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OZET

Organizmada, kimyasal siirecler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olugmasina
neden olur. Serbest radikaller yasam icin gereklidir; fakat yiiksek derecede reaktif olan
serbest radikaller biyomolekiillerle kolayca reaksiyona girerek hiicrelere zarar verebilecek
toksik Ozellikte bilesikler olusturabilir. Antioksidanlar serbest radikallerle etkileserek
serbest radikallerin hiicrelere zarar vermelerini onlerler. Giiniimiizde antioksidan 6zelligi
kesfedilen bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismini viicut kendisi, serbest
radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretirken, bir kismini diyetimizle 6zellikle
bitkilerden aliriz. Bu ¢aligmanin amact Erzincan {iziimiiniin (Vitis vinifera ssp. , Cimin)
farkli dokularindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan 6zelligini ve kimyasal bilesimini
belirlemek ve bu dokularin antioksidan kapasitesini eritrositler lizerinde zaman ve ekstrakt
konsantrasyonuna bagli olarak karsilastirmaktir. Ayrica benzer kiyaslamayi plazma
tizerinde de gerceklestirmektir. Caligmada kullanilan meyveler Erzincan’dan getirilmistir.

Meyvenin sulu ve metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri Folin-
Ciocalteau reaktifiyle katesin standartina esdeger olarak; bu ekstraktlardaki bazi
flavonodleri ise HPLC cihazi ile (ISO 14502-2, 2005) belirlendi. DPPH radikal temizleme
aktivitesi Cuendet metodu ile katesin standartiyla karsilastirmali olarak tayin edildi.
Ekstraktlarin  hiicre (eritrosit) iizerine etkisi; H,O, ile oksidan stres olusturulan
eritrositlerdeki lipit peroksidayon son {iriinii tayini ile belirlendi. Son iiriin (MDA) Stocks
metodu ile tespit edildi. Plazmada ise konjugedien olusumunun gostergesi olan t-lag
zamani Spranger protokoliine gore belirlendi.

Meyvenin fenolik bilesimi en yiiksek metanolik o6ziitlerde ve c¢ekirdegin sulu
ekstraktinda gozlendi ve en yiiksek flavonoid ise katesin oldugu tespit edildi. Flavonid
diizeylerine parelel sekilde en yiliksek radikal temizleme aktivitesi, en diisiik lipit
peroksidasyon diizeyi ve en uzun t-lag siiresi liziimiin metanolik ekstraktlarinda oldugu
belirlendi.

Sonu¢ olarak iiztimiin farkli dokularinda flavonoid bilesimine bagli olarak farkli

antioksidan 6zellige sahip oldugu gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Erzincan {iztimii, Flavonoid, MDA, t-lag siiresi.
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SUMMARY

The Investigation of Antioxidant Proporties in Extracts of
Different Parts of Erzincan Grape (Vitis vinifera ssp., Cimin) in vitro

Chemical processes, especially oxidation, cause formation of free radicals in organisms.
Free radicals are necessary for life, but highly reactive free radicals can form toxic
compounds that can damage cells reacting easily with biomolecules. Antioxidants prevent
cell damages from free radicals by interacting with them. Antioxidant properties of lots of
different substances have been discovered recently. While the body produces a number of
these substances against free radicals as a defense system, we take many others especially
from plants. The aim of this study is to investigate the antioxidant activity of aqueous and
methanolic extracts from Erzincan grape’s (Vitis vinifera ssp., Cimin) different parts and to
determine chemical composition of this extracts and to compare antioxidant capacity
depends on the concentration of these extracts and time. Fruits used in this study was
brought from Erzincan.

Total phenolic contents of all extracts of the plants were evaluated with Folin-
Ciocalteau reagent as, equivalent to the standard antioxidant, catechin. In addition,
phenolic substances of these extracts were evaluated by HPLC. DPPH radical scavenging
antioxidant activities of the extracts were evaluated with the method modified from
Cuendet by comparing with catechin. The effect of extracts on the erythrocytes were
evaluated by the last product of lipid peroxidation in the erythrocytes exposed to oxidant
stress with H,O,. The last product (MDA) was determined by the Stocks method. T-lag
time that is an indicator of the form of conjugated-diene was determined according to
Spranger protocol in plasma.

It was observed that the phenolic content was the most abundant in the all methanolic
extracts and the aqueous extract of seed. Catechin was the most abundat flavonoid in the
all extracts. The highest radical scavenging activity, the lowest level of the lipid
peroxidation and the longest t-lag time were observed in the methanolic extracts of the
grape as being parallel their flavoniod contents.

Consequently, diffirent parts of the grape has different antioxidant properties depend on
their flavonid contents.

Key Words: Erzincan grape, Flavonoid, MDA, t-lag time
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Viicudumuz normal fonksiyonlar i¢in enerji iiretirken, her saniye milyonlarca serbest
radikal olusmasina neden olur. Cevre kirliligi, kimyasal maddeler, petrokimya {iriinleri,
sanayi atiklari, ilaglar, giinesin UV 1sinlari, ozon kozmik ismlar, X-iginlari, viriisler,
enfeksiyon, stres, sigara dumani ve otomobil egzoz gazlari gibi pek ¢ok etken
viicudumuzdaki serbest radikallerin sayisini siirekli olarak ve tahmin edemeyecegimiz
kadar artirir. Oksijen radikalleri endojen (mitokondriyal elektron transport zinciri, ksantin
oksidaz, siklooksijenaz, vs.) olarak iiretilecegi gibi, disardan ekzojen alinan ilaglar ve
ksenobiyotikler gibi maddeler tarafindan da meydana getirilebilirler (Yavuzer, 1993).
Modern gidalar, yiiksek seker, yag miktar1 yiiksek gidalar, alkol ve hatta yogun egzersizler
de oksijen kullanimindaki artisla beraber viicudumuzdaki serbest radikallerin miktarinin
artmasmna neden olmaktadir. Serbest radikaller; membran yapilarinda bulunan
fosfolipitlerin doymamig yag asitlerini peroksidasyona ugratarak membran biitiinliigliniin
bozulmasina, proteinlerin denatiirasyonuna, ¢apraz baglarla agregasyonlarina veya
parcalanmalar1 suretiyle aktivite kaybina, karbohidrat polimerlerinin yikilmasina, in vivo
olarak glikozaminoglikanlar ve hiyaluronik asidin depolimerizasyonuna sebep olurlar.
Ayrica DNA ile reaksiyona girerek istenmeyen mutasyonlar olusturabilirler (Cheeseman
ve Slater, 1993). Serbest radikaller; bir¢ok hastalikla iliskili olmas1 ve bu hastaliklar eslik
eden c¢esitli komplikasyonlarin ortaya cikisinda merkezi rol oynamasi dolayisiyla son
yillarda aragtirmacilarin ilgi alami haline gelmistir. Ozellikle viicutta olusan oksijen
radikallerinin kalp hastaliklari, Alzheimer, Parkinson, serebrovaskiiler rahatsizliklar,
ndrosensoriyel bozukluklar, katarakt ve romatoid artrit gibi bir¢ok hastalikta rol oynadig:
bilinmektedir. Yaslanma siirecinde gozlenen cilt kirisiklari, bobrek fonksiyonlarinda
azalma ve otoimmun hastaliklara yatkinligin artmasi gibi belirtilerde serbest radikaller esas
faktor olarak diistiniilmektedir (Cross vd., 1987).

Lipit peroksidasyonu hiicre membranlarinda oldugu gibi lipoprotein yapisindaki
poliansatiire yag asitleri ve kolesteroller iizerinde de olugsmaktadir. Hiperlipidemide serbest
radikallerin etkisiyle ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonunun ve okside LDL’nin son {iriinii

olan malondialdehit (MDA)’ in konsantrasyonu artmaktadir (Reaven,1994). Okside LDL



karaciger ve ekstrahepatik dokularda bulunan reseptorler tarafindan taninamaz, bunun
yerine makrofajlar iizerinde bulunan Scavenger (¢Opgii) reseptorler tarafindan alinirlar.
Ayrica lipit peroksidasyon son iirlinii olan MDA, apo B iizerindeki lizin, histidin ve serin
gibi aminoasitlere baglanarak modifiye MDA-LDL nin olusmasina sebep olur (Esterbauer
vd., 1992).

Gerek fizyolojik olarak, gerekse patolojik durumlarda ortaya c¢ikan serbest radikalleri
etkisiz hale getirmede etkili olan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD) , glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz gibi enzimler ve glutatyon, vitaminler (vit C, E ve
A) gibi hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girip onlari etkisiz hale
getirerek, kanser ve kalp hastaliklar1 dahil pek ¢ok hastalifa ve erken yaslanmaya neden
olabilecek zincir reaksiyonlar1 engelleyen veya etkilerini azaltan molekiiller olan
antioksidan maddelerden olugmaktadir. Normalde viicutta oksidan-antioksidan dengesi
mevcuttur. Antioksidan savunmanin yetersiz oldugu durumlarda serbest radikallerin zararl
etkileri ortaya c¢ikmaktadir (Akkus, 1995). Serbest radikallerin bu zararli etkilerini
azaltmak icin disardan alinan sentetik yapida olan antioksidanlarin yan etkilerinin
goriilmeye baglamasiyla; besin kimyas1 ve koruyucu tibbin, bitkisel kaynakli ve insan
organizmasi i¢in genellikle zararsiz olup, yan etkileri bulunmayan dogal antioksidanlara
ilgisi artmistir. Artan bu ilgi, tiim diinyada bitkisel tedavinin desteklenmesine de zemin
olusturmustur (Rice-Evans vd., 1997). Dogal antioksidanlar; flavonoidler basta olmak
lizere sinamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil
metabolit olarak olusan fenolik maddelerdir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Harborne,
1994).

Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus
serbest radikalleri temizleme yetenegine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri
selatlama ve otooksidasyonu onleme konusunda da fenolik bilesikler oldukg¢a etkilidirler.
Baska bir deyisle bunlar, ¢esitli reaktif oksijen tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak
metabolizmay1 zinde tutarlar (URL-1, 2006).

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum,
cicek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve
Anklam, 2000). Uziimiin flavonoid muhtevasi yaklastk 50-450 mg/g tane {iziim
araligindadir ve bu deger elma seftali, portakal greyfurt ve bunun gibi benzer meyvelerden
daha yiiksektir (Rho ve Kim, 2006). Uziimiin radikal temizleme aktivitesi ile ilgili bircok

caligsmalar vardir. Bunlardan Bozan ve arkadaslarinin 11 gesit {iz lizerinde gergeklestirdigi
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calismada en yiiksek antioksidan aktivitenin sahip papaz karasi {iziimiiniinde
gormiislerdir(Bozan vd., 2008). Bir baska calismada(Dani vd., 2007) beyaz ve kirmizi
lizlimiin eritrositler lizerindeki antioksidan etkisi karsilastirilmis ve kirmizi iiziimiin daha
etkin oldugunu tespit etmislerdir. Erzincan tiziimii(Vitis vinifera ssp.); ince kabuklu, koyu
renklidir. Raf 0mriiniin ¢ok kisa olmasi ve mayalanmamasi nedeniyle sarap yapiminda
kullanilmamas1 Erzincan liziimiinii diger {iztimlerden farkli kilmaktadir.

Bu calisma, Erzincan’da yetisen ve cimin lizimii olarak adlandirilan meyvenin ¢esitli
kisimlarimin  farkli  ¢oziiciilerdeki  ekstraktlarinin ~ farkli  yOntemlerle antioksidan
aktivitelerinin Olgiilmesinin yani sira bu antioksidan Ozellik gostermesine neden olan
fenolik  bilesikler kantitatif olarak HPLC cihazinda analiz etmek amaciyla

gerceklestirilmistir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, en azindan bir ortaklanmamis elektron igeren atom ya da
molekiillerdir. Serbest radikaller katyonik, anyonik ya da noétral karakteristikli olabilirler.
Oldukga reaktiftirler, In vivo serbest radikal iiretiminin sebepleri sunlardir: Oksijen
gerektiren biyokimyasal (redoks) reaksiyonlari, radyasyona (gama radyasyon) maruz
kalma, ultra-viyole 151k, ¢evresel kirleticiler (sigara dumani), hiperoksia ve asir1 egzersiz.

Kuantum kimyasina gdre bir bagin yapisina ancak iki elektron girebilir. Ayrica bu iki
elektronun ters spinli olmas1 gerekir. Yani elektronlardan biri saat yoniinde donerken digeri
tersi yonde doner. Bu sekilde bir araya gelmis elektron ciftleri oldukga kararlidir ve insan
viicudunda neredeyse tiim elektronlar elektron ¢ifti halinde bulunur.

Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte ayn1 atoma katilir ya da ayrilarak biri bir
atoma, digeri Obiir atoma katilir. Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur, eger
ayrilirlarsa serbest radikaller olusur. Serbest radikalleri olusturan bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlari ayirip islerine engel olurlar. Bu islem
serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanisli yapar. Bir serbest radikal, c¢ift halde
bulunan elektronlarin ¢ogunu birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonugta
serbest radikal kendine bir elektron alarak elektron cifti haline gecer, diger elektronsa yeni
bir serbest radikal olusturur (URL-2, 2007).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijen kaynakli olanlaridir. Bu

radikaller, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda tek elektron aktarmasi sonucunda olusan;



oksijenin kendisi (singlet oksijen), siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari
ve hidroksil radikalidir (Akkus, 1995).

Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla siiperoksit (O,’), iki elektron almasiyla
hidrojen peroksit (H,0,), ti¢ elektron almasiyla hidroksil (OH’) radikali, dort elektron

almasiyla ise su (H,O) olugmaktadir.

0,+H +e¢ — HO, Hidroperoksil radikali (D
H,0 - H + 0, Siiperoksit radikali (2)
2¢ +0,+2H" - H,0, Hidrojen peroksit (3)
H,O,+2¢ — OH +OH™ Hidroksil radikali 4)
OH+e¢ +H — H0 Su (5)

Singlet oksijen (O,), ortaklanmamig elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi, bu
reaksiyonlarin baglamasina da sebep olur. Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu
karbon merkezli radikaller (R), peroksil radikalleri (ROQ"), alkoksil radikalleri (RO"),
tiyol radikalleri (RS") gibi dnemli serbest radikaller meydana gelir.

Stiperoksit radikali, oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.

O, + e — 02._ (6)

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi tek basina zarar vermez. Asil
Oonemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi
olmasidir. Siiperoksitin nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan

peroksinitrit meydana gelir.

0,” + NO — ONOO ~ (7)

Peroksinitritin dogrudan proteinlere zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NOye),
hidroksil radikali (OH"™) ve nitronyum iyonu (NO,") gibi farkli toksik iiriinlere déniisiirler.

Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplari, Fe-S
gruplar ile ve prostatik grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) igeren gruplarla etkilesim

gosterir.



Fe”? + 0, — Fe™+0,”

Cu™+ 0, » Cu™+0," (8)

Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) ile mutasyona ugrayarak hidrojen

peroksiti olusturur.
HO, +0,” +H" — 0,+ H,0, 9)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi
veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii, iki

hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirir.

0,” +e +2H — H,0,
O,+2¢ +2H" — H,0, (10)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile

olur.
20,” +2H" — H,0,+ 0O, (11)
Hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek en aktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss” reaksiyonu

adi verilir.
H,0+ 0, +H™ — OH™ + H,0+ 0, (12)

Metallerin varliginda ise ayni reaksiyon gecis metalleriyle “Fenton reaksiyonu” sonucu

olusur.

F€+3+ Oz'_—> F€+2 + 02

Fe™* + H,0,— Fe™+ OH™ + OH™ (13)



Hidroksil radikali (OH™),biitiin oksijen radikalleri iginde en aktif ve toksik etkili
olanmdir. Proteinler, karbohidrat, lipit ve niikleik asitleri okside etme yetenegi fazladir,
olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Hidroksil radikali (OH™) hidrojen peroksidin
gecis metalleri varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) ya da suyun ytiksek enerjili

iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

H-O-H - H +O0H" (14)

Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak

yeni radikallerin olusumuna sebep olur.

R-SH+ OH — RS’ + H,
—CH,— + OH" — —CH- + H,0 (15)

1.2.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji iiretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevin temelini olusturur. Ama, eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranis gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Nitekim, serbest radikallerin
biyomolekiillerle reaksiyona girerek olusturduklar bilesikler cogu kez toksik ozellik
tagimaktadir. Serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif hastaliklara neden oldugu
1954'lerden beri bilim adamlari tarafindan bilinmektedir (URL- 2, 2007).

Serbest radikaller oldukca reaktif molekiillerdir. Eger serbest radikaller nétralize
edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler. En temel etkileri, lipit
peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit bagi olusumu ve DNA hasaridir ( Tablo 1.).

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda bulunan
coklu doymamig yag asitlerinin oksidasyonunu i¢eren kimyasal bir olaydir. Lipit peroksil
radikalleri (stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali) lipit
peroksidasyonu zincir reaksiyonlarinin baglaticilaridir (URL-3, 2007)

Serbest radikaller, hiicre zarindaki lipitlerden birine saldirdiginda lipit molekiilii
degisime wugrar. Lipitler viicutta degisime ugradiginda; hiicre zarinin yapist ve

fonksiyonlar1 da zarara ugrar. Bunun sonucunda hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun



uzun siireli olarak transferini yapamaz, harcanan iirlinlerin atilmasini diizenleyemez (URL-

4, 2007).
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Sekil 1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Serbest radikal saldirisinin devami, hiicre zarinin yapisinda bulunan lipitlerin
pargalanmasina, zarin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur. Hiicre
ici bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest radikal
saldiris1 ve hiicre zarinin tahribati "Oksidatif Zarar" olarak adlandirilir.

Serbest radikallerin dokularda meydana getirdigi zararin, damar sertligi (arteroskleroz)
ve kalp hastaliklarinin baglica nedeni oldugu diistiniilmektedir.

Serbest radikallerin proteinler {izerine olan etkileri; proteinlerin serbest radikal hasarina
karst duyarliligina, aminoasit bilesimi ve yerlesimine, hasarli proteinin onarilabilirligine
baghdir. Hiicredeki enerji iiretim merkezi (mitokondri), serbest radikallerin saldirisi ile
zedelenir. Bu merkezdeki oksidatif hasar, enerji iiretimi ve protein sentezinin durmasina
sebep olur. Protein yapisinda bulunan o6zellikle prolin, histidin, arginin, sistein ve
metiyonin aminoasitleri radikal hasarma agiktir. Bu aminoasitlerin oksidasyonu,
proteinlerin parcalanmasina, ¢apraz bag olusumuna, agregasyona ve proteinlerin proteolitik
par¢alanmaya yatkin hale gelmesine neden olmaktadir.

Serbest radikaller ayni zamanda hiicrelerin genetik kodunu iginde tasiyan, hiicrenin

tiretimini ve bliylimesini saglayan niikleik asitlere (DNA) de etki eder. Hiicreler genetik



kodlar1 degistiginde &lebilirler. Iyonize radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve
Oliim, serbest radikallerin DNA ile olan reaksiyonuyla olusabilir. Serbest radikal
reaksiyonlar1 sonrasinda niikleik asitlerde baz degisimleri, DNA’da zincir kirilmalari
meydana gelir. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar meydana gelir.

