikler
ikincil bitki metabolitleridirler ve bitki kdkenli gida tirlinlerini de igeren hemen hemen

tiim bitki materyallerinde dogal olarak bulunurlar. Bu bilesiklerin insan ve hayvan
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besinlerinin ayrilmaz bir parcast oldugu disiiniilir (Gilgin, 2006). Dogal
antioksidantlarin biiyiik ¢ogunlugu fenolik bilesiklerdir ve dogal antioksidantlarin en

onemli gruplar tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir.

2.3.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerin yaygin bilesenleridir. 4.000’inin iizerinde flavonoid
iceren cesitli bitki tlirlerinde tanimlanmis 8.000°den fazla polifenolik, bitkinin yaprak,
kok, govde, meyve ve tohum gibi hemen hemen tiim kisimlarindan izole edilmistir
(Harborne ve ark., 1999). Temel flavonoid yapisi A, B ve C ile isimlendirilen ii¢
halkada (Ce-C3-Cs) bulunan on bes (15) karbon atomundan olusmus flavon ¢ekirdegidir.
A, B ve C olarak belirlenen ii¢ halkay1 i¢eren bu bilesiklerin genel yapisi sekil 2.4°de
gosterilmistir. Pironil halka C’deki bir hidroksil grubu, bir karbonil grubu ve bir ¢ift
bagin varlig1 onlarin ¢esitli alt sinif ve siiflar i¢inde siiflandirilmasi i¢in kullanilir.
Hidroksil gruplariyla A ve B halkalarinin siibstitiiyonu her bir sinifin iiyelerini tek tek
ayirir (Musialik ve ark., 2009). Flavonoidler dogal olarak meydana gelen bitki
fenoliklerinin biyiik bir grubunu teskil eder. Ce-C3-Ce karbon iskeletiyle karakterize

edilirler.

Sekil 2.4. Flavonoidin kimyasal yapisi.

Flavonoidler ¢ok etkili antioksidantlardir ve flavonoidlerin diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin oksidasyonunu azaltmayla kardiyovaskiiler hastaliga karsi koruyucu
oldugu onerilir. Ayrica flavonoidler besinlerimizin temel antioksidant bilesenleridir
(Dragsted ve ark., 1997). Flavonoidler genellikle yiyeceklerden zayif bir sekilde
absorbe edilir. Flavonoidlerin en 6énemli faydalar1 oksidatif hastaliklara kars1 korumasi,
cesitli enzimlerin aktivitesini modiile etme yetenegi (Middleton ve Kandaswami, 1993)
ve spesifik reseptorlerle etkilesimleridir (Williams ve ark., 2004). Genellikle

flavonoidlerin etkili antioksidant yetenegi bazi faktorlere baglidir. Bunlar molekiil
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cevresindeki hidroksil ve karbonil grubunun diizenlenmesine siki bir sekilde bagli olan
metal- selatlama potansiyeline, hidrojen veya elektron veren siibstitiientlerin varliginda
serbest radikalleri azaltabilme yetenegine ve kararl bir fenoksi radikalinin olusumunu
Onleyen ¢iftlesmemis elektronu dekokalize eden flavonoid yetenegine baghidir.
Flavonoidlerde metaller i¢in Onerilen baglanma bolgeleri B halkasindaki katekol
pargasi, heterosiklik halkadaki (C halkas1) 3-hidroksil, 4-okso gruplar1 ve heterosiklik
halka ve A halkas1 arasindaki 4-0kso, 5-hidroksil grublaridir (Sekil 2.5) (Pietta, 2000).
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Sekil 2.5. Flavonoidlerin metal baglama bdlgeleri.

Flavonoid yarimindan {iretilen radikalin kararliligi ortaklanmamis elektron
iceren oksijen ve hidroksil arasinda olusan hidrojen bagina dayanir. 4-okso grubuyla
konjuge edilmis karbon ve C halkasindaki C=C c¢ift bagimin varligi ¢iftlesmemis
elektronun delokalizasyonu i¢in biiyiik 6nem tasir. Ayrica antioksidant aktivite 3 ve 5
pozisyonlarindaki hidroksil grubunun varligiyla saglanir. Bir 4-okso gruptaki bir i¢
hidrojen bagi bu pozisyonlara kinetik olarak esdeger haldedir (Bors ve ark., 1990).
Ayrica, fenolik antioksidantlarin hidrojen atom transferi (HAT) ve proton transferiyle
devam edilen tek-elektron transferi (SET-PT) olarak adlandirilan kabul edilmis iki genel
mekanizmas1 vardir (Wright ve ark., 2001). Hidroksil gruplarinin var olmasmin bir
sonucu olarak, ¢ogu flavonoid biyolojik sistemlerin su fazinda cogunlukla yer alir.

Serbest hidroksil grublariyla flavonoidler serbest radikal sondiiriicii olarak
davranir ve ¢oklu hidroksil gruplariyla 6zellikle B halkasindaki gruplarla, flavonoidlerin
antioksidant aktivitesi artar. B halkasindaki hidroksiller oksidasyon zincirini 6nleyen
birincil aktif bolgedir (Jovanoic ve ark., 1994). Flavonoidler antioksidant 6zelliklere

sahiptirler ve koroner kalp hastaligini Onleyebilirler (Giilgin ve ark., 2011).
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Flavonoidlerin biyolojik ve antioksidant aktiviteleri onlarin kimyasal yapisina baglidir.
Flavonoidlerin serbest radikal sondirme aktivitesi ve antioksidant aktivitesini
belirlemeden sorumlu {i¢ yapisal grup vardir. Bunlar; B halkasinin katekol kismi C
halkasindaki 3-hidroksil grubunun varliginda karbonil grubunun 4-okso fonksiyonuyla
konjugasyondaki 2, 3-¢ift bagi ve A halkasindaki 3 ve 5 pozisyonlarindaki hidroksil
gruplarinin varligi Quercetin {i¢ yapisal grubun hepsine sahiptir B halkasinda 5'
pozisyonundaki bir hidroksil grubunun varligi antioksidant potansiyeli dnemli 6l¢lide

arttirir.

2.3.1.4. Fenolik asitler

Fenolik asitler iizerine ilginin son odagi koroner kalp hastaligi, fel¢ ve kanser
(Gulgin ve ark. 2010) ve antiglokom (Coban ve ark., 2007, Innocenti ve ark., 2010
Oztirk, Sarikaya ve ark., 2010; Sentiirk ve ark., 2011) gibi oksidatif hasar hastaliklarina
karsi meyve ve sebzelerin yenmesi yoluyla onlarin potansiyel koruyucu roliinden
kaynaklanir. Fenolik asitler bitkilerde serbest ve bagli formlarinin varliginda besinsel
fenoligin yaklasik %30’unu olusturur (Robbins, 2003). Fenolik asitler, sinnamik asit
grubu ve benzoik asit grubundan meydana gelen aromatik karboksilik asitlerin hidroksi
threvleridir.  Sinnamik asit turevleri benzoik asit turevlerinden daha aktif
antioksidantlardir (Cuvelier ve ark., 1992; Marinova ve Yanishlieva, 1994; Chen ve Ho,
1997).

0 0
OH ~ OH

Benzoik asit Smnamik asit

Sekil 2.6. Benzoik asit ve sinnamik asidin kimyasal yapilari.

Fenolik asitlerin ve onlarin tiirevlerinin antioksidant aktivitesi aromatik halkaya
bagli hidroksil gruplarinin yeri ve sayisi, baglanma bdlgesi ve aromatik halkadaki
hidroksil gruplarinin karsilikli siibstitiientlerin yeri ve tiiriine baghdir (Rice-Evans ve
ark., 1996; Sroka ve Cisowski, 2003). Sekil 2.6 de gosterildigi gibi fenolik asitlerin

hidroksibenzoik asit ve hidrosisinnamik asit olmak tizere iki temel grubu vardir.
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Hidroksisinnamik asidin hidroksi benzoik asitten ©6nemli Olcide daha yiksek
antioksidant aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Sinnamik asitlerdeki CH2=CH-
COOH grubunun varligi benzoik asitteki COOH grubundan daha fazla antioksidant
kapasite saglar (Cuppett ve ark., 1997). Fenol omurga yapisindaki farkli siibstitiientlerin
varligi onlarin antioksidant 6zelligini 6zellikle onlarin hidrojen verme kapasitesini
modiile eder. Genellikle siibstitiie edilmemis fenol hidrojen verici olarak inaktiftir ve
monofenol, polifenolden daha az etkili bir antioksidanttir. Orto ve para konumundaki
hidroksil grubu gibi elektron verici grubun yer almasi fenol ve fenolik asidin
antioksidant aktivitesini arttirir (Pokorny, 1988; Chimi ve ark., 1991). Bir molekulln
antioksidant aktivitesi karbonil grubunun aromatik halkadan ayrilmasiyla artar.

Sinnamik asit, benzoik asit ile karsilastirildiginda bir antioksidan olarak daha etkilidir



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismanin materyalini olusturan (Allium tuncelianum) Tunceli sarimsagi
Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii gretim iiyesi Prof. Dr.
Siileyman KIZIL tarafindan kiiltliri yapilarak Diyarbakir’da yetistirilmis olan sarimsak
ve Tunceli’nin Ovacik ilgesinin daglarindan toplanan sarimsak kullanildi. Sarimsak
(Allium tuncelianum), mukemmel antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip bir
takim kiikiirt ve fenolik bilesikler igerir (Corzo-Martinez ve ark., 2007) Kikdrt igeren
bilesikler, sarimsagin, 6zellikle alliin ve allisin'in en belirgin unsurlaridir. Aminoasit,
alliin, taze sarimsakta en temsili kiikiirt bilesigidir ve sarimsak ezildiginde allilaz ile
aliline dontstirilir (Itakura ve ark., 2001). Tunceli sarimsagi (Allium tuncelianum)
beyazdan mor gicekli saz ¢igekleri ile tek yapragi olan kremali-beyaz soganlari,
Turkiye' nin dogusunda oOzellikle Tunceli'ye ve c¢evresindeki Munzur daglarina
endemiktir. Beyazdan mor ¢igekli saz cicekleri ile tek yapragi olan kremali-beyaz
soganlari, Dogu Tiirkiye'ye, Ozellikle Tunceli'ye ve cevresindeki Munzur daglarina
endemiktir (Bakir., 2005; Yanmaz ve dark, 2010). Tunceli sarimsagi, yayilim igin
kullanilabilecek bereketli siyah tohumlari tasir (Arslan, 2013). Ampuller, aseptik olarak
propagiil olarak {iretilirler (diger bir deyisle, ana ampuliin ana gévdesine baglh vejetatif
olarak iiretilen toplar); Bununla birlikte, onlarin ¢ogalmasi ve yayilmasi nispeten
yavastir. Tohum yoluyla ¢ogalma, 2-3 yil sonra olgun bitkiler {iretebilir. Tunceli
sartmsagi, biyolojik acidan aktif organik siilfiir bilesigi olan allikini (tiyo-2-propen-1-
stilfinik asit Sallyl esteri) icerir. Allicin'in anti-hipertansif, anti-mikrobik, anti-parazitik,
anti-viral, anti-timor, antioksidan ve yaglanma kargiti aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir (Jacob, 2006; Ozkan ve ark., 2013) Allicin'in agir metalleri detoksifiye
ettigi, hipo-lipidemik (yani, lipid diistiriicli), antikarsinojenik ve anti-mutajenik oldugu
bilinmektedir (Munchberg ve ark., 2007) Allium tuncelianum endemik bir yabani
sarimsak tiirii olup; Sivas, Erzincan ve Tunceli’de 0Ozellikle Munzur daglarinin
eteklerinde dogal yayilis gostermekte, 1000-1500 metre yiiksekliklerde, tagli/¢akilli ve
egimli yerlerde yetismektedir. Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’nda zarar gorebilir (VU)