Serbest radikallerin karbohidratlara etkisiyle gesitli iirlinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik siire¢lerde onemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksid, peroksidler ve okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara
icimi ile iligkili kronik hastaliklar gibi patolojik olaylarda 6nemli rol oynarlar (Kayali ve
Cakatay, 2004). Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturabilme O6zelliklerinden dolay1 antimikotik etki gosterirler. Boylece,
kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Yilmaz ve Ozan, 2003).

Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek cok hastaligin olusabildigi
diistiniilmektedir. Viicudumuz serbest radikalleri taniyan ve etkisiz hale getiren bir sisteme

sahiptir. Bu sistem, ‘antioksidan savunma sistemi’ olarak bilinir.

Tablo 1. Hiicrelerdeki serbest radikal hedefleri

HEDEF SONUC

Kiiciik Molekiiller

Doymamuis ve tiyol iceren aminoasitler | Protein  denatlirasyonu ve capraz
baglarin olusumu, enzim inhibisyonu,
organel ve hiicre gecirgenligindeki
degisiklikleri

Niikleik asitler Hiicre sikliis degisiklikleri, mutasyonlar

Kofaktorler Nikotinamid ve flavin iceren
kofaktorlerde ve aktivitelerinde azalma

Norotransmitterler Serotonin ve epinefrin gibi
norotransmitterlerde ve aktivitelerinde
azalma

Antioksidanlar E vitamini ve beta karoten miktarinda
azalma

Biiyiik Molekiiller

Proteinler Peptid zincirinde kopma, denatiirasyon

DNA Zincir kopmasi, baz degisiklikleri

Hiyaliironik asit Sinoviyal siv1 vizkozitesinde degisiklik




1.2.2. Lipit Peroksidasyon Gostergesi Olarak Malondialdehit (MDA)

Yaglar suda zayif, kloroform, eter vb. organik ¢oziiciilerde iyi ¢dzlinen bir organik
bilesiktir. Lipitler adipoz dokularda enerjinin depo sekli, diger dokularda ise hiicre zarinin
yapisal Dbilesenidir. Lipitlerin proteinlerle ve karbohidratlarla yaptiklari kompleks
bilesikler, hiicre zarmin yapisini olusturur ve ¢esitli gérevler iistlenirler. Cogunlugu su olan
kanda lipitler ¢oziinebilir ve tasinabilir olmasi icin proteinlerle kompleksler olustururlar.
Bu, lipit ve protein komplekslerine lipoprotein adi verilir. Lipoproteinlerin hidrofobik
lipitleri (trigliserid ve ester kolesterol) kapsayan bir ¢ekirdek ile protein, serbest kolesterol
ve fosfolipitten olusan tek kath ylizey tabakasindan (zar) meydana gelen kiiresel
makromolekiillerdir. Lipitlerde bulunan doymamus cift baglar serbest radikaller tarafindan
cekiciligini arttiran en Onemli sebeplerdendir. Biyomolekiillerin biitiin biiyiik siniflar
serbest radikaller tarafindan etkilenir ancak lipitler en hassas olanidir. Lipitlerin ihtiva
ettigi doymamis yag asitleri ve bunlarin esterleri molekiiler oksijen ile kolaylikla
oksitlenebilirler.

Dolayistyla serbest radikallerin zararli etkilerinden en fazla zarar goren yapilar
zarlardir. Serbest radikaller, mekanizmasinin kapasitesini asip hiicre zarina saldirdiginda
zardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari ile kolaylikla reaksiyona girerek
cesitli peroksidasyon {iriinleri olustururlar ve bdylece zarin yapisini gecirgenligini
(permeabilitesini) ve fonksiyonunu bozarlar.

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimu lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir
ve reaksiyon sonucunda MDA, L-hidroksinonenal, lipit hidroperoksitleri gibi oldukca
toksik ve zararl yan iirlinler olustururlar. Lipit peroksidasyonu olduk¢a zararlidir. Ciinkii
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve meydana gelen zar hasari

geri dontigiimstizdiir.
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saglikli hiicre serbest radikal
etkisine maruz
kalmis hiicre

Sekil 2. Serbest radikallerin hiicreye etkisi

Zar yapilarinda lipit peroksidasyonu ili¢ asamada gerceklesir. Organizmada olusan
serbest radikaller (6zellikle hidroksil radikali) zar yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag
asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baslar. Bunun sonucunda yag asidi
zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir. Olusan bu lipit radikali kararsiz bir bilesiktir. Bu
kararsiz lipit radikali ¢ift baglarin pozisyonlarinda degisiklik yaparak dien konjugatlarin
olusumuna sebep olur. Daha sonra lipit radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu
lipit peroksil radikali meydana gelir. Bu lipit peroksidasyonun baslama sathasini olugturur.

Lipit peroksidasyonunun basamaklari:

a) Baslama

RH+ O —> R®+HOO’ RH: Coklu doymamis yag asidi
RH —> R'+H° R*: Serbest radikal

b) Yayilma ROO*: Peroksil radikali
R*+0, —> ROO* ROOH : Hidroperoksit
ROO®* + RH—> ROOH + R* HOO"": Hidroperoksil radikali

c) Sonlanma
R*+R* —> R-R

ROO* +R* ——> ROOR
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LH

<LOOH

L'\ LOO"® IH: Antioksidan

Kararh Umnlere_J L——> Kararli Uriinler

Sekil 3. Lipit peroksidasyonu mekanizmasi

Ilerleme sathasinda lipit peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger coklu doymamis yag
asitleriyle etkileserek yeni lipit radikallerinin olusmasina yol agarken, kendileri de aciga
¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiirler ve bu olay kendi
kendine katalizlenerek zincirleme reaksiyonlar seklinde devam eder. Sonugta kararsiz
hidroperoksit molekiillerinden sitotoksik iiriinler meydana gelir. Bu iiriinler MDA, L-
hidroksinonenol, etan ve pentan gibi hidrokarbon gazlardir.

Lipit peroksidasyonu, antioksidan etkili molekiillerin toplayic1 reaksiyonuyla
sonlandirilir ya da otokatalitik yayilma reaksiyonlarla devam eder. Radikal olmayan singlet
oksijen, hidrojen peroksit, bakir, demir gibi gecis metal iyonlar lipit peroksidasyonunu
hizlandirir. Baslama, hidroksil radikali ya da demir/oksijen kompleksi gibi oksidanin
olusumuna ihtiya¢ duyar. Metaller redoks katalisti olarak gbrev yaparlar ve siiperoksit ile

hidrojen peroksidin daha gii¢lii oksidanlara doniisiimiinii katalizler.
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1.3. Antioksidan Sistemler

Hiicrelerdeki serbest radikaller, oksijen varliginda mitokondriyal elektron transport
zincirinden oksijen sizintisindan gelir. Sitokrom Puso oksidasyon sistemi tarafindan bazi
ilaglarin metabolizmasi, serbest radikal iiretimini artirir. Memeli hiicrelerinde radikal
hasarin etkileriyle savasmak tizere pek cok antioksidan savunma mekanizma vardir.

Yakalayic1 (scavenger) sistem serbest radikal iiretimi; geg¢is metal katalistleri ile selat
olusturma (transferin), zincir kirma reaksiyonlar1 (a-tokoferol), reaktif radikallerin
konsantrasyonlarinin indirgenmesi (glutatyon) ve baglatici radikallerin temizlenmesi
(sliperoksit dismutaz) mekanizmalariyla. inhibe edebilir.

Antioksidanlar; hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girip onlar1 etkisiz

hale getirerek, kanser dahil pek ¢ok hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir

reaksiyonlart Onleyen, yok eden veya etkilerini azaltan molekiillerdir. Baslica
antioksidanlar ve etki tarzlar1 Tablo 2’de verilmistir.
Tablo 2. Temel antioksidanlar ve 6zellikleri ( Efe, 1996).

Antioksidan Yapisi Yeri Etkisi

Stiperoksid CuZn-SOD Sitozol-Nukleus O, ‘nin H,0;’ye

Dismutaz Mn-SOD Mitokondri dismutasyonunu kataliz
Cu-SOD Plazma eder.

Katalaz Tetramerik Peroksizomlar H;0;‘nin  dismutasyonunu
Hemoprotein katalizler.

GSH Selenoprotein Sitozol- H,0, ve lipit peroksidlerin

Peroksidaz Mitokondri rediiksiyonunu katalizler.

GSH Dimerik Protein Sitozol- GSSG’nin GSH"ye

Rediiktaz Mitokondri doniistimii lipit peroksilleri

inaktive eder.

Vitamin E Yagda  ¢Oziinen | Zar lipitleri | Lipit peroksidasyon

vitaminler Ekstraselliiler zincirini kirar.
stvilar

Vitamin C Suda ¢Oziinen | Hiicre Ici-D1s1 | O~ ve OH’m  direkt

vitaminler Sivilar scavengeri, Vit  E’nin
rejenerasyonu

Beta Karoten | Vit A Metaboliti | Membranlarda O,"  scavenger,  direkt
Prekiisorii peroksillere etki

Bilirubin Hemoprotein- Kan ve Doku Reaksiyon zincirini kirar,
Metabolizma LOO” yu aktive eder.
Uriinii




13

Tablo 2’nin devami

Urik asit Ksantin Yaygindir 0,7, ‘OH ve peroksil scavengeri,
Oksidasyonu vit C’nin oksidasyonunu
engeller.
Glukoz Karbohidrat Yaygindir OH scavengeri organik
maddeleri indirger
Sistein Aminoasit Yaygindir OH scavengeri organik
maddeleri indirger
GSH Tripeptid Hiicre Ic¢i  ve | Oy™, OH ‘ye direkt etki enzimler
Alveoller i¢in substrattir.
Taurin Beta Radikal HOCI ile reaksiyon,
Aminoasit Salgilaya Ksenobiotiklere baglanma
Hiicrelerde
Trakeobronsial | Protein Ust  Solunum | Solunan oksijen yakalayicist
Yollar
Mukus Glikoprotein yaygin Solunan oksijen yakalayicisi
Albumin Protein Yaygin Gegis metalleri baglar.

Antioksidanlar1 dncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaglar) seklinde
simiflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen
antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim
olmayanlar seklinde siniflandirilabilir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin,
transferin ve miyoglobin ise enzim olmayanlara O6rnek olarak verilebilir. Endojen
antioksidanlar bulunduklar1 ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gére de hiicre i¢i
(intraseliiler), membranal ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ sinif altinda
toplanabilir.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin olan
eksojen antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit (vitamin C) ve
folik asit (folat) tir. Ilag olarak kullamlan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve Troloks 6rnek olarak verilebilir. Gidalardaki
yapay antioksidanlar ise; butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianisol

(BHA), sodyum benzoat, etoksikuin ve propilgallattir.
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ANTIOKSIDANLAR

/ N

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar

/ \ BHT, BHA, Troloks, SOD

mimikleri ve gesitli selat

Enzimatik Enzimatik olmayan olusturucu maddeler
SOD Endojen Eksojen
Katalaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon peroksidaz Seriiloplazmin B-Karoten
Glutatyon S transferazlar ~ Bilirubin Askorbik Asit
Glutatayon rediiktaz Ferritin Flavonoidler
Sitokrom oksidaz Transferrin

Laktoferrin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Miyoglobin

Sistein

Metiyonin

Sekil 4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Katalaz (CAT), yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin dismutasyonunu
katalizler. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonda olusan

hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerini indirger.

GSH-Px

H,0,:2GSH — GSSG +2H,0 (16)
GSH-Px

ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,O (17)

Glutatyon rediiktaz (GSH-R), yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis
glutatyona (GSH) doniigiimiinii saglar. Glutatyon-S-transferazlar (GST), basta aragidonik
asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak tizere lipit peroksitlerine karsi, selenyum-bagimsiz

GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olugtururlar.

GST
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ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0 (18)

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ise solunum zincirinin son enzimidir ve
stiperoksidi (O,") detoksifiye eder (Akkus, 1995).

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan glutatyon (GSH) bir peptit olup hiicre
icinde en dnemli antioksidan molekiildiir ve hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
dontisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarim
indirgenmis halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur. Melatonin (MLT) en zararh
serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH') ortadan kaldiran giiglii bir
antioksidandir ve giliniimiize kadar bilinen antioksidanlarin en gii¢liisii olarak kabul
edilmektedir. Urat; hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler ve
C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi vardir. Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil
radikali toplayicisidir. Albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir ve plazma osmotik
basincini diizenler. Ayni zamanda kan, bilirubin, hormon, aminoasit, steroid, yag asitleri ve
ilaglarin taginmasinda rol oynar.

Glutatyon (GSH), bilirubin, radikal tutucu 6zelligi ile iirik asit, albumin, bakir iyonlarini
baglayarak metal katalizli reaksiyonlar1 sinirlayan seruloplazmin, hemoglobin, ferritin ayni
zamanda hiicre i¢i antioksidanlardir (Meister ve Anderson, 1983; Diindar ve Aslan, 2000).

Stiperoksit radikali diginda diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirici antioksidan etki gosteren ve okside olduktan sonra ve
parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilen o-
tokoferol, radikal toplayici etkisi bulunan B-karoten ve polifenoller gibi molekiiller insan
ve hayvan organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak
tiretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarinin
durdurulmasinda son derece etkili birer antioksidandirlar ve etkinliklerini enzimatik
olmayan yolla siirdiiriirler (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997). Bunlardan E ve A vitaminleri

zarda bulunan antioksidanlardir.
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CH;
HO CH;
(CH,CH,CH,CH);—CHj
HsC | O
CH;

CHs

Sekil 5. E vitamini (5,7,8-trimetiltokol [a-tokoferol])’ nin formiilii

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan (SOD) enzimi olup
glutatyon, flavonoidler ve ¢esitli polifenoller de etkin rol oynamaktadir.

Sentetik olarak iiretilen ve ¢cogunlukla antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak
kullanilan Trolox, rutin, BHT, BHA gibi antioksidanlar da vardir. Peroksil radikaliyle iki

asamada ctkileserek onu ¢ok daha az reaktif iirlinlere doniistiren BHT 6nemli sentetik

antioksidandir.
OH O O
ROO«
FOO-
AC, —_—»
ROOH ROO M
Me Me

Sekil 6. BHT (2,6 di-tert - butil- 4 metil fenol [butillenmis hidroksitoluen])’nin
peroksil radikali ile reaksiyonu

Stiper antioksidan haplar, Japon erigi, kokusuz sarimsak, mavi-yesil alg (yosun), havug,
portakal ve badem konsantreleri ilave edilmis ‘Activin’ liziim ¢ekirdegi ekstresinden
olugsan bir bitkisel karisim olup A, C, E vitaminleri, selenyum, ¢inko ve kalsiyum
mineralleri de icermektedir. Ayrica iiriinii olusturan dogal bitki 6zleri, vitaminler ve
mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amag i¢in kullanilan 6zel maddelerdir (Diindar
ve Aslan, 2000). Bir baska karisim ise ABD’den ithal edilmekte olan ve nar kapsiilii olarak
adlandirilan, ticari adi ‘PomGT’ olan {iriin seker, gluten, yapay aromalar, renklendirici ve

koruyucu katki maddeleri icermeyip 1 kapsiiliinde 8 fincan yesil ¢ay ve 2 bardak nar suyu
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bulunduran antioksidan haptir. Son yillarda iiretilen bu tiir haplar yapay antioksidanlara
birer drnektir.

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni molekiile
cevirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik
molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki
gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklart hasarin onarilmasi onarict etkidir(URL- 3,

2007).

1.3.1. Antioksidan Enzimler

1.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksidan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
enzimdir. Daha oOnce bulundugu dokuya gore bakir iceren protein manasina gelen
eritrocuprein, serebro cuprein gibi isimlerle anilan enzim ilk kez 1968 yilinda Mc Cord ve
Fridovich tarafindan adlandirilmistir. Bu enzim subselliiller kompartmanlarda siiperoksit

diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir role sahiptir.

SOD
20,7 + 2H" —> H,0,+ 0, (15)

SOD sayesinde, spontan olarak gerceklesen bu reaksiyon 10* hizlandirilir ve reaksiyon
diflizyon hizinda yiiriir. insanda SOD’ un iki tipi bulunmaktadir. Sitozolde bulunan
dimerik Cu-Zn ihtiva eden CuZn-SOD ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden

Mn SOD’diir. Genel olarak hiicrelerde en bol bulunan sitozolik form olan CuZn-SOD’djiir.
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CuZn-SOD enziminin baslica fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicrelerde
meydana gelen siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine kars1 hiicreyi korumaktir.
Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder. SOD izoenzimlerinin doku ve organellerdeki
dagilis1 buralarda oksijenin kismi basincindaki artisa baglidir. Mitokondrilerde bulunan
Mn-SOD bakterilerde de bulunmaktadir ve aralarinda yapisal benzerlik vardir. Bakterilerde

ayrica Fe ihtiva eden SOD da tespit edilmistir (Marklund, 1984).

1.3.1.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz GSH-Px ( Glutatyon: H,O, okside rediiktaz EC: 1.11.1.9 )
molekiil agirligr 85000 dalton olan, tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden sitozolik
bir enzimdir. GSH- Px asagidaki reaksiyonlarla hidrojen peroksidi suya indirgerken

hidroperoksitlerin de daha etkisiz bilesiklere doniistimiinii katalizler.

GSH-Px

H,0,:.2GSH — GSSG +2H,0 (16)
GSH-Px

ROOH +2GSH — GSSG +ROH + H,O (17)

Hidrojen peroksit, kiimenhidroperoksit, t-biitil hidroperoksit ve lipit peroksitler enzimin
substratidir. Selenyum GSH-Px enziminin esansiyel bir bilesenidir.

Suda ¢6ziinen lipit peroksitler bu Glutatyon peroksidaz tarafindan suya pargalnirken
membrana bagli fosfolipit Hidroperoksit Glutatyon perooksidaz (PLGSH-Px) enzimi
membran i¢ginde olusan hidroperoksitkerin yikiminda rol oynar. Membrana bagli en 6énemli
antioksidan olan Vit E yetersiz oldugu zaman PLGSH Px membranin peroksidasyona
kars1 korunmasini saglar.

GSH-Px 16kositlerde de onemli fonksiyona sahiptir. Ozellikle fagositik hiicrelerde
oksidatif yikim sonucu olusan hidrojen peroksitin detosifiye edilmesinde rol oynar. GSH-
Px aktivitesi diisiik fagositlerde ortama H,O, salinnmini artirmaktadir. Eritrositlerde de
GSH-Px hiicreyi H,Oynin tesirinden koruyan en 6nemli antioksidan enzimdir. GSH-Px
yashlarda ve Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, yashlar ve
hipertansiyonlu sahislarin  I6kositlerinde ise diisiik oldugu ileri siiriilmektedir

(Yavuzer,1993; Akkus, 1995; Costello ve Webber, 1990; Gaetani vd., 1989).
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1.3.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz (H,O,: H,O; oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.6) dort hem grubu ihtiva eden bir
enzimdir. Hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalar.