listesinde olup, korunmasi gereken bitkiler igerisinde degerlendirilmektedir.
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Tunceli sarimsaginin en 6nemli 6zelligi ¢ok yillik ve soganlarinin sarimsak gibi
cok disli olmay1p, bilinen kiiltiir sogan1 gibi tek, bilhassa ¢icekli bitkilerde olmak iizere
nadiren iki digli olmasidir. Sogan capi, soganin yasina ve yetisme sartlarina gore 0.5 -
3.5 cm arasinda degigsmektedir. Kiiltlir sartlarinda capt 5-6 cm olan soganlar elde
edilmistir. Soganlarin kabuk sayisi bilinen kiiltiir sarimsagindan azdir. Bitki oldukca
uzun 3-6 adet yaprak olusturmakta; DOrt veya daha sonraki yillardan itibaren de
ciceklenmektedir. Bu 6zelligi ile de kiiltiir sarimsagindan 6nemli 6l¢iide ayrilmaktadir.
Zira kiiltiir sarimsagi nadir olarak c¢iceklenir ve cicek agsa bile steriliteden dolayr ¢cok
zor tohum baglar. Bitkinin ¢i¢ek sap1 uzunlugu 80-110 cm olup, c¢iceklerin tag yaprak
rengi beyaz, agitk mor veya mor olabilmektedir. Cicekleri diger Liliaceae familyasi
tiirlerinde oldugu 6 adet erkek, iic gozlii 1 adet disi organa sahiptir. Haziran temmuz
aylarinda ¢igek agmaktadir. Tohumlar ti¢ koseli, kirisik yiizeyli ve siyah renkli olup,
1000 tohum agirligr 3.0-3.4 g kadardir.

Sekil 3.1. Tunceli sarimsaginin ¢i¢ekli hali.

Sarimsak, insan beslenmesi yoniinden 6nemli olan bir¢cok vitamin ve mineral
maddesi icermesinin yaninda, 6nemli bir tibbi bitkidir. Diinya sarimsak tiretimi 2005
yil1 verilerine gore 14. 500. 000 ton olup 11. 093. 500 ton ile Cin ilk sirada, Tiirkiye ise
99 500 ton ile 12.sirada yer almaktadir (Anonim, 2005).



Sekil 3.2. Tunceli sarimsaginin kuru hali.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Malzeme Marka
Agaroz Sigma
Bovin Serum Albumin Sigma
1, 1- difenil-2-pikril hidrazin (DPPH) Sigma
Glasiyel asetik asit Sigma
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Sigma
Bromofenol blue Sigma
Gallik Asit (3, 4, 5- trihidroksibenzoik asit) Sigma
Glisin Sigma
Sulfirik asit (H,SO,) Merck
Hidroklorik asit (HCI) Sigma
Etanol (CH;CH,OH) Sigma
Deoksiriboz Sigma
Trikloroasetik asit (TCA) Merck
Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) Sigma
Potasyum asetat (CH;COOK) Merck
Folin ciocalteu’s fenol reaktifi Merck
Trikloroasetik asit (TCA) Merck
Askorbik asit Merck
B-merkapto etanol Fluka
Biitillenmis hidroksi anisol (BHT) Merck
Allminyum nitrat (AI(NO3)) Sigma-Aldrich
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler (Devami)

Malzeme Marka
Ferrozin Fluka
2-tiyobarbtirik asit (TBA) Fluka

Etil asetat Carlo-Erba
Quercetin dihidrat Fluka
Dihidrojen potasyum fosfat (KH,PO,) Fluka
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) Fluka

Dimetil silfoksit (DMSO) Carlo-Erba
Sodyum Karbonat (Na,CO3) Sigma-Aldrich
Etilendiamintetra astik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Marka

Cary 100 Bio model UV-VIS Spektrofotometre Varian

RE-100B model Evaporator Bibby Strilin

Jel Goruntlileme Sistemi
Terazi

Elektroforez

Derin dondurucu

Bio Rad Gel Doc XR
Metler Toledo

Bio Rad mini protean
Sanyo marka

Sterilizator Heraus
Mikrodalga firin Arcelik
Otoklav Hiramaya
Laborota 4000 model, Soxhlet Heiidolph
Universal 320 R model, Santrif(j Hettich
Buzdolab1 Arcelik

pH —metre Metler Toledo
Calkalayici Memmert
Mikropipet Ependorf
Membran filtresi Schleicher-Schvell
\ortex Heiidolph

3.2. YOntem

3.2.1. Bitkinin etanol ekstraktinin hazirlamasi

Bu calismanin materyalini olusturan (Allium tuncelianum) Tunceli Sarimsagi

Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii dgretim iiyesi Prof. Dr.

Silleyman KIZIL tarafindan kiiltiir ortaminda Diyarbakir’da yetisen ve Tunceli’nin

Ovacik ilgesinin daglarindan toplanan sarimsak tiirleri kullanildi. Ug ortamdan alian
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sarimsak tiirlerinin ekstraksiyon islemi etanole hazirlandi bir gln sireyle beherde Usti
kapatilarak magnet ile karistirildi. Elde edilen ¢6zeltinin ¢oziclst evaporatorde
ucuruldu. Daha sonra s1vi azot ile dondurularak liyofilize edilip, etanol ekstrakti 4 °C’de
renkli cam siselerde saklandi. Dicle Universitesinde tarla bitkileri bélimiinde elde
edilen sarimsak kiiltiirli cok iyi sonug¢ vermedigi i¢in deneylerde kulanilmadi.
Tunceli-Ovacik daglarindan toplanan ve Diyarbakir -Cermikte toplanan 215er
gr sarimsak havanda dovilerek 800 ml Etanol ile 24 saat manyetik karistici ile
karistirilip bekletildi (Sekil 3.3). Daha sonra 1000 ml lik beherlerden Siizge¢ kagidi ile
ayirma islemi yapildi. Elde edilen ¢6zeltiden etanol evaporator yardimiyla uzklastirildi
(Sekil 3.4). Bu islem 2 defa tekrarlandi.Elde edilen 11.7 g A.tuncelianum ve 10.4 g
Cermik sarimsagi ayri ayri tliplere konulup sivi azotla dondurularak liyofilize edildi.

Elde edilen ekstrakt +4 °C’de bir kap igerisinde muhafaza edildi.

Sekil 3.3. Sarimsagin manyetik karistirici ile karigtirma islemi.
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Sekil 3.4. Evaporator ile etanolil ayirma iglemi.
3.2.2. Toplam fenolik bilesen miktar tayini

Allium tuncelianium (Tunceli Sarimsaginin) eksraktinin toplam fenolik bilesik
tayini Folin-Ciocalteus (Singleton ve ark., 1999) yontemi ile belirlendi. Oncelikli olarak
derigimi 0.5 mg/ml olan gallik asit ¢0zeltisinden derisimi 500, 1000, 1500 ve 2000 pg
/ml olan dort farkli konsantrasyonda etanol ¢o6zeltisi hazirlandi. Ayni sekilde bu
caligmada kullanilan Allium tuncelianium ekstraktinin da 0.5 mg/ml olan derisiminden,
¢ozeltisi bes farkli konsantrasyonda etanol ¢ozeltisi icerisinde hazirlandi. Hazirlanan bu
cozeltilerden hem gallik asit hemde Allium Tuncelianium ektraktindan ayri ayr1 40 pl
alindi, Uzerlerine 1160 pl saf su ilave edildi ve bunlarin iizerine 200 pl 2 N folin reaktifi
ilave edildi. Bu karisim oda sicakliginda 5 dakika karistirildiktan sonra tizerlerine 600
ul % 20’lik NayCOj3 ¢dzeltisi ilave edilip iyice karigmasi igin oda sicakhiginda 2 saat
boyunca ¢alkalandi. Bu islem bittikten sonra UV’ de 765 nm’de absorbans degerleri
okundu.

Gallik asit artan absorbans degerine kars1 (Es.3.1) absorbans degerleri grafige
gecirildi ve asagidaki grafik elde edildi (Sekil 3.5).

Absorbans (A) = 0.0009 x gallik asit (ug) (R?>=0.9977) (3.1)
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Bu esitlik kullanilarak Allium Tuncelianium eksraktinin toplam fenolik bilesen

icerigi gallik asit baz alinarak hesaplandi.

OH

OH

OH

OH
Sekil 3.5. Gallik asit.
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Sekil 3.6. Toplam fenolik miktar tayini grafigi.
3.2.3. Toplam flavonoid bilesen miktar tayini

Allium tuncelianium etanol ekstraktinin toplam flavonoid bilesen tayini daha
once bu yontemi tayin eden (Zhishen ve ark., 1999) calismasindan esinlenerek yapildi.
Standart olarak quercetin kullanildi. Buradaki temel hedef quarcetinin artan
konsantrasyonlarindaki flavonoid bilesen miktarindan yararlanarak bizim ekstraktimiz
olan Allium Tuncelianium igerisindeki Toplam Flavonoid bilesen miktarini tayin

etmektir.
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Quercetinin etanol icindeki 100 pg/ml’lik stok ¢o6zeltisinden 500, 1000, 1500,
2000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Calismanin konusu olan Allium
Tuncelianium etanol ekstraktindan da 0.5 pg/ml’lik ¢6zeltiside ayn1 zamanda hazirlandi.
Daha sonra bu ¢ozeltiler tizerine 0.1 ml % 10’luk A1(NO3)3, 0.1 ml 1M CH;COOK ve
3.8 ml metanol ilave edildi. Bu islemden sonra hazirlanmis olan tiiplere quercetin
cozeltisinden 1 ml quercetin tipine, 1 ml ekstrakt ¢ozeltisinden de extraktin oldugu
tipe ilave ettikten sonra iyice karistirildi. Elde edilen bu karigimlar 25 °C’de 40 dakika
su banyosunda inkiibasyona birakildi. Son olarak da bu islem bittikten sonra UV’de 425
nm’de absorbanslar1 okundu.

Quercetinin artan konsantrasyonuna karsin Allium Tuncelianium etanol
eksratinin degerleri grafige tasinmistir. Bu grafik sonucunda asagidaki (Es. 3.2) esitlik
elde edildi (Sekil 3.7).

Absorbans (A) = 0.0069 x quercetin (ug) (R?>= 0.9956) (3.2)

Bu esitlik baz alinarak Quercetin igerisindeki toplam fenolik bilesik oranindan
yararlanarak Allium Tuncelianium etanol ekstraktinin toplam flavonoid bilesik igerigi

hesaplanda.
OH

OH

OH

OH O
Sekil 3.7. Quarcetin.
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Sekil 3.8. Toplam flavonoid miktar tayini grafigi.
3.2.4. DPPH radikalini sondiirme aktivitesi

Calisma konusunun ekstrakti olan Allium tuncelianium DPPH sondirme
aktivitesini, daha 6nce bulunmus olan yéntem (Blois., 1958) kullanilarak hesaplandi. Bu
islemde pozitif kontrol olarak BHA kullanildi. Deney iki ayr1 konsantrasyonda yapildi.
Farkli konsantrasyonda ekstraktin etkisini anlayabilmek i¢inl mg/ml DPPH ¢ozeltisi de
ve 0.1 mg/ml DPPH metanol ¢ozeltisi kullanilarak deney yapildi. 1 mg/ml DPPH ve
ayni oran da ekstrak cozeltileri 4 ayn tiiplerde farkli konsantrasyonlarda 500, 1000,
1500 ve 2000 pg/ml olarak hazirlandi. Allium tuncelianium etanol ekstrakti ve pozitif
kontrol 3’er ml alinarak {izerlerine 1 mM DPPH ¢dzeltisi ilave edildi. Tlpler igerisinde
olusan karisimlar 30 dk karanlikta ve oda sicakliginda inkiibiiSyonaya birakildi. Bu sure
sonunda 517 nm’de absorbans degerleri okundu.