CAT
2H,0, ___, 2H,0 + O, (19)

CAT GSH-Px ‘den farkli olarak daha ¢ok peroksizomlarda lokalize olmustur. CAT
basta karaciger olmak iizere viicutta ¢esitli doku ve organlarda bol miktarda bulunur. GSH-
Px disiik H,O, konsantrasyonlarinda aktif iken CAT daha c¢ok yiiksek H,O,
konsantrasyonlarinda aktif hale gelir. Ayrica CAT daha ¢ok H,O, etilhidroperoksit,
metilhidroperoksit gibi kiigiik molekiilleri substrat olarak kullanir. Lipit peroksitlerine ise
etki etmez (Yavuzer, 1993). Dolayisiyla lipit peroksidasyonu basladiginda lipit
hidroperoksitler meydana geldikten sonra CAT antioksidan aktivitede etkisiz kalir. Katalaz

insan eritrositlerinde yliksek konsantrasyonda sitozolde ¢oziinmiis halde bulunur (Gaetani

vd., 1989)

1.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon Rediiktaz ( NADPH: okside glutatyon oksidoredktaz, E.C: 1.6.4.2) okside
glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. Molekiil agirligi 104.800
olan enzim dimerik yapidadir. Koenzimi NADP ve prostatik grubu FAD’dir. Glutatyon

rediiktaz;

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + 2NADP + 2H' ¢ ,» 2GSH + NADP (20)

Reaksiyonuyla rediikte glutatyon rejenerasyonunu saglar. Fizyolojik sartlarda reaksiyon
tek yonliidiir ve bu sekilde GSH/ GSSG orani (1/500) yiiksek tutulur. GSH ise tiim
hiicrelerde en bol bulunan protein dig1 tiyoldiir ve hiicre metabolizmasinda, bazi
bilesiklerin transportunda hiicre korunmasinda rol alir. Emzimin NADPH’a olan afinitesi
NADH?’ a kars1 olandan 60 kat fazladir. Koenzim olarak kullanilan rediikte NADPH’lar ise

pentoz monofosfat metabolik yolunda iiretilir. Bu yolun anahtar enzimi ise glukoz-6-fosfat
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dehidrogenazdir. Dolayisiyla antioksidan savunma sisteminde GR ile birlikte bu enzimin
de onemli rolii ardir. GR, sitozol ve mitokondrilerde bulunur. GR, glutatyon peroksidaz ile
birlikte hiicre i¢inde glutatyon redoks dongiisii yoluyla hidroperoksitlerin
uzaklastirilmasinda rol alir. Dokularda GSH konsantrasyonu ve GR aktivitesinin
yaslanmayla azaldigi gosterilmistir. Alyuvarlarda GR eksikligi daha ¢ok riboflavin
eksikligine bagli olarak goriilmiistiir. Bu durumda enzim FAD ile 6n inkiibasyona tabi
tutulursa gercek aktivitesi ortaya cikar. Biskloronitrozoiire, glutatyon rediiktazin spesifik

inhibitsriidiir( Efe,1996).

1.3.2. Bitkisel Antioksidan Olan Fenolik Bilesikler

Bitkiler, yiizyillardan beri tiim diinyada gidalarin tat ve aromasinin artirilmasinda
(Shelef, 1983), gidalardaki istenmeyen kokularin giderilmesinde (Giese, 1994) ve
hepsinden 6nemlisi de tedavi amagli olarak kullanilmigtir. Uzun yillar geleneksel olarak
devam eden bu kullanim sekilleri, 20. ylizyilin basindan itibaren degisime ugramis, tedavi
amagh kullanilan bitkilerin ¢esitli 6zellikleri laboratuarlarda arastirllmaya baslanmistir
(D1grak vd., 1998). Tibbi bitkiler konusunda bilimsel arastirmalar arttik¢a, bitki tiirlerine
ve bilesenlerine ilgi de bir hayli artmistir.

Bitkiler tarafindan sentezlenen bazi molekiiller; karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra ikincil metabolizma ftiriinleri olup, mikroorganizmalara kars1 insektisit
ve herbisit olarak serbest radikallere karsi koruyucu rol oynarlar. Bunlar "fitokimyasallar"
diye de adlandirlirlar. Fitokimyasallar, 6zellikle sebze ve meyvelerdeki fenolikleri,
flavonoidleri ve karotenoidleri kapsarlar.

Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt bagl bir hidroksil grubu (-OH)
iceren ve bu hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli, zayif asidik, aromatik
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan viicudundaki gesitli nedenlerle
olusmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif
metalleri selatlama ve otooksidasyonu oOnleme konusunda fenolik bilesikler oldukca
etkilidirler. Diger bir deyisle bunlar, cesitli reaktif oksijen tiirlerini (serbest oksijen,
peroksinitrit ve hidrojen peroksiti) hiicrelerden uzaklastirarak metabolizmay1 zinde tutarlar
(URL- 1, 2006).

Fenolik bilesikler veya polifenoller, en fazla bitkilerde bulunan yapilardan biri olup bitki
aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Serbest_radikal&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C5%9Eelat&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Serbest_oksijen&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Peroksinitrit&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hidrojen_peroksit&action=edit
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Fenolik maddeler, meyve, sebze, baharat, tahil ve icecekler gibi bitkisel gidalarda yaygin
olarak bulunmaktadir (Tosun I. ve Karadeniz B., 2005). Fenolik bilesikler, fenolik asitler
ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilabilir. Bunlar ¢ok 6nemli antioksidanlar olup, bitkisel
gidalarin tiikketilmesiyle sagliga olan pozitif etkileri artirilabilinir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki tag kisminda bulunur ve antioksidan karaktere
sahiptir. Baglica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit ve
vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit gibi
hidroksi sinnamik asitleri igerir.

Flavonoidler insanlar tarafindan sentezlenemeyen bitki fitokimyasallaridir. Flavanoidler,
ozellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin (renk
maddelerinin) Cs-C3-Cg catisina sahip olanlaria verilen addir. Flavonoidlerin tiimii Cs-Cs-
Cs yapisindadir, ancak molekiildeki hidroksil (OH) grubu sayisi ve dagilimi agisindan
farklidirlar. A halkas1 {i¢c karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA (sinnamik asit) dan
sentezlenirken, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid metabolik yolu iizerinden yine
glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda
baglanmasiyla, bir baska deyisle, icerdikleri C halkasindaki degisimlere gore alti ana alt
gruba ayrilabilir:  flavanonlar, flavonlar, flavonoller, antosiyanidinler, flavanlar,

izoflavonoidler.

(a) (b)

Sekil 7. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituentleri (b)



HO
Turunggiller

o Sova fasiilyesi

Kereviz
Mavdanoz * OH Siit
HO o
OH O OH © OH
Flavon rd izoflavon
/
OH OH
HO
Yaban mersini
Brokoli B
Ki
Sarmisak 51‘::2
Sogan OH O B

Flavonol Antosiyanin

OH Elma

Seftali
Katesin Cay

Flavanlar

Sekil 8. Flavonoidlerin kimyasal yapis1
Genel olarak, flavanonlar turuncgil meyvelerde, flavonlar baharatlarda, izoflavonoidler
baklagillerde, antosiyanin ve katesinler meyvelerde, flavonoller tiim meyve ve sebzelerde

bulunur.
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Apigenin Kuersetin
(Flavon) (Flavonol)

Luteolin
(Flavon)
Rutin
_AOH
Kaempferol Katesin
(Flavonol) (Flavanol)

Sekil 9. Diyetlerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilari


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/bf/Apigenin.png�
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Luteolin.png�
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Kaempferol.png�
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Rutin.png�
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Gallic_acid.svg�
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Sekil 9 ‘un devami
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Flavononlar renksizdirler ve 6zellikle; taksifolin, naringin, naringenin, eriodiktol ve
hesperitinle temsil edilirler. Bir¢cok gida flavon ve flavonol icermesine ragmen; kimyon,
yaban ¢ilegi, meyan kokii, nane ve turunggil meyveler flavanon igerirler. Flavanonlarin asil
kaynag1 turunggil meyveler ve sularidir. Yaban ¢ilegi ve kizilcikta narirutin ve naringenin
glikozitleri; kimyon ve nanede hesperidin bulunur.

Flavonlar, meyvelerde pek bulunmayan fakat tahil (arpa, bugday, musir vb.) ve
baharatlarda (nane vb.) bulunan flavonoid smifidir. Flavonlar, soluk-sar1 renklidir. Esas
flavonlar; apigenin ve luteolinlerdir. Maydonoz apigenin ve chryseriol igerir. Biberiye ve
kekik gibi baharatlar flavon igerir. Luteolin, en fazla tahil ve baharatlarda bulunur.
Sebzelerde ve sebze yapraklarinda, luteolin glikozitleri ve apigenin mevcuttur.

Glikozillenmis flavonlar, act maddelerin acilifini azaltir. Flavonlardan neodiosmin;
limonin, naringin, kafein, kuinin ve sakkarinin aciligini azaltir.

Flavonoller ve glikozitleri cogunlukla meyvelerin dis kisminda bulunur. En ¢ok bilinen
flavonoller kuersetin ve kaempferoldiir. Kuersetin, bircok meyve, sebze ve igecekte
bulunur. Diyetimizdeki en 6nemli flavonoiddir ve 6zellikle sogan ve ¢ayda bolca bulunur.
Kuersetin, luteolin ve galangin yapilarindaki farkliliga ragmen kuvvetli antioksidan olarak
bilinirler. Kuersetin ve rutin lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek, hiicreyi okside
LDL’den gelen zarara kars1 korur. Rutin, kan damarlarinin hiicre aralarim1 yapistirir ve
kanin damarin disina sizmasini 6nler. Rutinde, bir aktif madde olan P vitamini vardir ki,
kan damarlar1 iltihaplaninca ve kan akmasinin durdurulmasinda yardimei olur; kan
pithtilasmasini arttirir; radyoaktif maddelerin etkisiyle damarlarin esnekligi zayiflamissa,

onun diizelmesini saglar. Bunun yani sira rutin, gistamine kars1 da etkilidir. Rutin
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damarlarin daralmasina giderir ve kalp kaslarinin arttirir. O yiizden flavonlar, zehirlenen
kalbin atmasi zayiflayinca sik uygulanir. Kaempferol, genellikle meyve ve lifli sebzelerde
bulunur. Ayrica bazi taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde (¢ilek, kiraz vb.),
baharatlarda, baklagillerde ve koklii sebzelerde bulunur. izohamnetin ve miresitin de
flavonoller arasinda yer alir. izohamnetin, sogan ve seftalide bulunur. Miresitin ise
Ozellikle taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, misir ve ¢ayda bulunur.

[zoflavonoidler, 6strojenik aktivitesi iyi bilinen farkli bir flavonoid smifidir ve
cogunlukla baklagillerde bulunur. ‘B’ halkas1 oryantasyonuyla yapisal olarak genel
flavonoidlerden ayrilir. Bunlar: izoflavanonlar, izoflavonlar ve izoflavonollerdir. En iyi
bilinen izoflavonoidler daidzein ve genisteindir. Soya fasiilyesi; fasiilye, yesil bezelye ve
yonca filizlerinde bulunan daidzein ve genisteinin ana kaynagidir. Soya iiriinleri insanlarda
LDL oksidasyonunu azaltmada etkin bulunmustur. Bilinen diger izoflavonoidler biokanin
A ve formononetindir. Fasiilyelerde, bezelyelerde, ayg¢icegi tohumlarinda, alfalfa
filizlerinde ve yonca filizlerinde bulunur.

Antosiyaninler, taneli-kabuksuz- yumugsak meyvelerde, kiraz ve erikte, patlican, kirmizi
lahana ve turpta kirmiz1 ve mavi rengi tiretir. Antosiyanin rengi pH’a baglidir. Antosiyanin
genellikle, pH 3,5’ te kirmizidir, pH artisiyla 6nce renksizlesir ve sonra maviye doner.
Antosiyaninler, yenilebilir tahillarda, koklerde ve yesil sebzelerde bulunmasina ragmen
ozellikle meyvelerle iligkilidir. Elma, armut, ayva, kayisi, erik ve seftali gibi ¢ekirdekli
meyvelerin kabugunda; taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerin hem kabugunda, hem de etli
kisminda bulunur. igecekler ve diger besin maddeleri icin renklendirici ajan olarak
kullanilirlar. Bir de farmasotik {riinlerin  boyanmasinda kullanilirlar. Test edilen
antosiyaninlerin ¢ok yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin,
antosiyaninlerin liziim kabugundan izole edilen ekstrakti cok iyi antioksidatif aktivite
gostermistir.

Flavanlar, yapisal ve adlandirma olarak karmasik flavonoidlerdir. Bunlar: katesinler,
leukoantosiyaninler, proantosiyaninler ve tanninlerdir. Flavanlar renksizdirler. Flavan ve
onun &zel sekli olan katesinler (flavan-3-ol), ¢ayda bolca bulunur. Diger katesin kaynaklari
kirmizi sarap ve c¢ikolatadir. Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda
bulunur. Turunggil kabuklarinda bulunan flavonoidlere, ‘bioflavonoidler’ denir.
Biflavanlar ve triflavanlar meyve ve tahillarda bulunur. Elma, bogiirtlen, kusiliziimii,

yabanmersini, liziim, seftali ve ¢ilekte bulunur.
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Geleneksel tipta, son yirmi bes yilda flavonoidlere karsi ilgi artmis ve gerceklestirilen
calismalar sonucu flavonoidlerin yapilar1 ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir
iliski oldugu bulunmustur. Ornegin; flavonoid yapisinda C-4" pozisyonunda hidroksil
grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi artirirken, serbest 4'-OH grubunun metoksil
grubu ile substitue olmasi aktiviteyi onemli derecede azaltir. Bu durum goéz Oniine
alindiginda kuersetin, luteolin, katesin ve rutin antioksidan olarak etkili flavonoidlerdendir.
Yapilan arastirmalarda, flavonoidlerin sadece antioksidan aktiviteye degil, ayn1 zamanda
bir¢ok biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir (Guliyev ve
Harmandar, 2000; Hausteen, 2002).

Flavonoidlerden kumarinler, molekiiliinde kokulu laktonlar mevcut olan maddelerdir.
Kumarinler, kan pihtilagmasini 6nler, diiz kaslarin kasilmasini azaltir ve agr1 kesici,
yatigtirict ve idrar soktiiriicii 6zelliklere sahiptir. Kumarinli maddelerin en 6nemlisi,
dihidroksikumarindir (dikumarol). Geperin gibi o da karacigerdeki protrombin
biyosentezini azaltir. Rutin, kuersetin, kaempferol, miresitin ve hiperin de idrar sokiicii
ozelligine de sahiptir. Flavonoidli maddeler, ¢esitli nedenlerden kaynaklanan kan akmasin
durdurur. Bu nedenle onlar, hipertoni, miyokart enfarktiisii, brons astimi, seker diyabeti ve
alerji tedavisinde 6nemli bir yer tutar. Flavonoidlerin antibakteriyal 6zellige sahip oldugu
bulunmustur. Ornegin, kuersetinin gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara kars1
giiclii bir etkisi vardir.

Flavonoidler iizerine bir¢ok mutajenik calisma da yapilmistir. Flavonoid aglikonlarin
onemli mutajenik aktivite gosterdikleri, Ozellikle kuersetin, miresitin, kaempferol ve
tamariksetinin aktif mutajenler oldugu bulunmustur. Kuersetin, insan metabolizmasinda
anti-karsinojenik ve anti-arterit O6zellik de gosterdiginden {izerinde en c¢ok calisilan
bilesiktir. Bazi arastirmalar, katesinlerin de antimutajenik ve antikarsinojenik akiviteye
sahip oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar flavonoidlerin oksidatif DNA
zedelenmesini serbest radikal tutulmasi disinda mekanizmalarla 6nledigini gostermektedir.
Flavonoidlerin ¢ogu glutatyon-S transferazi (GST) aktive etme yetenegine sahiptir.

Yapilan baz1 arastirmalar ise kuersetin ve tiirevlerinin dogal antioksidan olan a-
tokoferole gore daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
Flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil ve metoksil gruplarinin antioksidatif aktiviteye
katkida bulundugu da deneysel ¢alismalarla kanitlanmistir. Aragtirmacilar cesitli yontemler
ve test mikroorganizmalar1 kullanarak, bitkilerden elde edilen bilesiklerin mantarlara kars1

ozelliklerini ortaya c¢ikarmiglardir. bazi mantarlara kars1 kuercetin, miresitin  ve
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kaempferoliin antifungal aktivitelerini karsilastirmiglardir. Flavonoidler serbest radikalleri
temizleme, giiclii antioksidan olma 6zelliklerinin yan1 sira hidrolitik ve oksidatif enzimler
olan fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenazin inhibisyonu ile antienflamatuvar 6zellik
gosterirler. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz
enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler mevcuttur (Cimen Y. ve Burak M., 1999).

Genel olarak ‘Flavonoidler’ ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil
ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, enzim aktivitelerini diizenleme, hiicre
cogalmasimi inhibe etme, demir ve bakir selasyonu, o-tokoferol rejenerasyonu
foksiyonlarina ek olarak; vazodilatatdr, antibiyotik, immiinstimiilan, antiallerjik,
antidiyareik, antiiilser, Ostrojenik, antiviral ve daha birgok etkilerinin oldugu sdylenebilir
(Dillard CJ ve German JB., 2000; Rice-Evans C.A., vd., 1996).

Diinyada tedavi amagh olarak kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarinda oldugu Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir (Kalaycioglu ve Oner, 1994). Son
zamanlarda bitkilerin maya, mantar ve bakterileri inhibe ettigi dogrulanmistir (Shelef,

1983).

1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

‘Oksidatif stres’ kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle etkileserek
cesitli hastaliklara yol actigindan 6zellikle risk grubundaki bireylerin aldig1 gidalarda, bu
serbest radikalleri gideren, organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan besinlerle
aliman, antioksidanlarin  toplamsal tayini Onemlidir. Maddelerin bu amagla
kullanilabilirligini belirlemek i¢in bir¢ok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir. Bunlari
Su sekilde siralayabiliriz:

1- MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

2- Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

3- Tiyosiyanat Yontemi

4- Floresans Sonme Zamani Y 6ntemi

5- Toplam Fenolik Madde Tayini Y 6ntemi

6- Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

7- Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

8- DPPH® Radikali Temizleme Aktivitesi YOntemi

9- Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Y 6ntemi
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10- Bakir (II) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlar1 burada 6zetlenecektir.

1.4.1. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

MDA, lipit peroksidasyonunun ikincil iiriinlerinden en iyi bilinenidir ve hiicre duvari
hasarinin belirlenmesinde indikatér olarak kullanilabilmektedir. Lipit peroksidasyonunun
derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok yontem mevcuttur. Son yillarda, Ohkawa
vd., (1979)’nin ortaya koydugu yoOntemlerden biri bir miktar degistirilerek
uygulanmaktadir. Yontem, karaciger doku homojenat, Fe™ ve C vitamini muamele
edilerek olusturulan Fenton reaksiyon karisiminda ortaya ¢ikan ve bir lipid peroksit iirtinii
olan MDA' nin sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanir. Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olusturur.
Tayinde antioksidan aktivite kore gore MDA olusumunu %50 inhibe eden madde
miktarlart (ICsp) cinsinden verilir. %50 inhibisyonu en az konsantrasyonda saglayabilen
madde miktarin1 veren madde antioksidan aktivite yoniinden en etkili olanidir. MDA

olusumunun engellenmesi antioksidan aktivitenin varliin1 gosterir.

1.4.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan yonteme gore indirgeme kuvveti 6ziitiin dolayl
olarak toplam indirgeme potansiyelini gdstermekte olup Fe™ — Fe' indirgenmesi ile
meydana gelen renk degisimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme
potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilastirilmak suretiyle yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP yonteminde 2,4,6-
tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(Ill) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli
0,7 V’ tan daha diistik olan bilesikler antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik
antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi
etkilemektedir. FRAP yontemi hidrojen transferi ile radikal temizleyen 6zellikle tiyol ve

proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lgememektedir.
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Sekil 10. Demir (III)’{in indirgenme reaksiyonu

1.4.3. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Bu yontem, suda ve diger organik ¢oziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Adi bunu yansitmamasina ragmen, bu yontem aslinda numunenin

indirgeme kapasitesini 0lger. Yani, bir antioksidan tayin yontemidir.

1.4.4. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd.,
1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diisiisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen
DPPH’in  absorbansindaki  degisim  Olciilerek, absorbanslara  karsilhik  gelen
konsantrasyonlarla  grafik c¢izilmekte; grafikteki y=ax+b denkleminde DPPH
konsantrasyonunu yartya diisliren numune miktar1 pg/mL veya pM cinsinden
belirlenmekte ve ICsy degeri olarak ifade edilmektedir. Bu yontemin 6nemli bir
dezavantaji, biiyiilk antioksidan molekiillerin sterik engellenmeye maruz kalmalar

nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu yontemde, antioksidan molekiiliin yapis1 ve
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boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu yontem, radikal temizleme aktivite tayinlerinde

kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.

Sekil 11. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin
formiili

1.4.5. Bakar (II) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yoéntemi

CUPRAC yontemi, diger antioksidan aktivite tayin yontemlerine gore daha hizli, basit
ve kullanighdir; radikal kromojen reaktiflerin pahalilik, gli¢ temin edilebilirlik ve
kararsizlik sorunlarindan armmistir. Cu(Il)-neokuproin reaktifi 1limli bir yiikseltgen
oldugundan gida maddelerinde bolca bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime
vermeksizin sadece antioksidanlar1 yiikseltger ve reaksiyon iirlinii Cu(I)-neokuprin
kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug¢ verilir. Yontem, tiyol (-SH) tipi
antioksidanlarla ¢abuk ve net sonuglara ulasir. CUPRAC, fizyolojik pH’lara yakin olan
pH=7 ortaminda yiiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullar1 yansitma sansi daha fazladir.
Uygun ¢oziicii secimiyle hem hidrofilik, hem de lipofilik antioksidanlar tayin edilebilir
(Apak vd., 2005).

1.5. Bitki Bilesenlerinin Analizinde Kullanilan Yontemler

1.5.1. Modern Kromatografik Yontemler

Kromatografi diger yontemler tarafindan ayrilmalari ¢cogunlukla miimkiin olmayan pek
cok karmagik karisimlardaki benzer bilesenlerinin ayrilmalara izin veren gesitli ve
onemli metotlar grubudur. Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da

stiperkritik akiskan olabilen hareketli bir fazda ¢6ziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun
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bir sabit faz boyunca gegirilir. Bu iki faz dyle secilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz
ve sabit faz arasinda kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan
giiclii bir sekilde tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla sadece yavasca hareket ederler.
Ote yandan sabit faz tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler.
Hareketlilikteki bu farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya
kantitatif olarak analiz edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).

Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine bagl olarak bagslica ii¢ forma ayrilabilir:

¢ Gaz kromatografisi
e Sivi kromatografisi
e Siiperkritik akigkan kromatografisi
Kromatografik islemler asagidakilere gore siniflandirilabilirler:
e Adsorpsiyon kromatografisi
e Dagilma (paylasim) kromatografisi
e Iyon-degisim kromatografisi
¢ Boyut eleme kromatografisi
S1v1 kromatografide tiim bu dort form uygulanabilir. Bilesenlerin uguculugunun gerekli
olusunun bir sonucu olarak gaz kromatografisinde yalnizca adsorpsiyon kromatografisi ve

paylasim kromatografisi uygulanabilir (Sandra, 2004).

1.5.1.1. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Yiiksek-performansli sivi kromatografisi (HPLC) o6zellikle biyolojik, farmakolojik,
besinsel, ¢evresel ve endiistriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanan analitiksel bir tekniktir. Numunelerdeki bilesikler
stvi hareketli faz ve sabit faz arasinda dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolay1
kolon boyunca farkli hizlarda gogerler.

HPLC enstriimantlar1 bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektor, bir ayirma
kolonu (se¢imli On-kolon), bir kolon 1siticisi, bir dedektdér ve bir integratér veya
bilgisayarli dijital sinyal alicisi igerirler.

Tipik bir HPLC calismasi bir lineer degisim kullanarak karistirilan iki ¢6ziicii ve kolon

boyunca belli bir akis hizimi igerir. Coziiciilerin degisikligi ve ilaveler ayirmanin
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seciciligini optimize etmek ic¢in kullanilir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolari
kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi igin bir cihazla donatilmistir (Skoog vd.,
1998). Pompa yiiksek basingta sabit serbest-vurus akisi saglar ve ayirma esnasinda
coziiciilerin ¢esitli kompozisyonlarina programlanabilir. Akis hizi kolonun i¢ capina
baglhidir; kolonda kiigiik i¢ cap1 kii¢iik akis hiz1 gerektirir. Analitik HPLC ig¢in tipik olarak
0,5-5 ml/dk akis hiz1 400 bar’a kadar ¢alisan pompalar tarafindan iiretilebilir.

Genellikle modern LC i¢in en faydali ve yaygin kullanilan 6rnek verme diizenegi bir
enjeksiyon valfinin kullanimina baghdir. Bu valfler akisin 6nemli derecede bozulmaksizin
hizli, tekrarlanabilir ve Ozellikle 400 bar’a kadar %0.2’den daha az hata ile numune
hacminin (60 nl’den birkag¢ mililitrelere kadar) genis bir aralikta operatdr bagimsiz olarak
dagitimina miisaade eder (URL-5, 2006).

HPLC ile ayirmalar farkli operasyon tipleri kullamlarak basarilir. Ozel bir uygulama
icin secilen tip, ayrilacak analit(ler)in 6zelliklerine bagl olacaktir (Lindsay, 1987). Cogu
HPLC ayirmalar dagilma tipinde calisilir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit
fazlarinin bagil polarligina bagl olarak iki temel forma ayrilabilir (Skoog, 1998). Normal
faz durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polardir ve en az polar analitler ilk elue
edilirler. Analit tutunmas1 hareketli fazin polaritesi arttik¢a azalir. Ters faz kromatografide
(RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polardir. En polar analitler ilk elue edilirler ve
analitin tutunmas1 hareketli fazin hidrofobikligi arttik¢a azalir. Yaklasik olarak tiim HPLC
analizlerinin %801 RP tipinde caligilir.

Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler. Silika jelde modifiye olan Oktil (C8) ve
oktadesil (C18) en yaygin kullanilan fazlardir.

HPLC kolonlar (genelde 3-5 um) dar bir boyut dagilimina sahip kiiciik partikiillerden
olusur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Mikro
partikiillii materyaller yiliksek basingta kolon boyunca pompalanan hareketli faz1 gerekli
kilarlar. Kolonlar laboratuarda hazirlanabilir fakat cogu analistler ticari olarak hazir
kolonlar satin alirlar. Analitik kolonun bozulmalardan korunmasi i¢in bir koruyucu kolon,
kolon ile enjeksiyon aletinin arasina kurulur.

Farkli boyutlardan kolonlar kullanilabilmesine ragmen, giiniimiizde 100-250 mm
boyunda, 3-5 mm i¢ c¢apli 5 um sabit faz materyaliyle paketlenmis kolonlar ¢ogu

uygulamalar i¢cin mantikli bir zamanda yeterli ayirimi saglamaktadir.
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Son otuz yili askindir pek ¢ok LC detektorler cesitli ilkelere dayandirilarak
gelistirilmistir. Fakat yine de yalnizca onlardan yaklasik on iki tanesi LC analizleri i¢in

etkin bir sekilde kullanilir ve bunlarin da yalnizca dordii yaygin kullanimdadir.

1.6. Erzincan Uziimii (Vitis vinifera ssp. , Cimin) Bitkisinin Ozellikleri

1.6.1. Genel Ozellikleri

Vitis vinifera (kara iiziim)’min bir alt tiirii olan ve Erzincan’in Uziimli (cimin)
yoresinde yetisen siyah renkli, sekli basik-oval, ortalama 3-4 gram tane agirliginda,
cekirdek sayis1 ortalama 1-4 orta kabuk kalinliginda, aromas: tatli-mayhos, konik seklinde,
dolgun siklikta, 300-1500 gram salkim iriliginde sofralik bir liziim cinsidir. Yoreye 6zgii
cografi durum, iklim 6zellikleri, nem, sicaklik ve riizgar gibi faktorlerden gelmektedir.

En faydali yagislar; kis, erken bahar ve hasadi miiteakip olan sonbahar yagislaridir.
Oncalarin suya ve sulamaya ihtiyaci, Haziran aymnin basindan baslayarak Eyliil ayinin
ortalarina kadar devam etmektedir. En fazla su ihtiyaci, Temmuz ayinin basi Agustos
aymnin birinci haftasidir. Ortalama nisbinem % 58’dir. Nisbi rutubetin diisiik ve sicaklik
yuksek oldugunda evaporasyon ¢ok fazla olursa yoncalarin yapraklarina ve tanelerine zarar
vermektedir. Yillik sicaklik ortalamasi en az 9 °C (9-12) olan yerlerde yetisebilmektedir.
Erzincan’in senelik sicaklik ortalamasi 10.7 °C, yaz aylar1 ortalamasi1 22.6 °C olmaktadir.
Sicaklik devamli olarak 15-20 °C’ nin altina diismemelidir. Uriiniin denetimi, baskalarmnim
ayni liriinii tiretimlerini, teknik ve cografi 6zelliklerine uygunlugunun kontrolleri Erzincan

Uziimlii Belediyesi koordinasyonu ile gergeklestirilir.

1.6.2. Uriiniin Bilesimi

Tanede; azot 9%0.36, fosfor %0.01, potasyum % 0.20, magnezyum % 0.008, kalsiyum
% 0.04, Yaprakta; azot % 1.75 fosfor % 0.30, potasyum % 0.49, magnezyum % 0.11,
kalsiyum % 1.47, demir % 66.0, Cinko % 29.95, bakir % 36.25.
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Sekil 12. Erzincan tiziimiiniin fotograflari



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanmilan Cihazlar

Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler Rize Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Béliimii ve KTU Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii laboratuarlarindan temin
edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar1 gosteren bilgiler Tablo 3’de

verilmigtir.

Tablo 3. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihaz Adq Markasi

Ogiitiicii ( Blender) Argelik

UV spertrofotometre SHIMADZU uv-1601 spectrophometer
Rotary evaporator Bibby R100

(Doner vakum buharlastiricisi)

Calkalayicili Su banyosu Niive st 402

Isiticili magnetik karistirict Are Velp Scientifica
HPLC Thermo Finnigan
Santrifiij ALC Centrifuge 4218
Etiiv BINDER

pH metre HANNA HI 2121

2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart Tablo 4°de verilmistir.

Tablo 4. Cozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti Hazirlanis1

2N’lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf su ile 1:10 oraninda
seyreltilerek hazirlanir.

%7,5’lik (% a/v) Na,CO; ¢ozeltisi 7,5g Na,COj; almir ve bir miktar saf suda ¢6ziildiikten sonra
son hacim saf suda 100 mL ‘ ye tamamlanir.

Stok Katesin 2,9 mg katesin az miktarda suda ¢oziildiikkten sonra son
hacim 10 mL’ ye tamamlanir. (1000 uM).

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi




Tablo 4’iin devami
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0,1 M NaOH

0,100 g NaOH bir miktar suda ¢oziildiikten sonra son hacim 25
mL’ ye tamamlanir (0,1 M).

0,16 M NaCl ( Serum Fizyoloji)

9,36 g NaCl alinir ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son
hacmi 1 litreye tamamlanir.

10 mM PBS

1,36 g K,H,PO, alinir 0,16 M NaClI ¢ozeltisi ile ¢oziildiikten
sonra pH' s1 7,4 oluncaya kadar derisik NaOH ilave edilerek pH
metre yardimiyla ayarlanir ve sonra son hacmi 0,16 M NaCl
cozeltisi ile 1 litreye tamamlanir.

% 28 Trikloroasetik Asit (TCA)

28 g trikloro asetik asit alinir bir miktar saf suyla ¢oziilerek
hacmi 100 mL’ ye tamamlanir.

2-Tiyobarbiitirik Asit (TBA)

0,1 g NaOH ve 0,1 g 2- tiyobarbiitirik asit (TBA) alinir ve son
hacim 10 mL’ ye tamamlanir.

0,02 M NaNj; 0,065 g NaN; alinir ve ¢oziilerek hacmi PBS ile 50 mL’ ye
tamamlanir.
0,002 M CuSOy4 4,99 mg CuSO4.5H,0 almir ve saf suyla ¢oziilerek hacmi 10

mL' ye tamamlanir.

100 uM DPPH ¢ozeltisi

11,60 mg DPPH bir miktar metanolde ¢oziildiikten sonra son
hacim 250 mL metanolle tamamlanir.

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo

5’de verilmistir.

Tablo 5. Kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Madde Ad1 Firmasi
Asetik asit Merck
DPPH Sigma
Etanol Merck
Folin-Ciocalteu Reaktifi Sigma
HCI Merck
Katesin Sigma
Metanol Merck
Na,COs3 Merck
NaOH Merck
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck
CuS04.5H,0 Merck
H,0, Merck
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2.3. Meyvenin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

2006 Ekim ayinda Erzincan’nin Tercan ilgesinden alinip getirilen Vitis vinifera ssp.
(Erzincan Uziimii) ilk énce ezildi ve siiziilerek meyve sular1 elde edildi. Daha sonra bu
meyve suyu santrifiijlendikten sonra 45 pm’lik filtrelerden gecirilir ve kiiciik Eppendorf
tiiplerine konularak -20 °C ‘de derin dondurucuya konuldu. Diger taraftan c¢ekirdek ve
meyvenin kabugu ayrilarak acik havada kurutuldu.

Kurutulan bu kisimlar her biri 6giitiiciide ayr1 ayr1 parcalanarak toz haline getirildi ve

uygulanacak tayin yontemlerine gore kodlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Numune kodlar1

Kod Numune

EU = UziimS Erzincan iiziimiiniin meyve suyu

EUK = Kabuk$S Erzincan tizlimiiniin meyvesinin kabugunun
sulu ekstrakti

EUKM = KabukM Erzincan iiziimiiniin meyvesinin kabugunun
metanollii ekstrakti

EUCS = CekirdekS Erzincan iizlimiiniin ¢ekirdegin sulu ekstrakti

EUCM = CekirdekM Erzincan lizlimiiniin ¢cekirdegin metanollii
ekstrakti

2.3.1. Metanolle Soxhlet Estraktsiyonu

Metanol polar bir molekiil oldugu i¢in bitki biinyesindeki polar molekiilleri ekstrakte
eder. Kurutulmus ve 6giitiilmiis olan ¢ekirdek ve kabuktan yaklasik 2’ser ve 5’ er g alinip,
her biri ayr1 ayr1 siizge¢ kagidina sarildi. Bu sekilde olusturulan kartuslar soxhlet
diizenegine yerlestirildi ve yaklagik 150 mL ilave edilip, gomlekli 1siticida 60 °C’de
yavasca kaynatilarak ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyon, soxhlet diizenegindeki
cozelti renksiz oluncaya kadar, yaklasik 6 saat siirdiiriildii. Daha sonra ¢oziiciiler doner

vakumlu evoparatdrde uguruldu.
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2.3.2. Sulu Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis olan ¢ekirdek ve kabuktan belirli miktarda tartild1 ve 50 mL
su ile kanistirllarak 25 °C‘de 18 saat calkalayiciya birakildi. Daha sonra buradan alinarak
stiziilip 3000 rpm‘de 15 dakika santrifiij edildi en son asamada 0,45 pm’lik filtreden
gecirilerek eppendorf tiiplerine konularak -20 °C‘de buzdolabinda sakland.

2.4. Erzincan Uziimiiniin Farkh Dokulardaki Toplam Fenolik Madde
Miktarlarimin Belirlenmesi

Yontem, suda ve organik c¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—
menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve
Singleton, 1977).

Metanollii ve sulu ekstraktlar i¢indeki toplam fenol miktarlari, bu yontem kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edildi. Bunun i¢in; Oncelikle ekstraktlar ve standarttan ( katesin)
1 mg/mL konsantrasyonunda c¢ozeltiler hazirlandi. Numuneler ve standartlar 5 farkhi
konsantrasyonla (1 - 0,8 — 0,6 — 0,4 — 0,2 mg/mL katesin) calisildi. Tablo 7’ deki gibi
pipetleme yapiladiktan sonra oda sicaklifinda 2 saat inkiibasyona birakildi ve bu zaman
sonunda 700 nm’de kore kars1 okuma yapildi ve sekil 15°de verilen kalibrasyon grafigi

elde edildi. Olusturulan bu grafikten numunelerin toplam fenolik igerikleri hesaplandi.

Tablo 7. Polifenol tayini i¢in pipetleme miktarlar

Koér (mL) | Numune (mL) | Standart (mL)

Deiyonize su 0.1 - -
Numune - 0.1 -
Standart - - 0.1

Deiyonize su 5 5 5

0.2 N Folin 0.5 0.5 0.5

Tiipler ¢alkaland1 ve 3 dakika sonra
% 2 Na,COs3 1.5 1.5 1.5

2 saat inkiibasyona birakilir.
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KATESIN

Abs (700 nm)

1,5 2 2,5 3 3,5 4
mM Katesin

Sekil 13. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan katesinin farkl
konsantrasyonlarina karst 700 nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi

2.5. Erzincan Uziimiiniin Farkh Dokularindan Elde Edilen Ekstraktlardaki
Polifenol Bilesiminin HPLC ile Analizi

Calismanin bu kismi CAYKUR Atatiirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisti’

nde yapilmistir.
Yontem bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin cinsi ve miktari, sistemde Onceden

yiriitiilen saf standart fenolik bilesikler (gallik asit, kafein, katesin (C), epigallo katesin

(EGC), epigallo katesin galat (EGCG), epik atesin (EC), epik atesin galat (ECG) ve

teoflavinler) referans alinarak belirlenir.( ISO 14502-2, 2005)
Sistemde kullanilan mobil fazlarin igerigi su sekildedir:

Mobil faz A : % 9 asetonitril, % 2 asetik asit ve 20 ppm EDTA

Mobil faz B: % 80 asetonitril, %2 asetik asit ve 20 ppm EDTA

Gradient sartlar1 Tablo 8’deki gibi ayarlandi.
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Tablo 8. Gradient sartlari

% A % B
0-10 dakika 100 0
10-25 dakika 68 32
25-35 dakika 68 32
35-45 dakika 100 0

Cihazin diger ayarlar ise su sekildedir:

Pompa caligma siiresi: 45 dakika

Akis hizi: 1mL/dakika

Kolon: Phenomex Yuna 5u-C18 (250 x 4,60 mm )
Enjeksiyon miktari: 10uL

Kolon firin sicakligi: 35 e (£0,5°C)

Dedektor tipi: DAD

Dalga boyu: 278 nm

Caligma siiresi: 45 dakika

Mobil fazlar degaze edildikten sonra sisteme yerlestirildi ve sistem calistirildi. Once

sistemden mobil faz gegirilerek sistemin dengeye gelmesi saglandi. — 0,005 ile 0,005 mAU

arasinda 1iyi bir baseline elde edildikten sonra analize bagland.