Bu islemlerin sonucu olarak artan DPPH etanol konsantrasyonuna karsin Allium
tuncelianium etanol konsantrasyonunun grafigi elde edilmistir. Bu grafik asagidaki
esitlik kullanilarak elde edildi (E.s .3.3).

% | = [(Akontrol-Adrnek) / Akontrol] x 100 ( 3.3)
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Sekil 3.9. DPPH.
3.2.5. Lipit peroksidasyonunu 6nleme aktivitesi

Allium tuncelianiumun etanol ekstraktinin lipit peroksidasyonu 6nleme aktivitesi
tiyobarbiturik asit (TBA) metodu kullanilarak bulundu (Lo ve ark., 2005). Bu deneyde
pozitif kontrol olarak BHA kullanildi. BHA % 97’ lik etanol ¢ozeltisinde 30 mg/10 ml
cozeltisi aym sekilde bizim eksraktimizda %70’ lik etanol ¢ozeltisi igerisinde 4 ayri
konsantrasyonlarda 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler
tizerine onceden hazirlanmig olan karaciger homojanatindan 200 pl ve sirayla 200 pl
ekstrak, 200 ul, FeCls, 200 pul EDTA, 200 pl H202, 200 ml askorbik asit sonrasinda
vortext ile iyice karistirildi. Daha sonra 37 °C’de 1.5 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyondan sonra karisimin iizerine 1200 ul % 28 lik TCA ilave edildi. 3000 rpm’de
15 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar alindiktan sonra {izerine 1200 pl TBA ilave edildi
ve 100 °C 10 dk bekletildikten sonra 6rnekler buz igerisine alinarak UV’de 532 nm de
absorbans degerleri okundu.

Sonuglar artan ekstrakt absorbans degerlerine karsin % inhibisyon degerleri

grafige aktarilmigtir. Grafik asagidaki E.g 3.4’e gore ¢izildi.

| = [(Akontrol-Adrnek) / Akontrol] x 100 (3.4)

SH

M
HO OH

Sekil 3.10. Tiyobarbitlrik asit (TBA).
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3.2.6. Protein oksidasyonu 6nleme aktivitesi-sds-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE)

Allium tuncelianium etanol ekstraktinin protein oksidasyonu dnleme aktivitesi
H,02/Fe*3/askorbik asit sisteminin Bovine serum albumin (BSA) proteininde meydana
getirecegi zararlart koruyucu ozelligi arastirildi. Calisma dikey elektroforez yontemi
kullanilarak yapildi. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak BHT kullanildi. Calismada
Allium Tuncelianium etanol eksraktindan ve BHT i¢in ayr1 ayr1i 60 mg/ml’lik
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 500, 1000, 1500 ve
2000 pg/ml’lik 4 ayr1 konsantrasyonlarda seyreltik ¢ozeltiler hazirlandi. Bu deneyde
kullanilmak tizere hazirlanan BSA 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH=7.4) icinde
¢oziildii. Deney tiipline sirastyla 200 pl potasyum fosfat tamponu (pH=7.4) veya
ekstrakt ve pozitif kontroliin konsantrasyona bagli seyreltik ¢ozeltileri, 200ul BSA,
200 pl 1.0 mM FeCls, 200 pl 3.0 mM EDTA, 200 pl 2.5 mM H20 ve 200 pl 1.0 mM
askorbik asit ilave edildi. Toplam hacmi 1.2 ml olacak sekilde karigim 37 °C’de 3 saat
boyunca inkibasyona birakildi. Bu islemden sonar inkiibe edilen reaksiyon karigimi
Laemli’s (1970) metodu kullanilarak %10’ luk sodyum dodesilsulfat poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) icinde elektroforez islemi gergeklestirildi. Caligilan 6rnekler tamponla
(Tris HCI pH= 6.8, %2 SDS, %5 2-merkapto etanol, % 10 sikroz ve % 0.002
bromofenol blue) esit hacimde karistirildi. Daha sonra bu karisim 5 dakika 100 °C’de
wsitildi. Bu stire sonunda her bir drnekten 10 pl elektroforez kuyucuklarina yiiklendi.

Kuyucuklar 6 farkli sekilde ve konsantrasyonda hazirlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Protein oksidasyonunda elektroforez kuyucuklar icerisindeki reaksiyon

kosullari.
Kuyucuklar Reaksiyon Kosullar:
1.Kuyucuk BSA
2.Kuyucuk BSA+Fe3* | H,0,/Asc
3.Kuyucuk BSA+ Fe** / H,0,/Asc + 500 pg/ml Sarimsak
4.Kuyucuk BSA+ Fe** / H,0,/Asc + 1000 pg/ml Sarimsak
5.Kuyucuk BSA+ Fe** / H,0,/Asc + 1500 pg/ml Sarimsak
6.Kuyucuk BSA+ Fe** / H,0,/Asc + 2000 pg/ml Sarimsak

Elekroforez cihazi Jel BioRad 1.000/500 gii¢ kaynag: kullanilarak minijel igin
25 mAmp sabit bir deger ve maximum voltajda yiiriitiicii tamponla (Tris HCl pH= 6.8,
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% 2 SDS, %5 2-merkapto etanol, %10 sukroz ve %0.002 bromofenol blue) BioRad
tankinda ytiritiildi. Yiriitme isleminden sonra jeller %15°1lik Coomassie parlak mavi R-
250 boyasi ile 2 saat boyunca renklendirildi. Renklendirme isleminden sonra boya
¢ikarma islemi saf su, etil alkol yardimiyla jellerden ¢ikarildi. Son olarak elde edilen
jeller jel goruntileme sistemiyle dijital olarak fotograflari ¢ekilip goriintii net bir sekilde
elde edildi.

3.2.7. DNA oksidasyonu 6nleme aktivitesi-agaroz jel elektroforezi

DNAnin; siiper kivrimli gembersel DNA (Form 1; DNA zincirinde herhangi bir
kirik yok), tek bir kirik iceren ¢embersel DNA (Form 2; DNA zincirlerinden bir
tanesinde kirik vardir), dogrusal DNA (form 3; ¢ift sarmallt DNA zincirlerinde bir ya da
birden fazla kirik vardir) olmak Uzere ¢ formu vardir (Sekil 3.11). Bu formlar agaroz
jel icerisinde farkli hizlarla hareket etmektedir. Form1’de yogunluk fazla hacim kiigiik
oldugundan jelde en hizli hareket eden formdur. Form 2’de yogunluk form 1’e gore
daha diisiik oldugu i¢in jelde biraz daha yavas hareket eder. Form 3 ise hiz olarak form-
1 ve form-2 arasinda bir hiza sahiptir (Boyer ve ark., 1993).

Form | Form 1l Form 111

Form Il

Form 111

Form |

Sekil 3.11. Plazmid DNA’nin formlari.

Oncelikli olarak elektroforez igin agaroz jel hazirland1. 1 g agaroz ve 100 ml tris
asetat tamponu (40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) karistirildi. Daha sonra
mikrodalga firininda kaynatildi ve 60 °C’ ye sogutuldu. Bu islemden sonra ¢ozeltinin
uzerine 1.5 pL etidyum bromir (10 mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Cozelti kenarlart

otoklav bandi ile sarilmig ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Son olarak da
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jelin donmast i¢in oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Bu islem devam ederken hazirlanan
DNA cozeltileri farkli konsantrasyonlardaki sarimsak ekstratinin oldugu ve olmadigi
ependroflar igerisinde toplam konsantrasyonlar1 10 mg/ml olacak sekilde cozeltiler
hazirlandi. Bu islem iki ayr1 ¢alisma seklinde gergeklestirildi. Bir ¢alismada Cu?’nin
oldugu ve olmadig1 diger ¢alismada H202 ve UV varliginda ya da yoklugunda DNA
kesiminin nasil etkilendigi tespit edildi. 1. deney i¢in bazi epondroflarda herhangi bir
islem gérmemis DNA yalnizca UV uygulanmis ya da yalnizca H202 eklenmis plazmit
DNA kontrol olarak kullanilmigtir. Burada DNA kesimini goérmek icin jel
elektroforezinde, 13 ayri kuyucuk hazirlandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. DNA jel elektroforez kuyucuklar igerisindeki reaksiyon kosullart.

Kuyucuklar Reaksiyon Kosullari

1. Kuyucuk DNA,

2. Kuyucuk DNA + H202,

3. Kuyucuk DNA + UV

4. Kuyucuk DNA + H202+ UV

5. Kuyucuk DNA + A.t (250 pg/ml) + UV

6. Kuyucuk DNA + H,02+ UV + A. tunc. (50 pg/ml)
7. Kuyucuk DNA + H202+ UV + A. tunc. (100 pg/ml)
8. Kuyucuk DNA + H202+ UV + A. tunc. (250 pg/ml)
9. Kuyucuk DNA + H20,+ UV + A. tunc. (350 pg/ml)
10. Kuyucuk DNA + H>02+ UV + A. tunc. (500 pg/ml)
11. Kuyucuk DNA + H202+ UV + A. tunc. (750 pg/ml)
12. Kuyucuk DNA + H,02+ UV + A. tunc. (1000 pg/ml)
13. Kuyucuk DNA

Ikinci deney icin ise Cu? varliginda ya da yoklugunda DNA kesim etkileri analiz

etmek igin galisilmistir. Burada 16 ayr1 kuyucuk olusturulmustur (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.6. DNA jel elektroforez bakir varliginda veya yoklugunda kuyucuklar
icerisindeki reaksiyon kosullari.

Kuyucuklar Reaksiyon Kosullar

1. Kuyucuk DNA

2. Kuyucuk DNA + A. tunc (50 pg/ml),
3. Kuyucuk DNA + A. tunc (100 pg/ml)
4. Kuyucuk DNA + A. tunc (250 pg/ml)
5. Kuyucuk DNA + A. tunc (350 pg/ml)
6. Kuyucuk DNA + A. tunc (500 pg/ml)
7. Kuyucuk DNA A. tunc (750 pg/ml)
8. Kuyucuk DNA + A. tunc (1000 pg/ml)
9. Kuyucuk DNA + CuCl;

10. Kuyucuk DNA + CuCl2 (50 pg/ml)
11. Kuyucuk DNA + CuCl (100 pg/ml)
12. Kuyucuk DNA + CuCl2 (250 pg/ml)
13. Kuyucuk DNA + CuCl2 (350 pg/ml)
14. Kuyucuk DNA + CuClz (500 pg/ml)
15. Kuyucuk DNA + CuCl2 (750 pg/ml)
16. Kuyucuk DNA + CuCl2 (1000 pg/ml)

Jel kullanima hazir hale geldikten sonra otoklav bandi agildi ve tarak ¢ikarildi.
Hazirlanan DNA karigimlari uygun bir pipet ile kuyucuklara aktarildi. Jel 200 mL tris
asetat tomponu (40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) iceren elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankin kapagi kapatildi ve elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 40
V’ta 500 mA akim uygulanarak 90 dakika sureyle yirutildu. Elektrik akimi kesildikten
sonra kapak cikarildi. Daha sonra jelin fotografi Jel Gorlntileme Sistemi ile cekildi.
DNA zincir kesiminin % inhibisyonu (Fukuhara ve Miyata., 1998) hesaplandi.