Analize baslamadan birka¢ tane standart karisin1 enjekte edilerek bu karigimlarin

kromatogramalarindan kalibrasyon egrisi ¢izildi. Daha sonra numuneler enjekte edildi ve

standartlara ait kromatogramdaki aynt RT ‘ye sahip piklerin alanlarina bakilarak sonug

hesaplamasi yapildi. Standart karisima ait kromatogram Sekil 14’ de verilmistir.
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Sekil 14. Gallik asit, kafein ve katesin standartlarina ait kromatogram

2.6. Antioksidan Tayin Yontemleri

2.6.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal olup
denemelerimizde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢dzeltisi, metanollii ve sulu
ekstraktlarda kullanildi. Denemelerde Cuendet vd. (1997) yontemi kullanildi. Elde edilen
ekstraktlar (numuneler) ve standart (katesin) degisik konsantrasyonlarda hazirlandi.
Standartlar 107,5- 215 - 430 - 860 - 1720 puM’lik; numuneler ise uM katesin esdeger
cinsinden 5 farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 uL) DPPH" ¢ozeltisi,
numune c¢ozeltileri iizerine eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 50 dakika
inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu i¢in iki paralel ¢alisildi.
Ayrica numune/standartin her bir konsantrasyonu igin birer kér (numune/standart + DPPH
¢Oziiclisli [metanol] ) ve her bir ¢dziiciisii (metanol/su) i¢in de (kontrol tiipleri [ DPPH +
numune/standart ¢6ziiciisii] ) ti¢ paralel ¢alisildi. Siire sonunda DPPH”mn maksimum

absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi
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alinarak kor degerleri bu ortalamadan c¢ikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar grafige gecirilerek 1Csy degerleri uM cinsinden hesaplandi.

2.6.1.2. ICsy Degerlerinin Bulunmasi

ICsop radikal miktarimi yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsy degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle ¢alismalarda 5
farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans Ol¢limleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisliren
konsantrasyon miktar1 ICsy degerini vermektedir. ICsy degeri mg/mL veya uM gibi

birimlerle ifade edilmektedir.

2.6.2. Eritrositlerde MDA Miktar Tayini

2.6.2.1. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Numune olarak eritrosit paketleri kullanildi. Eritrosit paketlerinin hazirlanmasi su
sekilde gerceklestirildi. Rize Devlet Hastanesi Kan Laboratuarindan temin edilen kanlar
heparinli tiiplere alindi. Bu kanlar biiylik deney tiiplerinde toplanarak 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildikten sonra plazma kismi konjugedien 6l¢iimiinde kullanilmak i¢in
ayrildi. Lokosit ve trombosit fazlarinin uzaklagtirmak i¢in % 0.9’luk NaCl ile hacimlerinin
4 katina tamamlanip 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek kan yikandi. Bu islem en az
3 kez tekrarlandi. Eritrosit hiicreleri bir araya toplanarak havuz olusturuldu ve ependorf
tiplerine aktarildi. Daha sonra bu kanlarin Rize 82. Yil Devlet Hastanesi Kan

Laboratuarinda hemoglobin miktarlar1 okundu

2.6.2.2. Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Reaksiyon ortaminin hazirlanmasinda Stocks metodu kullanild: (Stocks ve Dormandy,
1971). Hazirlanan eritrosit paketi hastanede okunmus hemoglobin degerine gore son

konsantrasyonu 3g/dL olacak sekilde PBS’li 0,02 M NaNj ile seyreltilip, 37 °C ‘de 10 dk.
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inkiibasyona birakilarak stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. Hazirlanan ¢alisma tiiplerine 10 mL
stok, tizerine son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde H,O, konuldu ve calisma
ortamindaki konsantrasyonlar1 100 uM ve 200 uM olacak sekilde iiziim Oziitleri ilave
edilip PBS tamponu ile ¢alisma ortaminin son hacmi 15 mL ’ye tamamlanir. Calisma
tiipleri 37 °C’de c¢alkalayict su banyosunda inkiibasyona birakilir. 15 dakika araliklarla
asagida sekilde MDA tayini yapildi (Stocks ve Dormandy, 1971).

2.6.2.3. Eritrosit MDA Miktar Tayini

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan MDA, TBA ¢ozeltisi ile 1sitilmasi sonucu olusan
pembe renkli kompleksin konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile

tayin edilir.

Y + 2H,O
N

HS N OH
\‘{/| + CH
N |2 N CH— CH = CH—\

OH

TBA
MDA RENKLI KOMPLEKS

Sekil 15. Lipit peroksidasyonu sonucu pembe rengin olustugu MDA ile TBA’nin
tepkimeye girdigi reaksiyon

Inkiibasyona birakilan calisma tiiplerinden 15 dakika sonra 900 pL alinarak iizerine
600 uL. TCA ¢ozeltisi ilave edildi ve 3000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Santrifiijiin
ardindan 900 pL siipernatan alinarak tizerine 300 pL giinliik taze olarak hazirlanan TBA
cozeltisi ilave edildi ve 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Olusan renkli
¢ozeltinin absorbansi 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu UV 1601) okundu
ve MDA konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore hesaplandi (Stocks ve Dormandy,

1971).

[MDA] = (A532 — A600) x 900 = nmol MDA / g Hb
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2.6.3. Plazma Konjugedien Olusumu I¢cin Gerekli Siire (t-lag) Degerlerinin
Bulunmasi

Bu yontemde daha 6nce kanin santrifiijiinden elde edilen plazma kullanildi. Reaksiyon
ortamina son konsantrasyonu 50 uM Cu’? olacak sekilde CuSOy ¢ozeltisi, 50 uM katasine
esdeger miktarda ekstrakt ve son konsantrasyonu 150 kat seyreltilmis olacak sekilde
plazma ilave edildi ve son hacimler PBS ile 1 mL’ ye tamamlandi. Ayrica bir de hicbir
antioksidan bilesigin icine ilave edilmedigi sadece plazma ve Cu™ bulunan kontrol
reaksiyon ortami hazirlandi. Daha sonra 234 nm ‘de biitlin ¢alisma gruplarinin igerisinde
sadece Cu™ ve PBS’nin bulundugu kére karst her 6 dakikada bir yaklasik 17 saat boyunca
absorbansi okundu. Absorbansa kars1 zaman grafigi cizilerek her bir ekstraktin konuldugu
reaksiyonun, standartin konuldugu reaksiyonun ve sadece plazmanin bulundugu reaksiyon
ortamiminda konjugedien olusumunun bir gostergesi olan t-lag zamanlar1 hesaplandi

( Spranger vd., 1998)

2.7. istatistik Analiz

Elde edilen sonuglar aritmetik ortalama (X ) ve standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
Biitiin calisma gruplarindaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-
Simirnow testi ile degerlendirilmistir. Calisma gruplarina ait ilgili parametrelerin zamana
ve Oziit konsantrasyonuna bagli degisimlerinin anlamliligt One- Way ANOVA testiyle,
calisma gruplarina ait parametrelerinin birbirleriyle karsilastirilmasi1 Student-t testi, her bir
calisma grubunda Olgililen paremeterlerin birbirine gore degisimlerinin degerlendirilmesi
ise Spearman’s Korelasyon testi ile gerceklestirilmistir. Uziim, plazma ve eritrositlerde
bakilan degerlerin birbirleriyle iligkilerinin anlamlilig1 Regresyon Testi ile gergeklestirildi.

p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



3. BULGULAR

3.1. Erzincan Uziimiiniin Farklh Dokulardan Elde Edilen Toplam Fenolik Madde
Miktarlar:

Sulu ve metanollii ekstraktlarda ve meyve suyunda toplam polifenol madde miktari
Folin- Ciocalteau yontemiyle katesine esdeger olarak belirlenen fenolik madde miktarlar
Sekil 16> da verilmistir. 700 nm’ de, mM esdeger miktarda katesin artan
konsantrasyonlarina karsilik gelen numunelerin fenolik madde icerikleri grafige gegirilerek

belirlenmistir.

Toplam Fenolik Madde

500

450 | 441

400 -

350 -

300 -

250 -

200 -

150 -

Konst.( mM esgeger Katesin)

100 -

50 -
s 14 17,8

EU EUK EUKM EUCS EUCM

Sekil 16. Erzincan iiztimiiniin farkli dokularina ait toplam fenolik madde miktarlar
(mM esdeger miktarda katesin)



47

Tablo 9. Erzincan iiziimiinliin farkli dokularma ait toplam fenolik madde
miktarlar1 ( mM esdeger miktarda katesin)

Numune | Toplam fenolik madde miktar:1 ( mM esdeger katesin)
EU 54
EUK 14
EUKM 17,8
EUCS 46,1
EUCM 441

Sulu ve metanollii ekstraktlarinin karsilastirildiginda metanollii ekstraktlarin sululara
gore daha fazla fenolik madde icerdigi sdylenebilir. Kisim agisindan degerlendirilirse de

en ¢ok fenolik madde icerigi ¢ekirdekte bulundugu sdylenebilir.

3.2. Erzincan Uziimiiniin Farkh Dokularindan Elde Edilen Ekstraktlardaki
Polifenol Bilesiminin HPLC ile Analizi

Yapilan analiz sonucu numunelere ait kromatogramlar Sekil 17-21 ‘de verilmistir.
Ayrica numunelerde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 Sekil 14 ‘de yer alan standart
kromatogram referans alinarak hesaplanmis ve Tablo 10 ‘da verilmistir. Buna gore
fenolik madde igerik bakimindan en fazla madde miktar1 c¢ekirdegin metanollii
ekstraktinda bulunmaktadir. En fazla bulunan fenolik madde de katesindir. Ayrica
ekstraktlarin iceriklerinin katesin, epigallo katesin 3-gallat, gallik asit ve toplam miktar
bakimindan birbirleriyle karsilastirilmasi su sekildedir:

Katesin( C): EUCM > EUCS > EUK >EU > EUKM

Epigallo katesin gallat(EGCG): EUCM > EU > EUKM > EUCS > EUK

Gallik asit: EUCM > EUCS > EUKM > EUK > EU

Toplam fenolik madde: EUCM > EUCS > EUKM > EU > EUK
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1s0 14502/2

0,05+

mAU

UV-278nm

EU-2seyr

Name

gallik asit

0,05

r0,04

r0,03

r0,02

Minutes

Sekil 17. Erzincan iiziimiiniin meyve suyuna (EU) ait kromatogram

1SO 14502/2

0,05

0,044

0,034

mAU

0,024

UV-278nm
E0K-1-2

Name

gallik asit

Minutes

Sekil 18. Erzincan iiziimiiniin kabugunun sulu ekstraktina (EUK) ait kromatogram

mAU

mAU



49

1SO 14502/2

_ Uv-2i8nm
EUKM-1-10
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0,04+ 0,04

)
< =
72 4 0,02
=
=
(=2
0,007 0,00
1 1 1 1 1 T T 1 1 1 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 %
Minutes
Sekil 19. Erzincan tizlimiiniin kabugunun metanollii ekstraktina (EUKM) ait kromatogram
IS0 1450212
__ Uv2rénm
] L E0GS-1-2
Name
0,67 ro0,6
0,47 0,4
2 2
1= =3
o
0,2+ ro0.2
il 4 8 c 8 8 L
MoF -t
0,07 T T T T T T T T T T T T T T T T 0.0
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Minutes

Sekil 20. Erzincan iiziimiiniin ¢ekirdeginin sulu ekstraktina (EUCS) ait kromatogram

mAU
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ISO 14502/2
UV-278nm
= EUGM-1-10
1 Name
067 == 0.6
1S
()]
1 (@)
0.47 0,4
5 |
<
£
0,2+ 0.2
0,0+ T . . . | . 0.0

5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0
Minutes

Sekil 21. Erzincan iiziimiiniin ¢ekirdeginin metanollii ekstraktina (EUCM) ait
kromatogram

Tablo 10. Erzincan {liziimiiniin farkli dokularmin farkli ¢oziiciilerdeki fenolik madde
miktarlar1 ( mg/mL)

Fenolik EU EUK EUKM | EUCS EUCM | Numunelerdeki

Bilesigin Ad1 fenolik bilesik
cesidinin Toplam
Miktari

Gallik asit 0,00012 0,0002 0,002 0,0545 0,191 0,2477

Epigallo katesin 0,0056 0,001 0,057 0,0523 0,3075 0,4232

(EGC)

Katesin (C) 0,00325 0,006 0,002 0,173 1,170 1,3544

Kafein - 0,0004 0,004 0,0008 0,0021 0,00743

Epigallo katesin 0,0058 0,0008 0,005 0,003 0,0128 0,0271

gallat (EGCG)

Epikatesin (EC) 0,0019 0,0006 0,001 0,002 - 0,00523

Epikatesin galat 0,00005 0,00003 0,0014 0,00006 0,0021 0,00365

(ECG)

Her Bir 0,0167 0,0089 0,07235 0,285 1,6856

Kisimdaki

Toplam

Fenolik Madde

Miktari

mAU
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3.3. Erzincan Uziimiiniin Farkh Dokularindan Elde edilen Ekstraktlarda
Antioksidan Aktivite Tayinleri

3.3.1. Cahisma Gruplarimin DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

Meyve suyunda, sulu ve metanollii ekstraktlarda DPPH radikali temizleme yontemiyle
belirlenen numune antioksidan kapasiteleri Sekil 22-27°da gosterilmistir. Antioksidan
aktivite, numunelerin ICso degerleri belirlenerek karsilastirilmistir (Tablo 11). Ayrica
katesine ve numunelere ait ICsy degerleri Sekil 28 ‘da gosterilmistir. Buna gore katesinle
karsilastirdiginda en diisiik ICso degerleri metanollii ekstraktlarda oldugu, meyve suyunun
ve kabugunun sulu ekstraktlarinin birbirine yakin oldugu gozlemlenmistir. Genel olarak
ise DPPH radikalini temizleme aktivitesinin bir gostergesi olan ICsy degerlerinin standart
ve numunelerin birbirleriyle karsilastirilmasi kiiclikten biiylige dogru su sekildedir:

ICsp degerleri: Standart( Katesin) < EUKM < EUCM < EUK < EU < EUCS

Katesin-DPPH Temizleme Aktivitesi

0,25

0,2

0,15

0,1

Absorbans ( 517 nm)

0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon (uM)

Sekil 22. Standart olarak kullanilan katesinin DPPH radikali temizleme
aktivitesi (ICso0=43 uM )



EU- DPPH Temizleme Aktivitesi

0,35
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0,25
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500 1000 1500
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Sekil 23. Erzincan iiziimiiniin meyve suyunun DPPH radikali temizleme
aktivitesi (ICso= 230 pM )

EUK-DPPH Temizleme Aktivitesi

0,35

0,3
0,25
0,2
0,15

0,1

Absorbans ( 517 nm)

0,05

o

500 1000 1500 2000
Konsantrasyon ( pM esdeger Katesin )

Sekil 24. Erzincan iiziimiiniin kabugunun sulu ekstraktinin DPPH radikali
temizleme aktivitesi (ICs0=225 uM )



EUKM-DPPH Temizleme Aktivitesi

0,25

o
. o
()] N

Absorbans ( 517 nm)
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0,05

o

200 400 600 800 1000 1200 1400
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Sekil 25. Erzincan iiziimiiniin kabugunun metanollii ekstraktinin DPPH
radikali temizleme aktivitesi (ICso= 127 uM )

EUCS-DPPH Temizleme Aktivitesi

0,3

0,25

o
N

0,15

Absorbans ( 517 nm))
o

o
o
[$)]

o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Konsantrasyon ( uM Katesin Esdeger )

Sekil 26. Erzincan iiziimiiniin ¢ekirdeginin sulu ekstraktinin DPPH radikali
temizleme aktivitesi (ICso=359 uM )
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EUCM- DPPH Temizleme Aktivitesi

0,25

0,2

0,15

0,1

Absorbans ( 517 nm )

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Konsantrasyon ( pM Katesin Esdeger)

Sekil 27. Erzincan iiziimiiniin ¢ekirdeginin metanollii ekstrakti DPPH
radikali temizleme aktivitesi (ICso= 130 uM )

Katesin ve Erzincan Uziimii Ekstraktlarinin DPPH Temizleme
Aktivitesi

400 - 359
350 -
300 -
250 ~ 225 230

200 -
150 - 127 130

100 -
o [
- & 9

IC50 Degerleri (pM )

Sekil 28. Katesin standarti ile Erzincan iiziimii meyve suyu, kabuk ve ¢ekirdeginin sulu
ve metanollii ekstraktlarinin 517 nm’deki DPPH radikali temizleme aktivitesi
tayinleri sonucu elde edilen ICso degerleri (uM)
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Tablo 11. Katesin standarti ile Erzincan iizimii meyve suyu, kabuk ve
cekirdeginin sulu ve metanollii ekstraktlarinin 517 nm’deki DPPH
radikali temizleme aktivitesi tayinleri sonucu elde edilen ICso

degerleri (uM)
Numune ICs¢ degerleri (uM esdeger katesin)
Katesin 43
EU 230
EUK 225
EUKM 127
EUCS 359
EUCM 130

3.3.2. Eritrosit MDA Diizeyleri

Eritrosit slispansiyonunun ve Erzincan iiziimiinlin farkli dokularindan elde edilen
ekstraktlarin bulundugu eritrosit silispansiyonlarinin H,O, aracili lipit peroksidasyon
diizeylerinin zamana ve 0ziit konsantrasyonuna bagl degisimleri eritrosit nmol MDA/ g
Hb cinsinden Tablo 12° de gdsterilmistir. Gruplar arasindaki MDA diizeyleri arasindaki
farklilik derecesi su sekilde ifade edildi ; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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Sekil 29.