%I = 1-[(Sm+a-Sc)/(Sm-Sc)] x 100

Buradaki formiilde; Sc=Kesilmemis kontrol DNA’daki supercoiled formunun
yuzdesi, Sm=DNA’nin kesimini Onleyen madde disindaki reaksiyon karigimiyla
etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesi ve Sm+a=DNA’nin
kesimini  Onledigi  diisliniilen maddenin varligindaki reaksiyon karigimiyla

etkilestirilmesi sonucu geriye kalan supercoiled formunun yiizdesidir.



4. BULGULAR

4.1. Toplam Fenolik Bilesen Miktari

Tunceli Sarimsagi (Allium tuncelianum) etanol ektraktinin 0.5 mg/ml lik toplam
fenolik bilesen igerigi Folin-Ciocalteus yontemine gore gallik asite esdeger olarak
hesaplandi. Gallik asit ve Allium tuncelianum bitkisininn etanol eksrakt: 500, 1000,
1500, 2000 pg/ml olarak bes farkli konsantrasyonlarda g¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu
araliktaki konsantrasyonlarin yukarida da belirtildigi gibi belirli islemler yapildiktan
sonra, 765 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

Absorbans (A) = 0.0009 x gallik asit (ug)

Bu denklem kullanilarak Allium tuncelianum etanol eksraktinin toplam fenolik
bilesen igerigi gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Tunceli Sarimsagi (Allium
tuncelianum) etanol ekstraktinin toplam fenolik bilesen miktar1 16.70 + 1,21 pg olarak

gallik aside esdeger olarak bulundu.

4.2. Toplam Flavonoid Bilesen Miktari

Sarimsak (Allium tuncelianum) etanol ekstraktinin toplam flavonoid bilesen
icerigi quercetine esdeger olarak hesaplandi (Zhishen ve ark., 1999). Tez calismasi
kapsaminda ¢alisilan saimsak eksrakti ve standart olarak kullanilan quercetin
cozeltilerinin her ikisinden 5, 10, 15, 20 ve 25 pg/ml’lik farkli 5 konsantrasyonda
cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu konsantrasyonlar bulgular kisminda belirtildigi
uzere belirli igslemler yapildiktan sonra 415 nm’de absorbans degerleri okundu. Daha
sonra okunan bu degerler asagidaki denklem kullanilarak hesaplandk.

Absorbans (A) = 0.0069 x quercetin (ug)

Bu ifade kullanilarak Allium tuncelianum ekstraktindaki toplam flavonoid
bilesen igerigi quercetine esdeger olarak hesaplandi. Allium tuncelianum etanol
ektraktinin toplam flavonoid bilesen miktar1 6.73 + 0.11 pg olarak quarcetine esdeger

olarak hesaplandi.
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4.3. DPPH Radikalini Sondirme Aktivitesi

Sarimsagin (Allium tuncelianum) etanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme
aktivitesi Blois metodu kullanilarak belirlendi. Bu metotta BHA pozitif kontrol olarak
kullanildi. Pozitif kontroliin vesarimsak ekstraktinin 1 mg/ml’lik stok c¢ozeltilerinden
500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml’lik konsantrasyon araligindaki ¢ozeltiler hazirlandi. 517
nm’de absorbans 6l¢iildii ve dlgiilen degerler asagidaki esitlik kullanilarak % inhibisyon
olarak hesaplandi. Artan ekstrakt konsantrasyonuna kars1 % inhibisyon degerleri grafige
gecirildi (Sekil 4.1). % I = [(Akontrol-Adrnek) / Akontrol] x 100 DPPH radikalini
sondiirme aktivitesi incelenirken 500-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Bu
aralikta Allium Tuncelianum19.4 + 0.7 — 897 + 0.3 arasinda pozitif kontrol olan BHA
73.0£1.21 — 90.440,4 arasinda % inhibisyon gosterdi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Allium tuncelianum etanol ekstraktinin diisilk konsantrasyonu igin farkli
konsantrasyonlardaki DPPH radikali Gizerindeki sonduriicu etkisi grafigi.

4.4. Lipit Peroksidasyonunu Onleme Aktivitesi

Allium tuncelianumun etanol eksraktinin lipit peroksidasyonu &nleme

aktivitesini hesaplamak icin TBA metodu kullanildi (Lo ve ark., 2005). Bu metota goére
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pozitif kontrol olarak BHA kullanildi. Sarimsak ekstrakti ve pozitif kontrol olarak
kullanilan BHA 0.5 mg/ml lik ¢ozeltileri i¢in 500, 1000, 1500, 2000 pg/ml’lik dort ayri
seyreltik konsantrasyon hazirlandi ve ¢alisildi. Hazirlanan ¢ozeltilere belirli islemler
yapildiktan sonra 532 nm de UV’de absorbans degerleri okundu. Bu deney igin ayr1 ayri
absorbans degerleri i¢in % inhibisyon hesaplamalari yapildiktan sonra grafiksel olarak
da ayr1 ayr ifade edilmistir. % inhibisyon hesabi agagidaki denkleme gore yapildi.
% | = [(Akontrol-Aérnek) / Akontrol] x 100

Allium tuncelianumun etanol eksraktinin ve pozitif kontrol olan BHA’nin
hazirlanan 500-2000 arasindaki farkli konsantrasyonlardaki % inhibisyon degerleri
hesaplandiktan sonra standart sapma degerleride hesaplandi. Hesaplama yapildiktan
sonra elde edilen degerler grafiksel olarak ifade edilmeye ¢alisildi. Mevcut calismadaki
meyve ekstraktinin ve BHA icin yapilan ¢alismada; Allium tuncelianum etanol
eksraktinin diisiik konsantrasyonda ki en yiiksek ve en diisiik standart sapma araligi %
69.6 + 0.2 — 57.6% 0.3 araliginda degisirken (Sekil 4.2), BHA igin bu degerler: % 83.4 +
0.3 —55.72 £ 0.2 araliginda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Allium tuncelianum etanol ekstraktinin yiiksek konsantrasyonda lipit
peroksidasyonunu 6nleme aktivitesinin grafigi. BHA pozitif kontrol olarak
kullanilda.
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4.5. Protein Oksidasyonu Onleme Aktivitesi- SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE)

Protein oksidasyonu tayini ¢alismasinda kullanilan Allium tuncelianumun etanol
ekstraktinin protein oksidasyonu 6nleme etkisi daha Once yapilmis olan Laemmli’s
(1970) metoduna gore belirlenmeye ¢aligildi. BHT pozitif kontrol olarak kullanildi. Bu
calismada Allium tuncelianumun ekstraktinin ve pozitif kontrol olan BHT igin 60
mg/ml’lik konsantrasyonlarda stok ¢ozeltiler 500-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda
dort ayr1 seyreltik cozeltileri hazirlandi. Allium tuncelianumun etanol eksraktinin
protein oksidasyonu onleme aktivitesi H2O-/Fe*3/askorbik asit sisteminin Bovine serum
albumin (BSA) proteininde meydana getirdigi zararlari koruyucu ozelligi yapilan
calisma ile belirlenmeye calisildi. Grafiksel olarak ifade edilmeye calisildi.

Bu deneyin sonucunda protein oksidasyonu énleme aktivitesi incelenirken 500-
2000 pg/ml dort farkli konsantrasyon araligindaki Allium tuncelianumun protein
oksidasyonunu onleme aktivites % 61.88 + 2.50 — 76.23 £ 3.14 arasinda (Sekil 4.2)
pozitif kontrol olan BHT i¢in bu degerler 47.23 + 3.09 — 90.40 £ 2.17 arasinda (Sekil
4.3) oldugu goriildi.
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Sekil 4.3. BHA’'nin BSA’y1 oksidatif hasardan koruyucu etkisinin sodyum dodesil
sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile incelenmesi
1.Kuyucuk: BSA 2. Kuyucuk: BSA + Fe®* / H,0, / Asc 3.Kuyucuk: BSA +
Fe3* / H202 / Asc + 500 pg / ml At 4. Kuyucuk: BSA +Fes. / H202 / Asc +
1000 pg / ml At 5. Kuyucuk: BSA + Fe** / H20, / Asc + 1500ug / ml At
6.Kuyucuk: BSA + Fe®"/ H,02/ Asc + 2000 / ml At
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Sekil 4.4. Sarimsak (A.tuncellianum) bitki ekstraktinin BSA’y1 oksidatif hasardan
koruyucu etkisinin sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile incelenmesil.Kuyucuk: BSA 2.Kuyucuk: BSA + Fe** /
H,02 / Asc 3.Kuyucuk: BSA + Fe** / H,O2 / Asc + 500 ug / ml At 4.
Kuyucuk: BSA +Fe** / Ho02 / Asc + 1000 pg / ml A.t 5.Kuyucuk: BSA +
Fe3*/ H20, / Asc + 1500ug / ml A.t 6.Kuyucuk: BSA + Fe*/ H,0, / Asc +
2000/ ml A.t.

4.6. DNA Oksidasyonu Onleme Aktivitesi-Agaroz Jel Elektroforezi

Allium tuncelianumun etanol ekstraktinin DNA’y1 H2O2:nin fotolizi sonucu
olusan OH radikaline karsi koruyucu etkisini Agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilarak tespit edilmeye ¢alisildi. Bu calisma yapilirken plazmit DNA varliginda
Allium tuncelianumun etanol ektraktinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri H,O, +
UV islemi ile okside edilerek jel elektroforezinde DNA kesiminin olup olmadig tespit

edilmeye galisildi. Allium tuncelianumun etanol ektrakti 50-1000 mg/ml araliginda yedi
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farkli konsantrasyon da seyreltik ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Bu ¢alismada plazmit DNA.varliginda baz1 kuyucuklarda yanliz UV uygulanmis

ya da yanliz H,0, varliginda kuyucuklar olusturuldu. Baz1 kuyucuklarda H,O, UV ve

Allium tuncelianumun ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda oldugu 13 kuyucuk

olusturularak DNA kesimi goriilmeye ¢aligildi (Sekil 4.5).

%DNA/Kuyucuk

100
BForm I

M OForm IT
80 _ —
— OForm III_ —
" —
40
20 —‘ —‘
0 I o N I 1 [ W —‘
1 2 3

i R e e ppe—

S— —

-— e aEmd - —

+ +
- +
Sekil 4.5.

+ + + + + + + + + + + DNA

- + - + + + + + + + - H.0,

+ + + + + + + + + + - uv

- - 250 50 100 250 350 500 750 1000 - 0S-Su (mg)

Her kuyucuktaki pBR322 plazmid DNA’nin sc-DNA (Form 1), oc-DNA
(Form I1) ve I-DNA (Form III) yiizdeleri. Farkli konsantrasyonlardaki A.
tuncelianumun (A.t) ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H20: fotolizi sonucu
olusan OH radikaline kars1 koruyucu etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi.
Elektroforez, etidyum bromir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz jelde, 1 saat
90 V 500 mA akim uygulanarak gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE
(40 mM Tris asetat, | mM EDTA, pH 8.2); Jellerin fotografi Bio Rad Gel
Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA) gorintileme sistemi ile cekildi ve %
kesim hesaplamalar1 Quantity Oneprogramiyla (4.5.2 versiyonu, BioRad
Co.) hesaplandi. 1. Kuyucuk: DNA; 2. Kuyucuk: DNA + H202: 3. Kuyucuk:
DNA + UV; 4. Kuyucuk: DNA + H;02 + UV; 5. Kuyucuk: DNA + UV +
250 pg / ml At; 6. Kuyucuk: DNA + H2O02 + UV + 50 pug / ml Att; 7.
Kuyucuk: DNA + H202 + UV + 100 ug / ml A.t; 8. Kuyucuk: DNA + H20>
+ UV + 250 pug / ml A.t; 9. Kuyucuk: DNA + H202 + UV + 250 ug / ml ALt;
10. Kuyucuk: DNA + H202 + UV + 350 pug / ml A.t; 11. Kuyucuk: DNA +
H202 + UV + 500 pg / ml A.t; 12. Kuyucuk: DNA + H202 + UV + 750 ug /
ml A.t; 13. Kuyucuk: DNA + H202+ UV + 1000 pug / ml ALt.
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Cizelge 4.1. Allium tuncelianumun etanol ekstraktinin DNA hasari iizerine olan
etkisinin incelenmesi.