100 uM 200 uM

15. dakikada, Erzincan 1{zimiinin farkli dokulardan elde edilen
ekstraktlarinin ve standart katesinin eritrositlerde lipit peroksidasyonun
bir gostergesi olan MDA olusumuna etkisinin karsilagtirlmasini gosteren
grafik (a: Ayni zaman diliminde paket peroksit grubuna gore anlamli
degisim gosterir, b: Ayni zaman diliminde kabugun sulu ekstrakti
grubuna gore anlamli degisim gosterir,*:p<0,05,**: p<0,01,***: p<0,001)

15. dakikada, Erzincan tziminiin farkli dokulardan elde edilen ekstraktlarinin ve

standartin eritrositlerde lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA olusumuna

etkisinin karsilastirilmasi Sekil 29°de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore standart

katesinin her iki konsantrasyonunun diger biitiin ¢alisma gruplariyla arasinda anlamli bir
fark vardir (p<0,001). Ayrica diisik EUKM ile diisiik EUCS (p<0,001) , diisiik EU ile
diisiik EUCM (p<0,05) ve diisik EUKM (p<0,001) arasinda istatistik acidan anlamli bir

fark vardir. Yiiksek konsantrasyonlularda ise peroksitli paket ile EUKM (p<0,05), EUK ile
EUKM (p<0,001), EU ile EUK (p<0,001), EU ile EUCM (p< 0,001) ve EU ile EUCS

(p< 0,01) arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmektedir.
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Sekil 30. 15. dakikada, Erzincan iiziimiiniin farkli dokularindan elde edilen
ekstraktlarmin ve katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde
lipit peroksidasyonun sonucunda MDA olusturma diizeylerinin
karsilastirilmasini gosteren grafik (*:p<0,05, **: p<0,01,***: p<0,001)

15. dakikada, Erzincan iiziimiiniin farkli dokularindan elde edilen ekstraktlarin ve
katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde lipit peroksidasyonu sonucu olusan
MDA diizeylerinin karsilastiritlmasi Sekil 30 ‘de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore
Erzincan iiziimiiniin kabugunun sulu ekstraktinin (p<0,05), meyve suyunun (p<0,01) ve

¢ekirdeginin sulu ekstraktinin (p<0,05) farkli konsantrasyonlarinin arasinda anlaml

derecede fark vardir.
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Sekil 31. 30. dakikada, Erzincan iziimiiniin farkli dokulardan elde edilen
ekstraktlarinin ve standart katesinin eritrositlerde lipit peroksidasyonun
bir gostergesi olan MDA olusumuna etkisinin karsilagtirlmasini gosteren
grafik (a: Ayn1 zaman diliminde paket peroksit grubuna gore anlamli
degisimi gosterir, b: Ayni zaman diliminde kabugun sulu ekstrakti
grubuna gore anlamli degisim gosterir,*: p<0,05,**:p<0,01,***: p<0,001)

30. dakikada, Erzincan iziiminin farkli dokulardan elde edilen ekstraktlarmmin ve
standartin lipit peroksidasyonu sonucunda olusan MDA diizeylerinin karsilastirilmasi Sekil
31°de gosterilmistir. Yapilan istatistik analize gore standart katesinin hem diisiik hem de
yiiksek konsantrasyonunun diger biitiin ¢aligma gruplariyla arasinda anlamli bir fark vardir
(p<0,001). Diisiik konsantrasyonlu oziitlerde; peroksitli paket ile EUKM (p<0,01),
peroksitli paket ile EUCM (p<0,01), EU ile EUKM (p< 0,01), EUK ile EUKM (p< 0,001),
EUCM ile EUK (p<0,05) arasinda anlamli bir fark vardir. Yiiksek konsantrasyolu
oziitlerde ise peroksitli paket ile EUKM (p<0,001), peroksitli paket ile EUCS (p<0,01),
peroksitli paket ile EUCM (p<0,01), EUK ile EUKM (p<0,001), EU ile EUK (p<0,001) ve
EU ile EUCM (p<0,001) arasinda anlaml1 bir fark vardur.
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Sekil 32. 30. dakikada, Erzincan iiziimiiniin farkli dokularindan elde edilen
ekstraktlarin ve katesinin farkli konsantrasyonlariin eritrositlerde lipit
peroksidasyonun sonucunda MDA olusturma diizeylerinin
karsilastirilmasini gosteren grafik (*: p<0,05, ** : p< 0,01, *** : p< 0,001)

30. dakikada, Erzincan liziminin farkli dokularindan elde edilen ekstraktlarinin ve
katesinin farkli konsantrasyonlarinin lipit peroksidayonu sonucu olugsan MDA olusturma
diizeylerinin karsilastirilmast Sekil 32’ de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore

EUKM’ nin (p< 0,01) ve EUCS ‘nin (p<0,05) farkli konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir

fark vardir.
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Sekil 33. 45. dakikada, Erzincan iizimiiniin farkli dokulardan elde edilen

ekstraktlariin ve standart katesinin eritrositlerde lipit peroksidasyonun
bir gostergesi olan MDA olusumuna etkisinin karsilagtirlmasini gosteren
grafik (a: Aym1 zaman diliminde paket peroksit grubuna gore anlamli
degisim gosterir, b: Ayni zaman diliminde kabugun sulu ekstrakti
grubuna gore anlamli degisim gosterir, *:p<0,05,**:p<0,01,***: p<0,001)

45. dakikada, Erzincan Uzimiinin farkli dokulardan elde edilen ekstraktlarinin ve

standartin eritrositlerde lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA olusumuna olan

etkisinin karsilastirilmasi Sekil 33°de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore standart

katesinin hem diisik hem de 200 yiiksek konsantrasyonunun diger biitiin calisma

gruplariyla arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,001). Diisiik konsantarsyonlu 6ziitlerde;

peroksitli paket ile EUKM (p<0,05), peroksitli paket ile EUCM (p<0,01), EUK ile EUKM

(p<0,001) ve EU ile EUKM (p<0,01) arasinda anlamli bir fark vardir. Yiiksek

konsantarsyonlu &ziitlerde ise peroksitli paket ile EUKM(p<0,001), peroksitli paket ile

EUCM (p<0,001), peroksitli paket ile EUCS (p<0,001), EUK ile EUKM (p<0,001), EUK

ile EUCS (p<0,05), EU ile EUKM (p<0,001) ve EU ile EUCM (p<0,001) arasinda anlamli

bir fark vardir.
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Sekil 34. 45. dakikada, Erzincan iiziimiiniin farkli dokularindan elde edilen
ekstraktlarinin ve katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde lipit
peroksidasyonun sonucunda MDA olusturma  diizeylerinin
karsilastirilmasini gosteren grafik (*: p<0,05, ** : p<0,01, *** : p< 0,001)

45. dakikada, Erzincan tliziimiiniin farkli dokularindan elde edilen ekstraktlarinin ve
katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde lipit peroksidasyonun bir sonucu olan
MDA dgzeylerinin karsilastiritlmasi Sekil 34° de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore

EUKM’ nin (p<0,001) ve EUCS ‘nin (p<0,05) farkli konsantrasyonlar1 arasinda anlaml1 bir

fark vardir.



63

750,00

500,00 7

250,00 9

Eritrosit MDA (nmol / g Hb)

0,00 9

. paket

. pakperok
. standart
E EUKM
B EUK

= EU

[ | EUQM
g EUG

Sekil 35.

100 uM 200 uM

60. dakikada, Erzincan ilziminin farkli dokulardan elde edilen
ekstraktlarinin ve standart katesinin eritrositlerde lipit peroksidasyonun
bir gostergesi olan MDA olusumuna etkisinin karsilastirlmasin1 gosteren
grafik (a: Ayn1 zaman diliminde paket peroksit grubuna gore anlamli
degisim gosterir, b: Aym zaman diliminde kabugun sulu ekstrakti
grubuna gore anlamli degisim gosterir, *:p<0,05,**:p<0,01,***:p< 0,001)

60. dakikada, Erzincan tziminiin farkli dokulardan elde edilen ekstraktlarinin ve

standartin eritrositlerde lipit peroksidasyonun gostergesi olan MDA olusturma diizeylerinin

karsilagtirilmast  Sekil 35°da verilmistir. Yapilan istatistik analize gore standart katesinin

hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonunun diger biitiin ¢alisma gruplariyla arasinda

anlamli bir fark vardir (p<0,001). Diisiik konsantarsyonlu oOziitlerde; peroksitli paket ile

EUKM (p<0,05), peroksitli paket ile EUCM (p<0,001), peroksitli paket ile EUCS
(p<0,05), EUK ile EUKM (p<0,001) ve EU ile EUKM (p<0,001), EUKile EUCS

(p<0,001) ve EUK ve EUCM (p<0,001) arasinda anlamli bir fark vardir. Yiiksek

konsantarsyonlu dziitlerde ise peroksitli paket ile EUKM (p<0,001), peroksitli paket ile

EUCM (p<0,001), peroksitli paket ile EUCS (p<0,001), EUK ile EUKM (p<0,001), EUK
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ile EUCS (p<0,001), EU ile EUCS (p<0,001), EU ile EUCM (p<0,001) ve EU ile EUKM

(p<0,001) arasinda anlamli bir fark vardir

*%*

100 uM
200 uM
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500,00 =

250,00 =

Eritrosit MDA (nmol / g Hb))

0,00=

standart kabukM kabuk$S izimS  ¢ekirdekM  ¢ekirdekS

Sekil 36. 60. dakikada, Erzincan tuziimiiniin farkli dokularindan elde edilen
ekstraktlarinin ve katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde lipit
peroksidasyonun sonucunda ~ MDA olusturma  diizeylerinin
karsilastirilmasini gosteren grafik (*: p<0,05, ** : p<0,01,*** : p<0,001)

60. dakikada, Erzincan lizimiinlin farkli dokularindan elde edilen ekstraktlarinin ve
katesinin farkli konsantrasyonlarinin eritrositlerde lipit peroksidayonu sonucunda olusan
MDA diizeylerinin karsilastirilmas: Sekil 36° de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore
EUKM’ nin (p<0,05) EUCS ‘nin (p<0,01) ve EUK nin (p<0,01) farkli konsantrasyonlari
arasinda anlaml bir fark vardir.

Ayrica 6zet olarak biitiin ¢alisma gruplarina ait eritrosit MDA diizeylerinin hem diisiik
hem de yiiksek ekstrakt varliginda zaman gore degisimi Sekil 37-38° de gosterilmistir. Bu

grafiklere gore en diisiik egim metanollii ekstraktlarda oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 37. Paket peroksit ve 100 pM standart ve ekstrakt igeren biitiin ¢aligma
gruplarinda MDA diizeylerinin zamanla degisimini gosteren grafik
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Sekil 38. Paket peroksit ve 200 uM standart ve ekstrakt igeren biitiin calisma gruplarinda
MDA diizeylerinin zamanla degisimini gosteren grafik
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Calisma gruplarinda zamana bagli H,O, uyaril lipit peroksit hizinin degerlendirilmesi

amact ile % degisimler hesaplandi. Elde edilen degerler Tablo 13’°de verilmistir

[ | 15-30
B 30-45
50,00 = 45-60

40,00

30,00 7

% Degisim

20,00 -1

10,00 =

PaketPeroksit KabukS CekirdekM
KabukM UziimS CekirdekS

Sekil 39. Peroksitli paket ve 100uM’lik konsantrasyonlu 06ziitlii paketlerin lipit
peroksidayon diizeylerinin zamana bagli olarak % degisimleri
(*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, #: 1. ceyrekte gozlenen % degisim
arasindaki anlamli farklilik, §: 2. ¢eyrekte gozlenen % degisim
arasindaki anlamli farklilik)

Peroksitli paket ve diisiik konsantrasyonlu o6ziitlii calisma gruplarma ait lipit
peroksidasyon diizeylerinin zamana bagli olarak % degisimleri Sekil 39°de verilmistir.
Buna gore peroksitli paketin 30-45 ve 45-60 dakikalar1 (p<0,01), EUKM’nin 15-30
dakikalar1 (p<0,05), EU ‘niin 45-60 dakikalar1 (p<0,01) ve EUCS’nin 30-45 dakikalar

(p<0,05) arasinda anlaml1 bir farkl: vardir.
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Sekil 40. Peroksitli paket ve 100uM’lik konsantrasyonlu 6ziitlii calisma gruplarina ait
lipit peroksidasyon sonucu olugsan MDA diizeylerinin zamana bagl olarak %
degisimlerinin  birbirleriyle  karsilastirilmasi(a:  paket  peroksit ile
karsilastirma, b: EUKM ile karsilastirma, c: EUCS ile karsilastirma, d: EU ile
karsilastirma, *: p< 0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)

Peroksitli paket ve diisiik konsantrasyonlu o6ziitlii c¢alisma gruplarina ait lipit
peroksidasyon sonucu olusan MDA diizeylerinin zamana bagli olarak % degisimlerinin
birbirleriyle karsilastirilmasi Sekil 40°da verilmistir. Buna gore 15-30 dakikalar1 arasinda
EUK ile EUKM (p<0,05), EUKM ile EU (p<0,001) ve EU ile EUCS (p<0,01) arasinda
anlaml bir fark vardir. Ayrica peroksitli paketin 15-30 dakikalarinda EU ve EUK (p<0,05)

ile arasinda anlamli bir fark vardir.
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Sekil 41. Peroksitli paket ve 200uM’lik konsantrasyonlu oziitlii paketlerin lipit
peroksidayon sonucu olusan MDA diizeylerinin zamana bagli olarak %
degisimleri (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, #: 1. ¢eyrekte gézlenen
% degisim arasindaki anlamli farklilik, §: 2. ¢ceyrekte gozlenen % degisim
arasindaki anlamli farklilik)

Peroksitli paket ve yiliksek konsantarsyonlu oziitlii calisma gruplarina ait lipit
peroksidayon diizeylerinin zamana bagl olarak % degisimleri Sekil 41°de verilmistir.
Yapilan istatistik analize gore peroksitli paketin 30-45 ve 45-60 dakikalar1 (p<0,01),
EU’niin 15-30 ve 45-60 dakikalar1 (p<0,01) ve EUCM ‘nin 30-45 dakikalar1 (p<0,01)

arasinda anlamli bir farkli vardir.
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Sekil 42. Peroksitli paket ve 100uM’lik konsantarsyonlu 6ziitlii paketlerin lipit
peroksidayon diizeylerinin zamana bagli olarak % degisimlerinin
birbirleriyle karsilastirilmas1 (a: paket peroksit ile karsilastirma, b: EUKM
ile karsilastirma, c: EUCS ile karsilastirma, d: EU ile karsilastirma, *:

p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001)

Peroksitli paket ve yiliksek konsantrasyonlu oziitlii ¢alisma gruplarina ait lipit
peroksidasyon diizeylerinin zamana bagli olarak % degisimlerinin birbirleriyle
karsilastirilmasini gosteren grafik Sekil 42°de verilmistir. Yapilan istatistik analize gore
15-30 dakikalar1 arasinda EUK ile EUKM (p<0,05), EUKM ile EU (p<0,001) ve EU ile
EUCS (p<0,01) arasinda anlamli bir fark vardir. Ayrica peroksitli paketin 15-30
dakikalarinda EU (p<0,001), EUK (p<0,05), EUKM (p<0,01) ve EUCM (p<0,01) ile

arasinda anlamli bir fark vardir

3.3.3. Plazma Konjugedien Olusumu I¢in Gerekli Siire (t-lag) Degerleri

Erzincan iiziimiine ait farkli dokulardan elde edilen bitki ekstraktlarinin plazmada
konjugedien olusumunun bir gostergesi olan t-lag zamaninin ortalamalar1 Tablo 14’°de,

plazma ve bu ekstraktlarin bulundugu plazmaya ait ortalama t-lag zamanlarinin
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degerlendirilmesi Sekil 43° de gosterilmistir. Yapilan istatistik analize gore iiziim
cekirdeginin ve kabugunun metanollii ekstraktlarinin arasindaki farklilik harig, plazma ve
biitiin ¢alisma gruplarinin t-lag zamanlariin birbirlerine gére degisimleri anlamli derecede
farklidir (p<0,001). Ayrica bu konjugedien olusumunun gostergesi olan t-lag zamanini

gosteren Absorbans-zaman grafigi Sekil 44 ‘de gosterilmistir.

Tablo 14. Erzincan {iziimiine ait farkli dokulardan elde edilen bitki
ekstraktlarinin plazmada konjugedien olusumu ile ilgili ortalama t-
lag zamanlar1

Numune Cesidi Ortalama t-lag (dakika) ( X = SD)
Plazma + Cu”" 63+9

Plazma + Cu” + EU 241 57

Plazma + Cu”’ + EUK 104 + 15

Plazma + Cu”" + EUKM 405 £ 69

Plazma + Cu”" + EUCS 333 +41

Plazma + Cu” + EUCM 486 + 122
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Sekil 43. Plazma ve Erzincan iiziimiiniin farkli dokularmin ekstraktlarinin
bulundugu plazmalara ait ortalama t-lag zamanlari
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Sekil 44. Plazma ve Erzincan iliziimiine ait farkli dokulardan elde edilen ekstraktlarin
bulundugu plazmalara ait konjugedien olusumunun gostergesi olan t-lag
zamanini gosteren absorbans(234 nm)- zaman (dakika) grafigi
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Erzincan iiziimiiniin farkli kisimlariyla ilgili antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi
plazma ve eritrositlerde analitler (t-lag ve MDA) arasinda gerceklestirildi ve ilgili
korelasyon incelendi. Yiiksek 6ziit konsantrasyonlu eritrosit MDA degeri ile plazma t-lag
zaman arasindaki korelasyon analizi sonucunda t-lag siiresinin 45. dakika EUK ve EUCS
MDA degerleri arasinda negatif bir iliski oldugu tespit edildi (r = -0,929, p<0,001 ve r = -
0,634, p<0,05). Yine 60. dakika yiiksek &ziit konsantrasyonunda EUCS MDA degeri ile t-
lag siiresi arasinda ters yonde bir iliski oldugu gériildii (r = -0,727, p<0,05). Ilgili grafikler
Sekil 45-47° da gosterilmistir.

t-lag EUCS

420,00
Y = 561,28 - 0,408X

390,00 (o)

360,00

330,00

300,00

| | | | | |
450,00 500,00 550,00 600,00 650,00 700,00

45.dakika 200 pM EUCS

Sekil 45. t- lag EUCS ile 45. dakika 200uM EUCS igeren calisma grubu arasindaki
regresyon grafigi
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Sekil 46. t- lag EUK ile 45. dakika 200 uM EUK iceren ¢alisma grubu arasindaki
regresyon grafigi
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Sekil 47. t- lag EUCS ile 60. dakika 200uM EUCS igeren calisma grubu arasindaki
regresyon grafigi



4. TARTISMA

Cok eskilerden giiniimiize kadar dogal bitkilerin bir¢cok hastaliklarin tedavisinde
kullanildigina dair ¢ok sayida yayin ve dokiiman bulunmaktadir. Ozellikle batida folk
medikal preparatlar halinde uygulama alani bulan bitki 6ziitlerinin kullanimi ABD ‘de
kimyasal sentez kaynakli ila¢ tiilketimini ge¢mistir. Bitkilerin tedavi yoniindeki cazibesi
onlarin 6nemli miktarda polifenolik yapida flavonoidler bulundurmasindan dolayidir.
Diyetle aldigimiz besinlerde ¢ok cesitli ve olduk¢a bol miktarda flavonoidler vardir.
Ozellikle icecek olarak; cay, sarap, bira ve kahve, yiyecek olarak tiiketilen meyvelerden
liziim, kiraz, seftali, elma, sebzelerden ise domates, brokoli, briiksel lahanasi bu besinlere
ornek olarak verilebilir. Uziimiin flavonoid muhtevas: yaklasik 50-450 mg/ g tane iiziim
araligindadir ve bu deger elma seftali, portakal greyfurt ve bunun gibi benzer meyvelerden
daha ytiksektir (URL-6, 2008, Rho ve Kim, 2006) . Erzincan iiziimii; ince kabuklu, koyu
renklidir. Raf 0mriiniin ¢ok kisa olmasi ve mayalanmamasi nedeniyle sarap yapiminda
kullanilmamasi dikkat ¢ekici farkliliklaridir.