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullar1 form-1  form-2  form-3
1 DNA 84.26 15.74
2 DNA + H»0, 86,48 13,52
3 DNA + UV 81,24 18,76
4 DNA + H20.+ UV 15,11 15,11 15,11
5 DNA + UV + 250 pg/ml ALt. 1,68 74,51 23,81
6 DNA + H202+ UV + 50 pg/ml ALt. 34,21 60,82 4,97
7 DNA + H>02+ UV + 100 pg/ml A.t. 20,86 72,56 6,58
8 DNA + H202+ UV + 250 pg/ml A.t. 6,92 6,92 6,92
9 DNA + H202 + UV + 350 pg/ml A.t. 0,77 77,4 21,83
10 DNA + H>02+ UV + 500 pg/ml A.t. 0 78,9 21,1
11 DNA + H202+ UV + 750 pg/ml A.t. 0 69,53 30,47
12 DNA + H20 + UV + 1000 pg/ml A.t. 0.00 65,97 34,03
13 DNA 83,47 16,53

Diger bir ¢aligmada plazmit DNA nin oldugu kuyucuklarin bazilarinda sadece
farkl1 konsantrasyonlarda meyve ekstrakt: varken, digerlerinde ekstradan Cu*? metali
ilave edilerek 16 farkli kuyucuktan olusan DNA kesim etkisi arastirildi. Burada’da
DNA kesim % inhibisyon yukarida metod kisminda belirtilen esitlik kullanilarak
hesaplandi ve bu degerler grafiksel olarak ifade edilmeye calisildi (Sekil 4.6). Bu
calisma sonucunda elde edilen grafikte Cu*? iyonunun 50 mg/ml den 1000 mg/ml dogru
artan konsantrasyonunda DNA’y1 kestigi ¢ok agik bir sekilde goriildii. Ayn1 grafikte
mevcut ¢alismada kullanilan Allium tuncelianumun etanol ekstraktinin yine 50-1000
mg/ml araliginda artan konsantrasyon miktarina gore DNA kesimini artirdig1 ¢ok agik

bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Allium tuncelianum bitkisinin su ve etanol ekstraktinin bakir varliginda DNA
uzerine etkisinin incelenmesi. Elektroforez, etidyum bromur (10 mg/mL)
iceren % 1 Agaroz jelde, 1 saat 90 V 500 mA akim uygulanarak
gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mMTris asetat, 1 mM
EDTA, pH&8.2); Jellerin fotografi BioRad Gel Doc XR (BioRad, Hercules,
CA, USA). Goriuntuleme sistemi ile gekildi ve % kesim hesaplamalar
QuantityOne programiyla (4.5.2 versiyonu, BioRadCo.)
hesaplandi.1.Kuyucuk: DNA,; 2. Kuyucuk: DNA+50 pg/ml A.t; 3. Kuyucuk:
DNA + 100 pg/ml At; 4. Kuyucuk: DNA + 250 pg / ml A.t; 5. Kuyucuk:
DNA + 350 pg/ml A.t; 6. Kuyucuk: DNA + 500 pg/ml A.t; 7. Kuyucuk: DNA
+ 750 pg / ml A.t; 8. Kuyucuk: DNA + 1000 pg / ml A.t; 9. Kuyucuk: DNA +
Cu*?;, 10. Kuyucuk: DNA + Cu* + 50 ug / ml A.t; 11. Kuyucuk: DNA +
Cu*? + 100 pg / ml; At 12. Kuyucuk: DNA + Cu*? + 250 pg / ml A.t; 13.
Kuyucuk: DNA + Cu*? + 350 pg / ml A.t; 14. Kuyucuk: DNA + Cu*? + 500
ug / ml A.t; 15. Kuyucuk: DNA + Cu*? + 750 pug / ml A.t; 16. Kuyucuk: DNA
+ Cu*2 + 1000 ug / ml A.t.
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Cizelge 4.2. Allium tuncelianumun su ve etanol ekstraktinin bakir varliginda DNA
hasar: iizerine olan etkisinin incelenmesi.

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon form-1 form-2  form-3
1 DNA 75.66 24.84
2 DNA + 50 pg/ml A.t. 7136  28.63
3 DNA + 100 pg/ml ALt. 24.72 70.44 4.84
4 DNA + 250 pg/ml A.t. 10.19 8123 858
5 DNA + 350 pg/ml ALt. 4,71 79.84 15.45
6 DNA + 500 pg/ml A.t. 0 75.42 2458
7 DNA + 750 pg/ml A.t. 0 63.63  36.37
8 DNA + 1000 pg/ml ALt. 0 61.83  38.19
9 DNA + Cu* 0 61.83  56.01
10 DNA + 50 pg/ml Cu*? 2752 7248 0
11 DNA + 100 pg/ml Cu*? 13.05 8695 O
12 DNA + 250 pg/ml Cu*? 1042 8958 0
13 DNA + 350 pg/ml Cu*? 9.28 90.72 0
14 DNA + 500 pg/ml Cu*? 5.32 9465 O
15 DNA + 750 pg/ml Cu*? 5.18 91.18  2.94
16 DNA + 1000 pg/ml Cu*? 4.94 8382 11.24
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Sekil 4.7. Her kuyucuktaki Pbr 322 plazmid DNA’nin sc-DNA (Form 1), oc-DNA
(Form 11) ve I-DNA (Form IlI) yizdeleri. Farkli konsantrasyonlardaki A.
tuncelianum bitkisinin etanol ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H20> fotolizi
sonucu olusan OH radikaline karst koruyucu etkisinin Agaroz Jel
Elektroforezi. Elektroforez, etidyum bromir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz
jelde, 1 saat 90 V 500 mA akim uygulanarak gergeklestirildi. Elektroforez
tamponu: TAE (40 mMTris asetat, | mM EDTA, pH&8.2); Jellerin fotografi
BioRad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA). Gortintileme sistemi ile
cekildi ve % kesim hesaplamalari QuantityOne programiyla (4.5.2
versiyonu, BioRadCo.) hesaplandi.
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Sekil 4.8. A. tuncelianum su ve etanolekstraktinin DNA iizerine etkisinin incelenmesi.
Elektroforez, etidyum bromir (10 mg/mL) iceren % 1 Agaroz jelde, 1 saat 90
V 500 mA akim uygulanarak gerceklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE
(40 mMTris asetat, | mM EDTA, pHS.2); Jellerin fotografi BioRad Gel Doc
XR (BioRad, Hercules, CA, USA). Goriintiileme sistemi ile cekildi ve %
kesim hesaplamalar1 QuantityOne programiyla (4.5.2 versiyonu, BioRadCo.)
hesaplanda.



5. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller olduk¢a dayaniksizdirlar ve ayni zamanda reaktif
molekiillerdir. Serbest radikalerin ortaklanmamis elektronlar1 hiicredeki diger
molekiillerle reaksiyon olusturarak oksidatif hasara neden olurlar. Serbest radikaller
normal metabolizmada olusabildigi gibi, farkli dis etkenler araciligi ile de meydana
gelebilir. Organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi oksidatif
stres, olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler
gibi temel molekiilleri hasara ugratirlar. Olugsan bu hasar kanser, ateroskleroza,
amiloidoza, yasa bagl olarak, senil demans ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile
iligkili oldugu ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynadigi bilinmektedir. (Cakatay, ve
ark., 2006).19. ylizyilin sonlarina dogru H. J. H. Fentonun biiyiik ¢abalariyla oksidatif
stres ve Serbest radikal teorisi aydinlanmaya baslamistir. H. J. H. Fenton 1876 yilinda,
ilk adim olarak hidrojen peroksit ile Fe™ iyonlarmmn varliginda tartarik asitin
oksidasyonunu kesfini gerceklestirmistir. Denham Harman ise bu kapsaminda serbest
radikalleri Pandora’nin “Felaketler kutusuna” benzetmistir. Biyokimyasal oksidasyonlar
sonucunda serbest radikallerin hiicre hasar1 olusur ve ayrica doku ve organ
yaslanmasina da yol ac¢tigimi bildirmistir. Serbest radikallerin biiyiik oranda DNA
hasarrina, mutageneze, kansere ve dejeneratif yaslanma siirecinden sorumlu olabilecegi
goriisiinii savunmustur. Insan viicudu, siirekli olarak olusmakta olan ROS'un zararl
etkilerine karst koruma mekanizmalar1 vardir. Bu savunma sistemleri, dogadaki
bitkilerde bulunan antioksidanlar olup, olduk¢a reaktifolan bu bilesiklei stabilize
edilmeleridir. Baz1 gidalarin pro-oksidan aktiviteye sahip olmas1 oksidatif stresi'nin
ROS'un olusturulmasi ya da antioksidan sistemlerin inhibisyonu yoluyla pro-oksidan
ajanlardan indiiklenebilecegi gercegine baglidir (Puglia ve ark., 1984). Bitkilerde engok
antioksidan bulunduran molekiiler fenolik bilesikler veya polifenol bilesiklerdir. Bu
molekiiler bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunabilirler. Fenol bilesiklerin yanisira
bitkilerde en fazla bulunan antioksidan bilesenler flavonoidler, bazi aminoasitler,
karoteonidler, A ve C vitamini, organik asitler, terpenler, glukonadlar, kumarinler,
sulfitlar, fitatlar, melonoidler ligninler, izotiyosiyanatlar ve indoller dir (Nagy ve
Attaway, 1992). Yapilan ¢ok sayida c¢alisma gostermistirdir ki oksidatif strese neden