Bu c¢alismada oncelikle Erzincan {iziimiinlin farkli dokularia ait polifenolik bilesimi
ortaya ¢ikartildi. HPLC ile elde edilen sonuglarda en yiiksek deger ¢ekirdegin metanollii
ekstraktinda bulundu. Genel olarak metnolik ekstraktlarda (kabuk ve g¢ekirdek) toplam
polifenol miktar1 {iziimiin kabuk sulu ekstraktina ve iiziim suyuna goére dnemli derecede
daha fazla oldugu bulunmustur. ikinci yiiksek flavonoid bilesim ise g¢ekirdegin sulu
ekstraktinda bulundu. Katesin iiziim suyu ve kabugun metanollii ekstrakti hari¢ diger tizim
kisimlarinda en ¢ok bulunan flavonoid iken epigallo katesin ve gallik asit onu takip eden
diger bilesenlerdir. En az bulunan flavonoid ise epikatesin galat olarak tespit edildi.
Toplam olarak iiziimiin ¢ekirdek ekstraktlarindaki fenolik bilesim kabuk ekstraktlarina
gore 16 kat, liziim suyuna gore 100 kat daha fazla oldugu (Sekil 16) , fenolik bilesiminde
ise benzer kiyaslama da bu oranin yaklasik 23 ve 98 oldugu (Tablo 10) goriilmektedir.
Sadece cekirdek fazlarindaki katesin oram iiziimiin kabuk fazlarina gore yaklasik 23 kat,
lizim suyuna gore ise 100 kat daha fazla idi. Bozan ve arkadaslarinin Tiirkiye’de tireticiligi
yapilan 11 gesit liziimiin ¢ekirdeginde gergeklestirdigi arastirmada biitiin tiziim ¢esitlerinde
en fazla flavonoid miktar1 katesin oldugu tespit etmislerdir (Bozan vd., 2008). Italya‘da 10
cesit liziim cekirdeginde gergeklestirilen benzer bir ¢alismada da birbirine ayni1 sonug

bulunmustur.
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Erzincan iiziimiinlin ¢ekirdegiyle 1ilgili sonu¢larimiz yukarda bahsedilen calisma
degerleriyle uyumludur.

Organizmada oOzellikle mitokondriyal oksidasyon ile gerceklesen elektron transferi
stiresince serbest oksijen radikalleri iiretilir ve canlilar i¢in ¢ok degerli olan biyomolekiiller
(lipit, protein, DNA) bu radikallerin hedefidir (Rho ve Kim, 2006, Rodriguez vd., 2006,
Lucchi vd.,2000). Organizma, radikallerin bu olumsuz etkisine karsilik endojen ve ekzojen
kaynakli savunma sistemlerine sahiptirler. Prooksidan ve antioksidan arasindaki denge
saglikli yasam i¢in 6nemli bir stratejiyi olusturmaktadir. Sebze ve meyvelerde bulunan
polifenolik bilesiklerin saglik iizerinde meydan getirdigi koruyucu etki onlarin yapisinda
bulunan ve serbest radikalleri yakalayic1 6zellige sahip gruplardan ileri gelmektedir. Bu
arastirmada Erzincan iiziimiiniin farkli dokularma ait radikal temizleme etkisini belirlemek
icin DPPH radikali temizleme testi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar bize, belirlenen
aktivitenin en fazla metanolik ekstraktlarda bulundugunu gostermistir. Kabuk ve
cekirdegin metanolik Oziitlerindeki katesin miktarinin sulu ekstraktlara gére 6 kat daha
fazla bulunmasi bu sonucun ortaya c¢ikmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu
sonuglarimiz lacopini ve arkadaslarinin katesin ve epikatesin miktar1 yiliksek olan Kanyola
lizimiinlin en disiik 1Csy degerine, dolayisiyla en yiiksek DPPH temizleme aktivitesine
sahip oldugu bulgusuyla uyumludur ( Iacopini vd., 2008). Fakat Bozan ve arkadaslarinin
en diisiik katesin bilesimine sahip papaz karasi {izimiinlin en yiiksek DPPH temizleme
aktivitesine sahip olmasi sonucuyla c¢elismektedir (Bozan vd, 2008). Yaptigimiz litaratiir
taramasinda mevcut uyumsuzluklara rastlanmaktadir ve DPPH temizleme aktivitesinin
olusumunda Ol¢iimii yapilan polifenolik bilesimlerin disinda oligomerik yapida ve
yapisinda seker bulunduran flavonoidlerin de yer aldigini diisiindiirmektedir. Yine Yen ve
arkadaslarinin Cuscuta g¢ekirdeginin etil asetat ekstraktinda yaptig1 calismada, Fiorani ve
arkadagslarinin 3 farkli balin eter ekstraktinda ve Dani’ nin 8 ¢esit iiziim suyunda yaptigi
calismada da benzer sonuglara ulasmislardir (Yen vd., 2007, Fiorani vd., 2006, Dani vd.,
2007).

Gerek sentetik maddelerin antioksidan etkilerinin arastirilmasinda gerekse bitki
oOziitlerinin olusturdugu serbest radikal toplayict potansiyellerinin degerlendirilmesinde
hiicre modeli olarak eritrositler se¢ilmektedir. Basit hiicre yapisina sahip olmasi, yiiksek
yogunlukta oksijen tasimasi, zar yapisinda bol miktarda CDYA bulundurmasi, o6zellikle
hemoglobin yapisindaki demir gibi geg¢is metallerine sahip olmasi ve hasara ugrayan

bilesenlerini telafi edememesi gibi Ozellikler eritrositlerin siklikla hiicre modeli
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secimindeki tercihlerin baglica nedenleridir (Suwalsky vd., 2007, ,Kruthiga vd., 2007, Zhu
vd., 2002). Calismamizda iiziimiin farkli kisimlaria ait koruyucu etkiyi degerlendirmek
lizere bizde eritrositleri sectik.

Bir¢ok c¢aligma sonuglari: Bitkilerin sahip oldugu yararli etkilerin yapisindaki
polifenolik bilesimlerden kaynaklandigin1 gostermektedir. Biyoflavonoid bu etkilerini;
selator olarak is gorerek, sahip oldugu hidroksil gruplarinin sayis1 ve yerlesimine bagl
olarak vitamin ve diger antioksidan maddeleri yenileyerek ve zar yapisina baglanip
radikalik saldirilart engelleyerek ortaya koymaktadir (Rodriguez vd., 2006, Fieroni
vd.,2006, Kruthiga vd., 2007, Zhu vd., 2002, Konyalioglu ve Karamenderes, 2005).

Mevcut calismada eritrositlere oksidatif stres (OS) uyguladik. Bunun i¢in katalaz
enzimi inaktive edilmis eritrositleri stresoér ajan olarak H,O, ile etkilesmeye biraktik.
Literatiir taramalarinda OS olusturmak i¢in ilave edilen H,O, konsantrasyonun 0.2 mM ile
735 mM’lik gibi genis bir araligin kullanildigini belirledik. 10 mM’lik H,O,
konsantrasyonun olusturdugu etkinin, konsantrasyonu artirmakla peroksidasyon
biiyiikliigiinii degistirmedigini ifade eden ¢aligma (Stocks ve Dormandy, 1971) bizi bu
konsantrasyonu se¢memize neden oldu. Bu uygulamayla gerceklestirilen OS’in
mekanizmasi ise su sekilde belirtilmektedir (Kruthiga vd., 2007, Chaudhuri vd., 2007);
hemolizat halindeki eritrositlerde bulunan H,O, sadece okside hemoglobin
(methemoglobin) olusumuna yol agmaz ayni zamanda en zararli radikal (OH') iireten
Haber-Weiss reaksiyonunu dogrudan, Fenton reaksiyonunu ise hemoglobindeki demirin
salimmasini saglayarak ve kendisi de reaksiyona katilarak etki etmektedir. Sonugta olusan
bu radikaller CDYA’in peroksidasyon zincirleme reaksiyonlarin1 baslatir. Biz de bu yag
asitlerin peroksidasyonunu gosteren kararli ve son {iriin olan MDA degerlerini tayin ederek
liziime ait antioksidan kapasitesinin degerlendirmesini gerceklestirdik.

Makale taramalarinda deney ortamina uygulanan ekstrakt degerinin (katesin, gallik asit
veya kuersitin’e esdeger) 0.05 uM ile 400 uM arasinda degistigini belirledik ve yapilan 6n
calisma sonucunda 100 ve 200 uM’lik konsantrasyonlar1 sectik. Reaksiyon siiresini ise
ekstraktlarin koruyucu etkinliklerini degerlendirmek amaciyla 4 farkli zaman olarak
belirledik. Normal bir inkiibasyon ortaminda (ekstraktsiz) 2 saatlik peroksidasyon siiresi
boyunca MDA diizeyinin 6nemli bir kisminin ilk g¢eyrekte olustugu belirtilmektedir
(Stocks ve Dormandy, 1971). Bizim calismamzda benzer sonuglar gozlendi. Uziim
kisimlarinin en etkin koruyucu potansiyeli her iki konsantrasyonda da metanolik ekstrakta

ozellikle kabuk dokusunda gozlendi. Sadece 60. dakika sonunda yine her iki
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konsantrasyonda cekirdek ekstraktlarinda en yiiksek koruyucu etki bulundu. Uziim suyu ve
kabugun sulu ekstraktlarina ait MDA degeri ise reaksiyon siiresince ekstraktsiz calisma
grubuyla (paket+peroksit) parelel seyretti. Bahsedilen bu iki grubun fenolik bilesiminin de
en az olmasi, calisma gruplarinin fenolik bilesim ve antioksidan etkinlikleri siralamasiyla
uyumludur. Reaksiyon ortamina ilave edilen H,O, konsantrasyonun daha diisiik dozlarda
olmasi iiziimiin bu kisimlarina ait koruyucu etkiyi ortaya ¢ikartabilecegini diistinmekteyiz.
Metanolik ekstraktlarda 6zellikle katesin miktarinin diger ekstrakt gruplarina goére daha
fazla olmasi bu antioksidan kapasite farkini agiklamaktadir. Ayrica organik ekstraktlardaki
fenolik bilesenlerin eritrositlerce daha kolay alinarak 6zellikle hemoglobine baglanmasi
sonucunda hiicrede biriktigini belirten arastirma (Fieroni vd., 2006) sonuglarimizi
desteklemektedir. Cekirdek ve kabugun metanolik ekstraktlarindaki antioksidan etki farki
ise bu fazlarda bulunan flavonik bilesimlerin ve eser elementlerin farkli miktarlariyla
aciklanabilir. Biyoflavonoidlerin yapisinda bulunan, 6zellikle B (3. ve 5. karbona bagli) ve
C (3’ ve 4’ karbonlara bagli) halkasindaki fenolik hidroksil grubunun yerlesimi ve sayisi
ile yapida tasidig: ¢ift bag (C halkasindaki 2 ile 3. karbon arasinda) ve ona bagli okzo
grubunun flavonoidlerin biyoyararlilik derecesini belirleyen en 6nemli unsurlar oldugu
bildirilmektedir (Fieroni vd., 2006, Zhu vd.,2002). Ratlarda yapilan ve UV 1sinlartyla OS
olusturulan caligmada eritrosit MDA olusumu {iizerine iiziim ¢ekirdegi prosiyanidinlerinin
saf EGCG ve katesin preparatlarina gore daha etkili engelleyici oldugu bildirilmistir
(Carini vd. 2000). Kirmiz1 sarabin antosiyanidince zengin fraksiyonlarinda en az eritrosit
MDA’st olustugu rapor edilmistir (Tedesco vd., 2001). Yine Yen ve arkadaslarinin
Kuskuda bitkisinde yaptig1 calismada en az MDA olusumuna yol agan ekstrakt miktarmin
(ICsp) sirastyla etil asetat, etanol, n-biitanol ve sulu ekstratlarda rastlanmistir (Yen vd.,
2008). Bizim elde ettigimiz bulgular bahsedilen ¢alisma sonuglariyla uyumludur.

Ekstrakt konstantrasyon farkinin antioksidan korumadaki degisim derecesini belirlemek
amaciyla ¢alisma ortamina ilave edilen ekstrakt miktarini iki katina ¢ikardik ve biitiin
zaman dilimleri boyunca bulgularimizin Oncekilerle ayni derecede ve ayni yonde
tekrarladigin1 belirledik. Sadece inkiibasyon siiresinin son c¢eyreginde c¢ekirdek sulu
ekstraktinin kabuk metanolik ekstrakta gére MDA diizeylerini daha etkili azalttigim
bulduk. 15. ve 30. dakikalarda 6l¢iilen 3 ekstrakt ¢esidinin olusturdugu antioksidan etkinin
konsantrasyon farkina bagli olarak anlamlilik derecesinin degistigi goriilmektedir. Diger
Olciim zamanlarindaki ayni gozlem sadece 2 ekstrakt c¢esidi i¢in gegerlidir. Yani

konsantrasyon farki sadece belli iizim kisimlarinda gozlenmistir. Calisma sonuglarimiz,
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Suwalsky ve arkadaglarinin (Suwalsky vd., 2007) Frenk {iztimii ekstrakt konsantrasyonunu
2 kat artirdig1 calisma sonuglartyla uyumluydu ancak konsantrasyonun 5 kat artirildigi cay
0ziitli (Grinberg vd., 1997), 10 kat artirildig1 yaban mersini (¢ay iiziimii) 6ziitii (Youdin
vd., 2000) ve 100 kat artirlldigi mangifera bitki 06ziiti  (Rodriguez vd., 2006)
calismalarinda eritrosit MDA diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu bildirilmistir.
Ekstrakt konsantrasyonunun katlar1 halinde artirildig1 calismada; olusan MDA diizeylerinin
benzer oranda azaldigin1 gosteren aragtirmaya (Kaviarasan vd., 2004) da rastlanilmistir.

Calismamizda {iziim kisimlarina ait antioksidan etkinlikleri zamanin bir fonksiyonu
olarak degerlendirmek amaciyla 4 farkli zamanda eritrosit MDA Ol¢timii yapildi ve bu
periyotlarda gézlenen degisiklikler % degisim olarak ifade edildi. Ilk ceyrekte en yiiksek
diizeyde peroksidasyon oldugu hem c¢alismamizda goriilmekte hem de kullandigimiz
protokolde (Stocks ve Dormandy, 1971) ifade edilmektedir. Her iki ekstrakt
konsantrasyonda azalan bir % degisim gozlendi. Metanolik ekstraktlarda ve cekirdegin
sulu ekstraktindaki degisim ylizdelerinin ekstraktsiz (paket + peroksit) grupla paralellik
gostermesi dikkat g¢ekicidir. Uziim dokularina ait radikal temizleme kapasite siras1 bu
yonde olmast hesaplanan bu degerlerle uyumludur. Bu degerlendirme; inkiibasyon
stiresine bagli olarak iizim dokularinin flavonoid muhteva diizeylerine gore giderek azalan
etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Etkinlikteki bu azalmanin ortamdaki biyoyararliligi
tikenen flavonoidlerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Youdim’in ratlar {izerinde
gerceklestirdigi calismada; cay Ulziimii kabugu ve etli kisimlarmin ekstraksiyonuyla
antosiyanidinler elde etmis ve bunlarin 3 farkli zamanda (1. 6. ve 24. saatlerde) etkinlerini
Olemiiglerdir (Youdin vd., 2000). Bizim sonuglarimiz bu ¢alisma sonuglartyla uygunluk
gostermistir.

Uziimiin farkli dokularma ait antioksidatif kapasite hiicresel diizeyde irdelendikten
sonra ayni degerlendirmenin ekstraseliiler ortamda da yapilmasi icin ikinci bir deney
ortamini hazirladik. Bunun i¢in saglikli kisilerden alinan ve tek bir havuz haline getirilen
plazma (islenmemis, fraksiyonlastirilmamis) stresoér olarak kullanilan Cu™ ile muamele
edildi. Plazma peroksidasyonunu izleme belirteci olarak da, anlik izlenebilen fakat
kararsiz olan konjuge dien iiriiniiniin olugsmasi i¢in gerekli olan siireyi (t-lag zamani)
sectik. Plazmanin oksidasyona hassasiyeti, 6zellikle bilesiminde bulunan lipoproteinlerden
kaynaklanmaktadir. Alblimin plazma proteinleri arasinda gerek radikal toplayict
ozelliginden gerekse gecis metalleri icin selator olarak is gormesinden dolayr en etkin

antioksidan bilesenlerden biri olarak kabul edilir (Spranger vd., 1998). Antioksidanlarin
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oksidasyona hassasiyeti engellemesini degerlendirmek tlizere gerceklestirilen ¢alismalarda;
islenmemis plazmanin izole edilmis lipoproteinlere gore bazi avantajlara sahip oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle LDL izolasyonu islemi; plazmada yer alan ve suda ¢dziinen
antioksidatif bilesenlerin (albiimin, seriiloplazmin, transferin, askorbat, {irat ve bilirubin
gibi) uzaklastirilmasina neden oldugu belirtilmektedir. Yine lipoprotein izolasyonunun
bitki ekstraktlarda bulunan bazi glikokonjuge halindeki hidrofilik flavonoidlerin etkilerinin
gosterilmesini engelleyecegi ileri siirtilmektedir (Spranger vd., 1998, Mayer vd., 2001).

Mevcut arastirmada; eritrosit lipid oksidasyonunu degerlendirme sonuglarina benzer
sekilde en uzun konjuge dien gecikme zamaninin metanolik fazda oldugu tespit edilmistir.
Eritrositlerdeki sonuglara benzer sekilde en kisa t-lag zamani1 da sulu ekstrakt gruplarda
gorlilmiistiir. Hiicre calisma sonuglarindan farkli olarak siralama cekirdegin metanolik
ekstrakti lehine degismis fakat her iki metanolik grup arasindaki degisimin istatiksel olarak
anlamli olmadigi belirlenmistir. Yine eritrositlerden farkli olarak biitiin {iziimli ¢alisma
gruplarinin t-lag zamani, tiziimsiiz (sadece peroksitli bulunan grup) gruba goére anlamlhi
derecede daha uzun oldugu bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonuglar glikoflavonoid (Mayer
vd., 2001), E ve C vitamini (Kontush vd., 1996, Atkin vd., 2005) preparatlariyla yapilan
benzer calisma sonuclariyla uyumluluk gosterdi. Yine Isla ve arkadaglarinin propolis
ekstraktlarinin islenmemis plazma iizerine olusturdugu etkiyi gosteren calisma sonuclar1 da
diger calisma sonuglariyla paralellik gostermistir (Isla vd., 2001).