olan serbest radikallerin ve serbest radikalerin sebep oldugu hastaliklarin olusmasim
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engelleyen molekiillerin ¢ogunun bitkilerde mevcut olan antioksidan bilesikler oldugu
goriilmiistiir (Chen ve ark., 2007). Fenolik bilesikler giiglii zincir kiric1 antioksidanlar
olarak bilinir (Shahidi ve ark., 1992). Fenoller, hidroksil gruplarmma cok kolay
baglanabildikleri icin ¢ok oOnemli bitkilerdir. (Hatano ve ark., 1989). Dogal
antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunurlar veya gida islenmesi sirasinda da
aciga cikabilen bilesenlerdir. En 6nemli dogal antioksidanlar, flavonoidler, tokoferoller,
fenolik asitler, C vitamini, karotenoidler ve selenyumdur (Dogmus ve Durucasu, 2013).
Gucll bir dogal antioksidan olan sarimsagin biinyesinde sistein, glutamin, izolésin ve
metionin gibi aminoasitler bulunmaktadir. Bu aminoasitler hiicreleri serbest radikallerin
hasarindan korumaya yardimci olurlar. Yapilan aragtirmalar sarimsagin antioksidan
ozellige sahip olmasi vicutta tolare edilmesi zor olan agir metal zehirlenmelerine karsi
(kursun, civa, kadmiyum, arsenik ve bakirli kirleticilerden) viicudu etkin bir sekilde
korudugu tespit edilmistir. Ayrica sarimsagin yapisinda bulunan Polifenol ya da fenol
bilesenleri ve bu bilesenlerin DNA, protein, lipit gibi yapilara baglanabilme
ozelliklerinden dolayr bu yapilar1 serbest radikallerin  hasarlarima  karsi
koruyabilmektedir (Kafkas ve ark., 2006). Fenolik bilesiklerde bulunan hidroksil
gruplar1 serbest radikal hasarmi stpirme ozeliginden dolayr en 6nemli bitkisel
bilesenlerdir (Hatano ve ark., 1980). Fenolik bilesenler antioksidan aktiviteye dogrudan
katkida bulunurlar (Duh ve ark., 1999). Gunumuzde gidalardaki fenolik bilesiklerin
antioksidan Ozeliklerinin incelenmesi giderek onem kazanmaktadir (El ve ark., 1999).
Genis bir aile olan fenolik bilesiklerin ayri ayri grub analizleri mimkin olsa da
gidalardaki toplam fenolik bilesiklerin tayini yapilmak istenen Onemli bir analizdir.
Fenolik bilesikler dogal antioksidanlar olarak kabul edilirler. Belirli bir derisimde
konjuge dienlerin olusum hizlarimi énemli oranda azaltirlar. Gida endiistrisi agisindan
oldukga ilgi cekicidirler ¢lnkl lipidlerin oksidatif bozulumunu geciktirirler. Ayrica
besinlerin, besin degerini ve kalitesinide gelistirmektedirler. Kastamonu sarimsagindaki
mineralerin biiyilikten kiigige dogru siralamasi K, Ca, P, Mg, Na ve Zn ile Tunceli
sarimsaginda ki siralama K, Ca, Mg, P, Na, Fe ve Zn bu sekildedir (GTHIM, 2011;
Artik ve Poyrazoglu., 1994). Siralamada 1.00 mg/kg degerinden yiiksek olan degerler
dikkate alinmistir. Kastamonu sarimsaginda Fe miktar1 1.00 mg/kg degerinin altinda
iken Tunceli sarimsaginda Fe miktarinin1.00 mg/kg nin {istiinde olmas1 ve ayrica Zn

miktarindan daha fazla olmasi dikkate degerdir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmada A.
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tuncelianum bitkisinin etanol ektrakti i¢in yapilan deney sonucunda toplam fenolik
bilesen igerigi 16.70 £ 1.21 ug olarak gallik aside esdeger olarak hesaplanmistir (Agbas
ve ark., 2013). Yapilan arastirmada A. tuncelianum bitkisinin etanol ekstrakti igin
yapilan ¢alismada Fenolik bilesen igerigi 16.21 + 0.85 ug olarak ol¢iilmiistiir. Ayrica
Kastamonu Sarimsak bitkisinin Etanol ekstrakti i¢in Fenolik bilesen igerigi 4.01 + 0.09
olarak oOl¢iilmistir. 2012 yilinda Kozan G.ve ark., tarafindan yapilan aragtirmada
Kastamonu sarimsaginin fenolik bilesen igerigi 5.418 pg olarak ve Denizli sarimsaginin
Fenolik bilesen icerigi ise 4.499 ug olarak ol¢iilmiistiir. Toplam fenolik madde igerigi
ile igili Chen ve ark. (2007) antioksidan aktivite ¢aligmalarint dort farkli bitki
yapraginin su ekstraktlariyla ¢alisma yapmislardir. (Wong ve ark., 2006) ise 30 farkli
medisinal bitki ile calismaslar1 bulunmaktadir (Stoliova ve ark., 2006). Zencefil
bitkisinin etanol ekstraktinin, toplam fenolik bilesenin icrigi 871 mg/g gallik asit
edegeri olarak bulunmustur. Bu tez kapsaminda A. tuncelianum bitkisiyle yaptigimiz
Toplam Fenolik bilesen igerigi 16.70 £ 1.21 pg olup diger sarimsak tiirlerinden daha iyi
aktiviteye sahip oldugu goriilmustiir. Bitki fenolleri genellikle fenolik yapiya bagli olan
karbon atomlarinin sayist esas alinarak farkli gruplara ayrilmislardir. Bu gruplar
sunlardir: Basit fenoller, stilbenler, sinnamik asitler, flavonoidler, fenolik asitler,
ligninler ve biflavonoidlerdir. Fenolik bilesikler, enfeksiyon, yaslanma, UV 1sinlari,
radyasyon gibi stres kosullarina cevap olarak bitkinin normal gelisimi sirasinda
sentezlenmektedir. Flavonoidler kimyasal yapilar1 ve biyolojik fonksiyonlar: itibariyle
cesitliligi en fazla olan en 6nemli Fenolik bilesikleridir. Flavonoidler yeteri kadar
antioksidan ve selatlama Ozelliklerine sahip difenilpropanoidlerdir. Cogunlukla
bitkilerde bulunmaktadir. Flavonoidler igin farkli siniflandirmalar bulunmaktadir. Genel
olarak 6 temel flavonoid smifi vardir. Bunlar; flavonlar, flavononlar, flavonoller,
antosiyaninler isoflavonoidler ve flavanlardir. Flavonoidler bitki diinyasinda degisik
rolleri vadir. Ornegin, meyvelerdeki ve ¢iceklerdeki saridan- kirmiziya- mora kadar
farklt renklerden sorumludurlar. Ayrica, flavonoller, flavonlar ve antosiyaninler
renklerinden dolayr polinasyon i¢in gerekli olan goriiniir sinyaller olarak gorev
yapmaktadirlar. Flavonoidler serbest radikal stplrlcl etkiye sahiptirler ayrica enzim
aktivitelerini duizenleyici, antibiyotik ve antiallerjen 6zellik tasimalari, Glseri engeleyen
ve iltihab1 onleyen ilag gibi gorev alirlar (Hudson, 1990). Flavonoidler bitkisel

besinlerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bilesiklere olan ilginin sebebi Koroner kalp
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hastaliklar1 ve kanser gibi hastaliklarin engellenmesinde rol oynamalaridir. GUnlmuze
kadar 4000’in {izerinde farkli flavonoid ¢esidi belirlenmistir. Flavonoidler genelikle
aglikon veya glikozitler seklinde bulunmakla beraber sekere bagl (glikozit) hali daha
yaygindir. Flavondan tlretilen, suda ¢oziinebilen, %70 etilalkol ile ekstrakte edilebilen
ve bazik ¢Ozeltide renkleri degisen ikincil metabolitlerin 6nemli bir sinifidir. Cigeklere
ve meyvelere renk verirler, serbest radikallerin etkisini diisiiriirler ve zararh
mikroorganizmalardan koruyan, virlsleri etkisz hale getiren, bagisiklik sistemini
guclendirirler, C vitamininin emilimini arttirirlar, kanserli hiicrelerle savasirlar, bazi
hastaliklara karsi ilag gibi davranirlar, enzim aktivitesini etkin hale getrirler ve alerjik
reaksiyonlara karsi etki gosterirler (Yesilioglu ve ark., 2011). Serge, (2012) yilinda
yapmis oldugu tez ¢alismasinda Meryama Dikeni (Silybum marianum L. Gaertner)
tohumunun toplam flavonoid igerigi 19.00 pg/ml quarcetine esdeger olarak
hesaplanmistir. Bu deger A. Tuncelianum etanol eksraktinin toplam flavonoid degeri
olan 6.73 pg/ml daha iyi ve etkin bir deger oldugu goriildii (Serge., 2012). Bazi
calismalar flavonoidlerin mutajen (Fieschi ve ark., 1989) ve kanserojen oldugunu
gostermesine karsin bagka bir ¢alismada ise tersine elde edilen bulgular flavonoidlerin
antimutajen ve antikanserojen oldugunu gostermektedir (Hertog ve ark., 1992; Shahidi
ve Naczk, 1995). Cemeroglu ve Cemeroglu, 1998; Wanasundara ve Shahidi., 1998).
Islenmis {iriinlerdeki flavonoidlerin icerigi kullanilan meyve ve sebzenin cinsine, iklim
kosullarina meyvenin biyikligine, olgunluk dizeyine veya islemde uygulanan
sicaklik, hava ya da 1s18a varligi bagh oldugu gorilmektedir. Bunun yaninda, analiz igin
uygulanan metotlar ve ekstraksiyon yontemlerinin farklilik gostermesi de sonuglarin
farkliliginda rol aldigr goriilmiistiir. Ekstraksiyon isleminin etkinligi ise meyvenin
olgunluk diizeyi, meyvenin yapisal 6zelligi ve genotipi ile ilgilidir (Pellegrini ve ark.,
2007) Toplam antioksidan kapasitesi, fakli ekstraksiyon yontemlerinden ve
ekstraksiyonda kullanilan ¢Ozlculerden etkilendigini yapilan arastirmalar gdstermistir.
Bu durum, islemlerin anlagilmasin1 daha da karmasik hale getirmektedir. Farkli
caligmalar arasinda tutarsiz sonuglara sebep olabilmektedir. Meyve ve sebzelerin
antioksidan igerigi C ve E vitaminleri ile a-karotenden daha ¢ok flavon, izoflavon,
antosiyanin, katesin ve izokatesin gibi flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Oksijen
radikallerini sondiirme aktivitesi bakimindan oniki meyve ve bes ticari meyve suyunun

incelendigi baska bir ¢alismada Oksijen radikallerini sondirme aktivite degeri en
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yuksek meyvelerin ¢ilek ve eriktir. Daha sonra ise portakal ve siyah (izimin
gelmektedir. Ticari meyve sulart arasinda {iziim suyunun Serbest oksijen radikallerini
sondurme kapasiteleri degerinin maksimum oldugu saptanmistir. Meyvelerin
antioksidan degerlerinin meyve yapisinda bulunan flavonoid igeriginden kaynaklandigi
belirtilmistir (Wang ve ark., 1996). Flavonoidler besinlerde genellikle glikozitler
seklinde bulunurlar, suda kolay ¢ozlnurler ve dayaniklidirlar. Besinlerdeki flavonoidler;
yaglarin antioksidasyondan, vitaminlerin par¢alanmasimdan ve enzim inhibisyonundan
sorumlu olan bilesenlerdir. Fakat lipitlerde ¢ozindrliklerin az olmas: ise dezavantajli
bir durumdur (Justesen ve ark., 1998; Peterson ve Dwyer., 1998).

Bu tez kapsaminda kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, ticari
olarak tiretilen ve yapisinda azot bulunan kararli radikallerden bir tanesidir. DPPH
radikali mor renkli olup, 515 nm’de maksimum absorbans vermektedir. DPPH radikalli,
antioksidan maddenin hidrojeni ile etkileserek, tek elektronu indirgenmis DPPH-H'i
olusturmaktadir ve bu sirada DPPH radikalinin 515 nm’deki molar absorpsiyon
katsayist 9660’tan 1640’°a diismekte ve rengi de mordan sariya doniismektedir
(Prakashve ark., 2001) Serbest Oksijen radikallere elektron veren antioksidanlar, DPPH
radikallerini etkisizlestirerek meydana gelebilecek bir¢cok hastalik ve hasarlara karsi
koruyucu etki gosterebilir (Gulgin ve ark., 2007).

Agbas ve ark., (2013) A.tuncelianum ve bazi sarimsak tiirleriyle ilgili yapilan
caligmada Tunceli sarimsagi etanol ekstraktinda 83.69 + 1.06 Tunceli sarimsagi Su
ekstrakti 59.44 + 1.1 Kastamonu sarimsaginin etanol ekstrakti 80.35 + 1.37 Kastamonu
sarimsaginin SU ekstrakti 45.70 £ 1.24 BHT 81.74 + 1.51 degerleri 6l¢iilmiistiir.Bu
tez kapsaminda Olciilen DPPH  degerleri ise en kiigiikten en biiyiigline dogru
A.tuncelianum 19.4 + 0.7-89.2 + 0.3 BHA ise 73.0 £ 0.3- 90 £ 0.4 olarak hesplanmis
olup oldukga etkin ve yiiksek bir degerdedir. Baska bir ¢caligmada ise, nar kabugu ve nar
tohumunun ekstraktlarinda in vitro modeli kullanilarak DPPH metodu ile aktivitesi
belirlenmeye ¢alisilmistir. 50 ppm de nar kabugunun metanol ekstraktinin antioksidan
aktivitesi %81 olarak belirlenmis 100 ppm de nar tohumunun metanol ekstraktinin
antioksidan aktivitesi % 23.2 olarak belirlenmistir (Singh ve ark., 2002). (Aviram ve
ark., 1999) ise nar suyunun oksidatif stresi engeleme calismalarini DPPH metodu ile
6lgmiisler ve nar suyunun antioksidan aktivitesini E vitamini esdegeri olarak 50 mmol E

vit/L olarak bulmuglardir. Troloks’un E vitamini analogu oldugu diisiiniilecek olursa,
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bu calismada taze nar suyu i¢in bulunan 52,12 pmol TE/g degerinin Aviram ve ark.,
(1999)’nin buldugu degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Literatiir de mevcut
diger baz1 ¢alismalar incelendiginde, (Miller ve ark., 2000). Farkli meyvelerde DPPH
metodu ile antioksidan aktivitesini kirmizi elma i¢in 14 pumol TE/g, kirmiz1 iiziim i¢in
17 umol TE/g, muz igin 11 pmol TE/g, Kivi igin 10 umol TE/g, armut i¢in 6 pumol TE/g,
domates icin 2 pmol TE/g olarak olgmiistiir. Sonuglar g6z oniine alindiginda, A.
tuncelianum’un c¢alismada analizlenen tim Orneklerden kirmizi elma, kirmizi iiziim,
Kivi, muz, armut ve domatesten daha yuksek antioksidan aktivitesine sahip oldugu
gorilmektedir. Yapilan bagka bir calismada ise; Cigertaze Otu (Nigella Sativa)
bitkisinin etanol ektraktinin farkli ekstraktlarinin DPPH siiplirme etkisi sirayla metanol
ekstrakti % 90.89 etil asetat ekstraktt % 90.48 etanol ekstraktt % 86.31 ve aseton
ekstraktt % 84.78 olarak bulunmustur (Ariduru ve Arabaci, 2012). Bulunan bu
degerlerin A. tuncelianum’un DPHH % inhibisyon degerlerine ¢ok yakin oldugu
gorilmektedir. Membran lipidlerinin oksidatif hasara ugramasina lipid peroksidasyonu
ad1 verilmektedir. Hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerin doymamis
olan baglar1 serbest radikallerle tepkimesi peroksidasyona neden olmaktadir. Lipid
peroksidasyonunu kan da teshis edebilmek icin genellikle kan plazmasinda aranan
molekil malonaldehittir (MDA) (Tufan, 2008). MDA molekiilii ii¢ veya dort ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan ve membraanlarda iyon akisini
bozarak membranlardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olur ve iyon gecisini
engeller. Enzim aktivitesine de olumsuz olarak etki eder. Bu 6zelliginden dolayt DNA
da istenmeyen bazi1 reaksiyonlara neden olarak mutajenik hiicre kiiltiirleri i¢in
genotoksik ve karsinojenik etkiye neden olurlar (Tas, 2006).

Literatirdeki calismalara bakildiginda bu metot ile yapilmis caligmaya az
rastlanilmigtir. Karsilastirma yapmak amact ile (Gulgin, 2005)’in kafeik asitte
antioksidan etki incelendiginde oniki saatin sonunda yapilan dl¢iimlerde kafeik asitin
linoleik asit inhibisyonunu sirasiyla 20 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonda bulunmus
% 75.8 - % 68.2 olarak da olgiilmiistiir. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, a
tokoferol ve Troloks icin ise 20 pg/ml konsantrasyonda linoleik asit inhibisyonunu
sirasiyla % 74.4, %71.2, % 54.7, % 20.1 oldugu gorilmistir. Que ve ark., (2006) nin
yapmis oldugu ¢aligsmada ise, linoleik asit sistemi igersinde 100 pl olarak bulunan sari

renkli sarap orneginde, 120 saat sonunda linoleik asit inhibisyonunun % 97.99 olarak
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Ol¢iilmiistiir. Ayn1 ¢alismada 1 g/ a tokoferol ve 1 g/L BHA referans standart
maddelerinin 100 pl’si igin linoleik asit inhibisyonu i¢in sirasiyla %77.1 ve % 98.35
olarak bulunmustur. (Mathew ve Abraham., 2006) ise 48. saat icinde yapilan baska bir
6l¢timde 200 pg/ml tar¢in kabugu ekstrakti ve 200 ng/ml BHA igin sirastyla inhibisyon
degerleri % 93.3 ve % 89.8 olarak ol¢iilmiistiir. Serge, A’ un 2012 yilinda yapmis
oldugu c¢alismada ise meryema dikeni (Silybum marianum L. Gaertner) tohumunun
lipid peroksidasyonu onleme aktivitesi 50-250 mg/ml konsantrasyonaraliklarinda en
diisiik ve en yuksek deger % 26.14 ve % 5.87 olarak bulunmustur (Serge, 2012). Bu tez
kapsaminda ¢alismis oldugumuz A. tuncelianum bitkisinin etanol eksrakti i¢in diisiik ve
yiiksek konsantrasyon olmak iizere farkli iki konsantrasyonda ¢alisma, TBA yontemi
kullanilarak yapildi. 500-2000 pg/ml konsantrasyon araliginda BHA pozitif kontrol
olarak kullanildi. Diisiik konsantrasyondaki lipid peroksidasyonu dnleme aktivitesi %
57.2 - 69.6 araliginda bulundu. BHA i¢in bu deger % 55.72 — 83.4 bandindadir.
Yaptigim bu tez ¢alismasinda ise A. tuncelianum bitkisinin etanol ekstraktinin hem
yiiksek konsantrasyondaki hemde diisiik konsantrasyondaki lipid peroksidasyonu
onleme aktivitesi daha yiiksek oldugu goruldi.

Protein oksidasyonuna 20. yiizyilin sonlarina dogru ilgi artmistir. Oksidasyon
Reaksiyonlar1 sonucu olusan Urlinlerinin in vivo oksidatif hasar ¢aligmalarinda, spesifik
bir gosterge olarak kullanilmasi ise ancak son yillarda olmustur. Bunun nedeni Griin
yapisinin bilinmemesidir. Protein oksidasyonunun protein- karbonil gotergeleri in vivo
protein oksidasyonununda bir gosterge olarak kullanilmasi ise daha uzun bir ge¢misi
bulunmaktadir. Oksidatif protein hasarinin 6énemi 1983 yilinda ilk defa Rodney Levine
tarafindan ortaya konulmustur. 1987°de Oliver ve ark., ise, saglikli bireylerin fibroblast
kiiltiirlerinde yaslanma ile beraber protein karbonil gostergelerinin yiikseldigini kayit
altina almiglardir. Stadtman ve ark., 1988 yilinda bazi hastaliklarin gelisiminde ve
yaglanma siirecinde protein oksidasyonunun énemli oldugu fikrini 6ne stirmiislerdir.

Gunimuizde Western Blom tekniginin kullanilmasiyla, bazi 6zel proteinlerin
oksidasyonunun gorulmesi miimkiin olmustur. DNA’daki in vivo oksidatif hasar ise
1980’11 yillara kadar kullanilamamistir. 1981 yilinda Frenkel ve ark. ince tabaka
kromatografisi teknigini ile fare karacigerinin niikleus-DNA’sinda oksidatif hasar
sonucu timidin glikoliinii saptamislardir. Floyd ve ark., ise (1986) yilinda baska bir
oksidatif DNA hasar1 markiri olan, 8-okso-2-deoksi guanozini (ox0-8dG), HPLC
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yontemi ile elektrokimyasal olarak analiz etmislerdir ve bu alandaki galismalara katki
saglamiglardir. (Richter ve ark., 1986) oxo8dG’yi fare karaciger mitokondri DNA’sinda
(mtDNA) saptamislar ve mtDNA’da meydana gelen oksidatif hasarin, nikleus DNA’
sina (nDNA) gore onalti kat daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Dizdaroglu ve
Gajewski’nin gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) teknigini bu alanda
kullanilmig O6nemli bir tekniktir. Genom’daki DNA bazlarinin oksidasyonlarini
aciklamada onemli bir katki saglanmistir. Proteinlerin oksidatif hasarlari sonucunda
birgok hastaligin ilerlemesinde ya da ortaya ¢ikmasinda 6nemli rolleri vardir. Oksidadif
hasara ugramis aminoasit ya da bu aminoasitlerin tiirevleri belirli yoOntemlerle
arastirilarak protein oksidasyonun boyutu ortaya c¢ikarilabilmektedir Protein karbonil
icerigi en ¢ok kullanilan belirte¢ iken 3-Nitrotirozinin peroksinitrit belirte¢ olarak
kullanimi1 nisbeten diisiik olanlar arasindadir. Bu belirtegler kullanilarak mevcut protein
oksidasyonu tespit edilmesi etkili antioksidan tedavisi ya da baska tedavi yontemleri ile
protein oksidasyonu onlenebilir.

Bu tez caligmasinda A. tuncelianum etanol eksraktinin protein oksidasyonu
onleme aktivitesi H,O2/Fe™*/askorbik asit sisteminin Bovin serum albumin (BSA)
proteininde meydana getirdigi zararlari koruyucu aktivitesi 500-2000 mg/ml lik
konsantrasyonlar araliginda ¢alisildi. Sonug olarak, A. tuncelianum etanol ekstraktinin
BSA’y1 % 61.88 £ 2.50 — 76.23 * 3.14, kullanilan pozitif kontrol olan BHA’nin ise
BSA’y1 47.23 + 3.09 — 90,40 * 2.17 korudugu hesaplanmistir. Bu degerlere gore A.
Tuncelianum  protein  oksidasyonu 6nleme  aktivitesi  pozitif  kontrol ile
karsilagtirildiginda kayda deger oldugu goriilebilmektedir. Bu protein oksidasyonu
Onleme aktivitesi sarimsak ekstraktinda bulunan polifenolik bilesik oraninin fazla
oldugu anlamina gelebilmektedir.

Hadi ve arkadaslari, Cu?* iyonlar1 varliginda bitki ekstraktlar1 tarafindan DNA
kesim mekanizmasinda aromatik g¢ekirdeklerin oksijenlenmesinin rol aldigini ve bunun
sonucunda olusan katekol ve katekolin Cu®* ile koordinasyon yaptigmi yaptiklari
calismalarda gozlemlemisler. Olusan bu koordinasyon bilesigi di oksijeni daha reaktif
tirlere indirgedikten sonra katekoliin Cu?* iyonu ile koordinasyonu sonucu oksidasyona
ugradigim tespit etmislerdir. Onceki calismalarda antioksidant ve antimikrobiyal
aktiviteleri tasryan bazi bitki ekstraklarmda bulunan flavonoidlerin Cu?* ile kompleks
olusturarak DNA’y1 kestigini belirtmisler (Shoa ve ark., 2010).
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Iran’da yetisen bir badem tiir(i olan Prunus dulcis badem meyvesinin kabuklar:
ile ilgili yapilan ¢alismada antioksidan Ozelliklerinin yani sira protein oksidasyonu
onleme aktivitesine de bakilmistir. Calisma sonucunda Prunus dulcis meyve kabugunun
0zutlinin oksidatif stres kaynakli protein oksidasyonunun Onleyip onlemedigi, SDS-
PAGE kullanilarak analiz edilmeye g¢alisilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda aseton
ekstraktinin protein oksidasyonunu ciddi bir sekilde engelledigini ortaya konulmustur
(Meshkini, 2016). Bu tez kapsaminda A. tuncelianum bitkisinin etanol ekstraktinin
protein oksidasyonunu dnleme aktivitesi de ¢ok iyi oldugu gorild.