Sonug olarak Erzincan iiziimiiniin farkli dokularina ait antioksidan etkinin onun farkli
ekstrakt ortamlarindaki flavonoid miktar1 ve bilesimiyle ilgilidir. Uziimiin koruyucu etkisi
hem intraseliiler (hiicre i¢i) ortamda hem de ekstraseliiler sivi ortaminda (hiicre dis1 siv1)
incelenmis, indirgeme kapasite giicline paralel sekilde kabuk ve cekirdegin metanolik

ekstraklarinda antioksidan etkinin daha gii¢lii oldugu bulunmustur.



5. SONUCLAR

1. Erzincan iiziimiiniin flavonoid miktar1 en fazla ¢ekirdek ve kabuk dokusunun
metanolik ekstraktinda en az ise {iziim suyunda ve kabugun sulu ekstraktinda
bulunmustur.

2. Uziimde en fazla bulunan flavonoid ise katesindir. Onu epigallokatesin ve gallik
asit takip etmektedir.

3. Kabuk ve ¢ekirdegin metanolik fazi en yiiksek radikal toplayici aktiviteye sahipken,
sulu faz diisiik radikal toplayici potansiyele sahiptir.

4. Eritrositlerdeki lipit peroksidasyon seviyesinin gostergesi olan MDA diizeyleri yine
metanolik ekstrakta daha diisiiktiir.

5. Calisma ortamina ilave edilen ekstrakt konsantrasyonunun iki kat artirilmasi biitiin
calisma periyodu siiresince eritrosit MDA diizeylerinde belirgin bir fark olusumun
neden olmadi.

6. Zamana bagli olarak MDA miktar1 ilk ¢eyrekte en yiiksek idi. Diger iicceyrekte
giderek azalan oranlarda MDA olusumu meydana geldi.

7. Metanolik ekstraktlarin bulundugu calisma gruplarna ait MDA degerlerindeki %
degisim degerleri lizlimsiiz-peroksitli grupla benzer seyretti.

8. Uziimiin plazmadaki oksidasyonu engelleyici potansiyelini degerlendirmek igin
konjugedien olusumunu geciktiren zaman (t-lag siiresi) belirlendi ve en uzun t-lag

degeri eritrositlerdeki gibi metanolik fazda goriildii.



6. ONERILER

1. Farkli ekstraksiyon g¢ozeltileri ve metotlarinin uygulanmasi {iziim bilesenlerinin
daha iyi ve bozunmadan elde edilmesine yol acgabilir ve boylece sonuglarin daha
saglikli olmasina katkida bulunabilir.

2. Daha ¢ok zaman aralifi ve farkli ekstrakt konsantrasyonu se¢imi daha etkin
sonuglar bulunmasina yol agabilir.

3. Eritrosit antioksidan enzimlerinin c¢alisilmasi ve hii¢re i¢i indirgeyici potansiyelinin
(glutatyon, total —SH grubu tayini) belirlenmesi {izim kisimlarinin
degerlendirmesine katki saglayacaktir.

4. Her bir ekstrakt grubunun hiicre ve plazma {izerinde olusturacagi etkiye ait ICsg
degerinin bulunmasi, gruplarin birbirleriyle daha saglikli mukayese edilmesine
imkan verecektir.

5. Ayni calisma ratlar lizerinde gergeklestirilebilir ve bdylece in vivo sartlarda elde
edilecek bulgular sayesinde mevcut sonuglarin gecgerliligi daha saglikl

sorgulanabilir.



7. KAYNAKLAR

Akkus, 1., 1995. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri, Mimoza Yay., Konya.

Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., Karademir, S. E. ve Altun, M., 2005. Total
Antioxidant Capacity Assay of Human Serum Using Copper (II)-neocuproine
as Chromogenic Oxidant: The CUPRAC Method, Taylor & Francis, 39, 9, 949-
961.

Atkin, M.A., Gasper, A., Ullegaddi, R. ve Powers, H.J., 2005. Oxidative Susceptibility
of Unfractionated Serum or Plasma: Response to Antioxidants in vitro and to
Antioxidant Supplementation, Clinical Chemistry, 51,11, 2138-2144.

Bilaloglu, G.V. ve Harmandar, M., 1999. Flavonoidler, Bakanlar Matbaacilik Ltd.S$ti.,
Istanbul, 336.

Bozan, B., Tosun, G. ve Ozcan, D., 2008. Study of polyphenol content in the seeds of
red grape ( Vitis vinifera L. ) varieties culcivated in Turkey and their antiradical
avctivity, Food Chemistry, 109, 426-430.

Bravo, L., 1998. Polyphenol Chemistry, Dietary Sources, Metabolism and Nutritional
Significance, Nutr. Rev., 56, 317-333.

Carini, M., Adlini, G., Bombardelli, E., Morazzoni, P. ve Facino, R. M., 2000. UVB-
induced hemolysis of rat erythrocytes: Protective effect of procyanidins from
grape seeds, Life Sciences, 67,1799-1814

Chaudhuri, S., Banerjee, A., Basu, K., Sengupta, B. ve Sengupta P. K., 2007,
Interaction of flavonoids with red blood cell membrane lipids and proteins:
Antioxidant and antihemolytic effects, International Journal of Biological
Macromolecules, 41, 42-48.

Chen, L. H., Boissonneault, G. A. ve Glauert, H. P., 1988. Vitamin C, Vitamin E and
Cancer (Review), Anticancer Res., 8, 739-748.

Cheeseman K.H., Slater, T. F.,1993, An introduction to free radical biochemistry,
British Medical Bulletin, 49, 481-493.

Costello, F.G. and Webber, A., 1990. White cell function in Down’s syndrome:
Increased enzymatic antioxidative defense is accompanied by decreased
superoxide anion generation in blood, Hereditas, 113, 73-75.

Cross, C E, Borish E T, Pryor W A, Ames B N, Saul R L, Mc Cord JM and Harmon
D, 1987, Oxygen radicals and human disease, Ann. Intern Med, 107, 526-545.




85

Cuendet, M., Hostettmann, P. ve Potterat, O., 1997. Iridoid Glucosides with Free
Radical Scavenging Properties from Fagraea blumei, Helv. Chim. Akta, 80,
1144-1152.

Cimen, Y., ve Burak, M., 1999. Flavonoids and Their Antioxidant Properties, T. Klin. J.
Med. Sci., 19, 5, 296-304.

Dani, C., Oliboni, L.S., Vanderlinde, R., Bonatto, D., Salvador, M. ve Henriques, 2007.
Phenolic content and antioxidant activities of white and purple juice
manufactured with organically- or conventionally-produced grapes, Food and
Chemical Toxicology, 45, 2574-2580.

Digrak, M., Alma, M.H., Iclim, A. ve Sen, S., 1998. Antibacterial and Antifungal
Effects of Various Commercial Plant Extracts, Pharmaceutical Biology, 36, 5,
1-5.

Dillard, C.J. ve German, J.B., 2000. Pytochemicals: Nutraceuticals and Human Health,
J. Sci Food Agric., 80, 1744-1756.

Diindar,Y. ve Aslan, R., 2000. Hekimlikte Oksidatif Stres ve Antioksidanlar, I. Basim,
Afyon Kocatepe Universitesi, Afyon.

Edge, R., Mc Garvey, D. J. ve Truscott, T. G., 1997. The Carotenoids as Antioxidants, a
review, J. Photoch. Photobio., 41, 189-200.

Efe, H, Hiperlipoproteinemililerde Plazma, Eritrosit, Lenfosit ve Notrofil Antioksidan
Enzim Aktivitelerinin Lipid Peroksidasyonu ve Cesitli Lipid Parametreleriyle
iliskilerinin Incelenmesi, Doktora Tezi, K.T.U Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Trabzon, 1996.

Esterbauer, H., Gebicki, J., Puhl, H., Jiirgens, G., 1992. The role of lipid peroxidation
and antioxidants in oxidative modification of LDL, Free Radical Biology and
Medicine, 13, 341-390.

Fieroni, M., Accorsi, A., Blasa, M., Diamantini, G. ve Piatti, E., 2006. Flavonoids from
Italian Multifloral Honeys Reduce the Extracellular Ferricyanide in Human Red
Blood Cells, J. Agric. Food Chem., 54,8328-8334

Gaetani, F.G., Galino, S., Canepa, L., Ferraris, M.A., Kirkman, N.H., 1989. Catalase
and glutathione peroxidase are equally active in detoxification of hydrogen
peroxido in human erythrocytes, Blood, 73, 334-339.

Giese, J., 1994. Spices and Seasoning Blends: A taste for all seasons, Food Technol,
48, 4, 87-98

Grinberg, L.N., Newmark, H., Kitrossky, N., Rahamim, E., Chevion, M. ve
Rachmilewitz, E.A., 1997. Protective Effect og Tea Polyphenol against
Oxidative Damage to Red Blood Cells, Biochemical Pharmacology, 54, 973-
978.




86

Guliyev, V. ve Harmandar, M., 2000. Flavonoidler, Aktif Yayinevi, Istanbul.

Harborne, J.B., 1994. The Flavonoids Advances in Research Since 1986, Chapman &
Hall/CRC, USA, 638.

Hausteen, B. H., 2002. The Biochemistry and Medicalsignificance of the Flavonoids,
Pharmacol. Exp. Ther., 96, 67-202.

lacopini, P., Baldi, M., Storchi, P. ve Sebastiani, L., 2008. Catechin, epicatechin,
quercetin, rutin and resveratrol in red grape: Content, In vitro antioxidant
activity and interactions, Journal of Food Composition and Analysis, accepted
manuscript.

Isla, M. 1., Moreno, M.L.LN., Sampietro, A.R.ve Vattuone, M.A., 2001. Antioxidant
activity of Argentine propolis extracts, Journal of Ethopharmacology, 76, 165-
170.

ISO 14502-2, Determination of substances characteristic of green and black tea,
Switzerland, 2005.

Jaffé, H.H. ve Orchin M., 1964, Theory and Applications of Ultraviolet Spectroscopy,
John Wiley and Sons, New York.

Kalaycioglu, A. ve Oner, C., 1994. Baz1 Bitki Ekstraktsiyonlarinin Antimutajenik
Etkilerinin Amest-Salmonella Test Sistemi ile Arastirilmasi, Tr. J. Botany, 18,
117-122.

Kaviarasan, S., Vijayalakshmi, K.,ve Anuradha, C.V., 2004. Polyphenol-Rich Extract
of Fenugreek Seed Protect Erythrocytes from Oxidative Damage, Plant Foods
for Human Nutrition, 59, 143-147.

Kayali, R. ve Cakatay, U., 2004. Basic Mechanisms of Protein Oxidation, Cerrahpasa
Med, 35, 83-89.

Kiruthiga, P. V., Shafreen, R. B., Pandian, S. K. ve Devi, K. P., 2007. Silymarin
Protection aganist Major Reactive Oxygen Species Released by
Environmental Toxins: Exogenous H,O, Exposure in Erythrocytes, Basic &
Clinical Pharmacology & Toxicology, 100, 414-419.

Kontush, A., Finckh, B., Karten, B., Kohlschiitter, A. ve Beiseigel, U., 1996.
Antioxidant and prooxidant activity of a-tocopherol in human plasma and low
density lipoprotein, Journal of Lipid Research, 37, 1436-1448.

Konyalioglu, S. ve Karamenderes C., 2005. The protective effects of Achillea L. species
native in Turkey against H,O,—induced oxidative damage in human
erythrocytes and leucocytes, Journal of Ethnopharmacology, 102, 221-227.




87

Lindsay S., 1987. High Performance Liquid Chromatography (Analytical Chemistry by
Open Learning), Wiley, New York.

Lucchi, L., Bergamini, S., Botti, B., Rapana, R., Ciuffreda, A., Ruggiero, P., Ballestri,
M., Tomasi, A. ve Albertazzi, A., 2000. Influence of Different Hemodialysis
Membranes on Red Blood Cell Susceptibility to Oxidative Stres, Artifical
Organs, 24, 1, 1-6.

Marklund, L.S., 1984. Extracellular superoxide dismutase in human tissues and human
cell lines, J. Clin. Invest., 74, 1384-1398.

Mayer, B., Schumasher, M., Brandsitter, H. ve Wagner, F.S., 2001. High-Throughput
Flourescence  Screening of Antioxidative Capacity in Human Serum,
Analytical Biochemistry, 297, 144-153.

Meister, A. ve Anderson, M. E., 1983. Glutathion, Annu. Rev. Biochem., 52, 711-60.

Ohkawa, H., Ohishi, N. ve Yagi, K., 1979. Assay for Lipid Peroxides in Animal Tissues
by Thiobarbuturic Acid Reaction, Anal. Biochem., 95, 351-358.

Oyaizu, M., 1986. Studies on Product of Browning Reaction Prepared from Glucose
Amine, Jap. J. Nutr., 44, 307-315.

Reaven, P. D., 1994, Mechanicms of atherosclerosis role of LDL oxidation, Free
radicals in diagnostic medicine, Plenum Pres, New York..

Rho, KA. ve KiM, M.K., 2006. Effects of Different Grape Formulations on
Antioxidative Capacity, Lipid Peroxidation and Oxidative DNA Damage in
Aged Rats, J. Nutr. Sci. Vitaminol, 52, 33-46.

Rice-Evans, C. A., Miller N. J. ve Paganga, G., 1996. Structure Antioxidant Activity
Relationships of Flavonoids and Phenolic Acids Free Radic., Biol. Med, 20, 7,
933- 56.

Rice-Evans, C. A., Miller N. J. ve Paganga G., 1997. Antioxidant Properties of Phenolic
Compounds, Trends Plant Sci., 2, 152-159.

Rodriguez, J., Pierro, D.D., Gioia, M., Monaco, S., Delgado, R., Coleta, M. ve Marini
S., 2006. Effects of a natural extract from Mangifera indica L, and its active
compound, mangiferin, on energy state and lipid peroxidation of red blood
cells, Biochimica et Biophysica, 1760, 1333-1342.

Sandra P., 2004. Advanced Separation Science, Ghent University, Belgium.
Shelef, L. A., 1983. Antimicrobial Effects of Spices, J. Food Safety, 6, 29-44
Skoog D.A., James Holler F. ve Nieman T.A., 1998. Principles of Instrumental

Analysis, Fifth Edition, Kili¢ E., Koseoglu F. ve Yilmaz H., Saunders College
Publishing, US, Bilim Yayincilik, Ankara



88

Slinkard, K. ve Singleton, V. L., 1977. Total Phenol Analysis: Automation and
Comparison with Manuel Methods, Am. J. Enol. Viticult., 28, 49-55.

Spranger, T., Finckh, B., Fingerhut, R., Kohlschiitter, Beisiegel, U. ve Kontush, A.,
1998. How differnt constituents of human plasma and low density lipoprotein

determine plasma oxidizability by copper, Chemistry and Physics of Lipids,
91, 39-52.

Stocks, J., Dormandy T. L., 1971. The autoxidation of human red cell lipids induced by
hydrogen peroxide, British J. Hamatol, 20, 95-111

Suwalsky, M., Orellana, P., Avello, M. ve Villena, F., 2007. Protective effect of Ugni
molinae Turcz against oxidative damage of human erythrocytes, Food and
Chemical Toxicology, 45, 130-135

Tedesco, 1., Russo, G.L., Nazzaro, F., Russo, M. ve Palumbo, R., 2001. Antioxidant
effect of red wine anthocyanins in normal and catalase-inactive human
erythrocytes, J. Nutr. Biochem.,12, 505-511.

Tosun, 1. ve Karadeniz, B., 2005. Cay ve Cay Fenoliklerinin Antioksidan Aktivitesi,
OMU Zir. Fak. Dergisi, 20, 1, 78-83.

URL-1, http://tr.wikipedia.org/wiki/Polifenol, 14.04.2007.

URL-2, http://www.genetikbilimi.com/gen/serbest radikaller.htm, 21.05.2007.

URL-3, http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.doc, 22.05.2007.

URL-4, http://www.bitkisel-tedavi.com/superantioksidan.html, 01.06.2007.

URL-5, http://hplc.chem.shu.edu, 08.07.2006.

URL-6, http://www.derki.com/dergi/index.php/tibbi-bitkiler-ve-sagligimiz.html, 2008

Wollgast, J. ve Anklam, E., 2000. Rewiew on Polyphenols in Theobroma cacao:
Changes in Composition During the Manufacture of Chocolate and
Methodology for Identification and Quantification, Food Res. Int., 33, 423-
347.

Yavuzer, S., 1993. Serbest oksijen radikallerinde karsi savunma sistemleri, Hiicre-II.
Oksijen Stres ve Hiicre Hasari, Tipta Temel Bilimler Okulu, Kizilcahamam.

Yen, F., Wu, T., Lin, L., Cham, T. ve Lin, C., 2008. Concordance between antioxidant
activities and flavonol contents in different extracts and fractions of Cuscuta
chinensis, Food Chemistry , 108, 455-462.

Yilmaz, S. ve Ozan, S. T., 2003. Meme Kansqui Hastalarda Lipid Peroksidasyonu ve
Bazi Enzim Aktiviteleri Arasindaki Iliski, Tiirk Biyokimya Dergisi, 28, 4,
252-256.



http://hplc.chem.shu.edu/
http://www.derki.com/dergi/index.php/tibbi-bitkiler-ve-sagligimiz.html

89

Youdin, K.A., Shukitt-Hale, B., McKinnon, S., Kalt, W. ve Joseph, J.A., 2000.
Polyphenolics enhance red blood cell resistance to oxidative stress: in vitro
and in vivo, Biochimica et Biophysica Acta, 1523, 117-122

Young, J. F., Dragsted, L.O., Daneshvar, B., Lauridsen, S.T., Hansen, M. ve Sandstrom,
B., 2000. The effect of grape-skin extract on oxidative status, British Journal
of Nutrition, 84, 505-513.

Zhu, Q. Y., Holt, R. R., Lazarus, S. A., Orozco T. J. ve Keen, C. L., 2002. Inhibitory
Effects of Cocoa Flavanols and Procyanidin Oligomers on Free Radical-
Induced Erythrocyte Hemolysis, Exp. Biol. Med., 227,5, 321-329.




OZGECMIS

31.07.1981 yilinda Ardahan’mn Posof ilgesinde dogdu. ilk ve orta grenimini Kars’da
tamamladi. Lise 6grenimini ise Yalova’da tamamladi. 2000 yilinda kazandigi KTU Rize
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimiinii 2004 yilinda birincilikle bitirdi. Aym yi1l KTU
Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’nda tezli yiiksek lisansa basladi ve bir yil
KTU Yabanci Diller Béliimiimde hazirlik okudu. 2005 Kasim® da KTU Fen bilimleri
Enstitlisii Kimya Anabilim Dalina arastirma gorevlisi olarak atandi ve 2006 Aralik’da bu
gorevinden ayrildi. 2007 Aralik’da Rize Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii’nde arastirma gorevlisi olarak goreve basladi. Halen bu gorevine devam etmekte

olup yabanci dili Ingilizce’dir.
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