Hindistan’da yetisen ve c¢ay olarak tiiketilen Helicteres isora L. bitkisinin serbest
radikallere karst DNA hasari, Protein oksidasyonu ve Lipid peroksidasyonu dnleme
aktivitesi arastiritlmis. Calismada H. isora bitkisi igin farkli ¢ozucdler ile ekstraksiyon
yapilmis. Calisma sonucunda farkli ¢oziiciilerden elde edilen ekstraktlarin protein
oksidasyonunu o©nleme aktivitesi jel gorintileme sisteminde c¢ok iyi bir sekilde
goriildiigiiniinii tespit etmislerdir (Kumar ve ark., 2013).

2012 de yapilan ¢alismada meryema dikeni (Silybum marianum L. Gaertner)
tohumunun protein oksidasyonu oOnleme aktivitesi bitkinin etanol ekstrakti 50-1000
mg/ml konsantrasyonlar1 arasindaki en diisiikk ve en yiiksek degerler; % 75.74 + 2.9 —
92.92 + 3.3 olarak hesapladigi gortildii (Serce, 2012). Bu literatiir sonuglarina gore elde
edilen degerler mevcut ¢alismadaki A. tuncelianum a gore daha yiiksek oldugu
gorulmektedir.

2014 yilinda yapilan bir c¢alismada Achillea millefolium bitkisinin protein
oksidasyonu énleme aktivitesi H2O2/Fe*3/askorbik asit iiglii yapinin BSA proteininde
meydana gelebilecek hasart 6nleme aktivitesi SDS-PAGE protein elektroforez yontemi
kullanilarak hesaplamiglardir. Ayni ¢aligmada elde edilen sonuglar 50-500 mg/ml
konsantrasyon araliginda % 66 * 1.7- 92 + 2.6 sonuglarimi elde etmislerdir (Emen ve
ark., 2014). Elde edilen sonuglara gore degerler A. tuncelianum bitkisine goére daha
yiiksek oldugu goriildii.

Canlilarda o6zellikle de insanlarda, DNA da meydana gelebilecek hasarlar bir
sonraki nesillere aktarildig1 icin genetik bilgininde degisimine sebep olabilmektedir.
Normalde DNA yap1 olarak kendisi de olugan hasar1 tamir edebilecek 6zellige sahiptir.
Fakat bu hasar ciddi boyuta ulastigi zaman DNA bu hasar1 tamir edemiyecek hale

gelebilir. Meydana gelen hasarlar kontrol altina alinamazsa ya da engelenmez ise
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beraberinde bazi ciddi sorunlar ortaya g¢ikabilir. Diyetle alinan bazi besin kaynaklari
DNA hasarina neden olurken, alinan bazi gidalarda bunun aksine DNA hasarint 6nleme
anlaminda ¢ok ciddi bir 6neme sahiptirler. Son zamanlarda DNA’da olusabilecek
hasarlar1 6nlemek maksadiyla ¢ok fazla ¢alismalar yapilmaktadir. Calismalarin ¢cogunda
bitkilerin sahip olduklar1 bazi kimyasal bilesenlerin ylksek antioksidan 6zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Bitkilerde mevcut olan bu kimyasal bilesenlerin 6zellikle de
polifenollerin fotokimyasal yapilarinin DNA hasarin1 6nleme anlaminda ¢ok ciddi bir
oneme sahip oldugu bir¢ok ¢alismada 1spatlanmistir (Capecka ve ark., 2004).

Tez galismamizda A. tuncelianum etanol eksraktinin DNA’y1 H2O2’nin fotolizi
sonucunda olusan OH" radikaline kars1 koruyucu etkisi 500-2000 mg/ml konsantrasyon
araliginda % inhibisyon degeri 1000 mg/ml konsantrasyonda % 50.26 olarak bulundu.
Bu ¢alismada kullanilan bitkinin konsantrasyonu artirildiginda DNA’ da olusabilecek
hasar1 daha iyi 6nledigini ¢ok rahat bir sekilde gorebilmekteyiz. 2009 yilinda yapilan bir
caligmada Hypericum scabroides (HS) ve Hypericum triquetrifolium (HT) bitkilerinin
etanol ekstraktlarinin DNA’y1 H202’nin fotolizi sonucunda olusabilecek hasara karsi
koruma etkisi arastirilmistir. 400 pg/ml lik konsantrasyonda bu bitkilerin DNA kesimini
onleme yiizdeleri sirasiyla, % 97.00 £ 2.6 - 95.61 + 2.6 olarak bulmuslardir. Elde edilen
sonuclara gore bu bitkilerin DNA kesimini 6nleme aktiviteleri mevcut ¢alismamizdaki
bitkinin etanol ekstraktina gére daha iyi sonug¢ verdigi goriildi (Kizil ve ark., 2009).

2010 yilinda yapilan bir calismada sarimsak ve ¢orek otunun DNA hasarina
kars1 koruyucu 6zelligi arastirilmistir. Bu ¢aligmada bitkiler farkli konsantrasyonlarda
degerlendirilmistir. Bu bitkilerden sarimsak, 6.25 - 12.5 mg/dl konsantrasyon araliginda
DNA kesimini daha iyi Onledigini digerinde ise, 1.56 - 3.12 mg/dl konsantrasyon
araliginda DNA kesimini daha iyi &nledigini bulunmustur (ibrahim B., 2010). Bu
caligmadaki sonuglar A. tuncelianum ile kiyaslandiginda, A. tuncelianum bitkisinin
etanol ekstaktinin DNA hasarini1 6nleme aktivitesinden daha iyi bir sonug¢ verdigini
sOylemek mimkdndr.

Yapilan farkli bir calismada mentha longifolia bitkisinin DNA hasarin1 6nleme
aktivitesi arastirtlmistir. Ayni ¢alsmada bahsedilen bitkinin DNA kesimini 6nlemedigi
arastirma sonucunda bulunmustur (Giizel ve ark., 2014). Fakat A. tuncelianum bitkisinin
DNA kesimini artirma aktivitesinin  ¢ok iyi oldugu ¢alisma sonucunda

gorilebilmektedir. Malatya’da yetisen farkli iki tiir kayis1 ile 2012 yilinda yapilan bir
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calismada, Sekerpare ve Kaba asi denilen tiirdeki kayisilarin etanol ekstraktlarinin
DNA’y1 H2O>’nin fotolizi sonucunda olusabilecek hasara karsi koruma aktivitesi bir tez
kapsaminda c¢alisilmistir. Arastirma sonucunda Sekerpare ve Kaba as1 i¢in 2.5 mg/ml
konsantrasyonunda DNA kesimini 6nleme aktiviteleri sirasiyla, % 11.16 - 27.94 olarak
bulunmustur (Topal, 2012). Bu ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglar;

A. tuncelianum bitkisinin etanol ekstrakti ile karsilagtirildiginda A. tuncelianum
bitkisinin DNA kesimini 6nleme aktivitesinden ¢cok daha iyi oldugu goriildii.

Bircok metalin 6zellikle agir metallerin eksikliginde ya da fazlaliginda insan
saglig1 iizerine olumsuz etkileri yapilan birgok calismada saptanmistir. Insan sagligma
olumsuz etkileri yani sira bircok canliya da Ozelliklede bitkilere zararlari oldugu
binmektedir. Dogay1 kirleten agir metaller bununla birlikte dogada yasayan bircok
canliya da dolayl olarak etki etmektedir. Dogay1 kirleten bu metaller bitkilerin vejetatif
organlarini fizyolojik olarak etkilemektedir. Bu agir metaller arasinda ¢inko (Zn),
kursun (Pb), kadmiyum (Cd), krom (Cr), civa (Hg) v.b. gibi bircok metalide sayabiliriz.
Bu metallerin Ozelliklede DNA hasar1 iizerine olan etkileri de bilinmektedir. Bu
metallerin ¢cogu karsinojenik 6zellige sahiptirler karsinojenik 6zellige sahip olan bir¢cok
madde Ozelliklede DNA ya zarar verdigi c¢alismalarla kanitlanmisti. Bakir (Cu)
insanlarda ve diger canlilarda belirli oranlarda olmas1 gereken bir metaldir. Fazlas1 ya
da eksigi insanlarda ve bitkilerde ciddi sikintilara neden olabilmektedir. Ozellikle
fazlaligi da insanlarda bakir zehirlenmesi bitkiler de ihtiyacindan fazla bulunmasi
halinde DNA ‘nin hasar gérmesine sebep olabilmektedir (Okgu ve ark., 2009).

Mevcut ¢alismadaki A. tuncelianum etanol ekstraktinin Cu*? iyonu varliginda ya
da yoklugunda DNA’ya kesim etkisi arastirildi. Calismada Bakir (Cu*?) iyonunun DNA
kesimini artirdigi A. tuncelianum etanol ekstrakti ise bu kesimi artirdigi ¢ok agik bir
sekilde goriildii.

Yaptigim ¢alismay1 6zetlersem; Calismada kullandigimiz A. tuncelianum etanol
ekstraktinin antioksidan aktivitesinin birgok bitki ve meyve ile karsilastirildiginda A.
tuncelianum bitkisinin viicuda zarar verebilecek radikallere karsi koruma aktivitesi
olduk¢a 1iyi oldugunu gordim. DPPH radikalini sondurme aktivitesi, lipid
peroksidasyonunu dnleme aktivitesinin yine karsilastirilan birgok bitki ve meyveye gore
oldukga iyi sonuglar verdigi gozlemledim. H>O2’nin fotolizi sonucu olusan DNA

hasarm artirdig1 prooksidan aktivite gosterdigini deneylerle tespit edildi. Tlk ¢aglardan
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beri bitkiler hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir. Bitkilerin hastaliklar1 tedavi
edebilme 6zellikleri igerilerinde barindirdiklar1 6zel molekiillerden kaynaklanmaktadir.
Bilim insanlar1 giiniimiize kadar silirekli bu molekiileri kesfetmeye ¢aligsmustir.
Yirmibirinci ylizyilda reaktif oksijen tlrleri biyokimyasal agidan 6nemli molekilerdir.
Ayrica bir disiplin olarak gelismis ve tibbi bilimler arasindaki Onemi artmistir.
Gunumuzde birgok hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu artik
kabul edilmektedir. Bu ¢alismada Tunceli sarimsaginin ekstraktinin toplam antioksidan
Ozelliklerine bakildi. Yapilan ¢alisma kapsaminda sarimsak ekstraktinda Onemli
antioksidan molekdllerden olan toplam fenolik ve flavonoid miktarini belirledik. Ayni
zamanda DPPH radikal sondirme aktivitesi, protein oksidasyon ve lipid peroksidasyon
onleme aktivitelerine bakildi. Elde edilen sonuclara gore; Tunceli sarimsaginin etanol
ve su ekstraktinin 6nemli olglide antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorildi. Ayrica
DNA hasari1 Onleme aktivitesi de bu ¢alismada degerlendirilmis olup Tunceli
sarimsaginin etanol ve su ekstraktinin DNA’yt H2O nin fotolizi sonucu olusan
koruyucu etkisi 500-2000 mg/ml konsantrasyon araliginda c¢alisildi. Sonug olarak
Tunceli sarimsaginin DNA’y1 korumadigi, DNA hasarin1 6nemli 6lgide artirdigi ve

prooksidan olarak davrandig tesbit edildi.
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