ERZINCAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Helichrysum plicatum DC. VE Phlomis pungens L. BITKILERININ
ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ MUKAYESESI

Mesut ISIK

Damsman: Doc. Dr. Ekrem KOKSAL

KiMYA
ANABILIM DALI

ERZINCAN
2012

Her Hakki Sakhdir



Dog. Dr. Ekrem KOKSAL danmismanliginda, Mesut I1$1K taratindan hazirlanan bu
calisma 19/07/2011 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Kimya Anabilim Dali’nda
Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan : Yrd. Dog. Dr. Biilent CAGLAR imza:
Uye : Dog. Dr. Ekrem KOKSAL imza:
Uye : Yrd. Dog. Dr. Mustafa KORKMAZ imza: B y )

Yukaridaki sonucu onaylarim

i.

Dog. Dr. Recep POLAT

Enstitii Mudiirt



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Helichrysum plicatum DC. VE Phlomis pungens L. BITKILERININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ MUKAYESESI

Mesut ISIK

Erzincan Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu calisma Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin antioksidan
aktivitesini incelemek amaci ile gergeklestirilmistir. Bu amagla bitki Erzincan ili
Cayirh ilgesinin Cilhorozu ve Sarigiiney koyiinden toplandi, kurutuldu ve etanol
ekstreleri hazirlandi. Hazirlanan etanol ekstreleri {izerinde ferrik tiyosiyanat
metoduna gore total antioksidan aktivite, kuprak metodu ile Cu™ ve potasyum
ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe** iyonlar1 indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-
pikril-hidrazil (DPPH) giderme aktivitesi tayinleri ve toplam fenolik ve flavonoit
bilesik miktar tayinleri yapildi. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens
bitkilerinden elde edilen 30 pg mL" konsantrasyonluk etanol ekstrelerinin linoleik
asit emiilsiyonunun lipit peroksidasyonunu sirasiyla %77,4 ve %70,2 inhibe ettigi
gozlendi. Aymi konsantrasyonda o-tokoferol %85,3 ve troloks %83,1° lik bir
inhibisyona sebep oldu. Toplam fenolik ve flavonoit icerigi ve Phlomis pungens’den
daha fazla oldugu tesbit edilen bitkilerden Helichrysum plicatum yine daha yiiksek
DPPH giderme aktivitesi sergiledi. Etanol ekstiresi ¢ikarillan Helichrysum plicatum
ve Phlomis pungens bitkilerinin antioksidan aktiviteleri arastirilirken, butillenmis
hidroksi toluen (BHT), a-tocopherol ve onun suda ¢oziinen bir analogu olan troloks
referans antioksidan bilesikleri olarak kullanildi.

2012, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Helichrysum plicatum, Phlomis pungens, Antioksidan aktivite,
Metal indirgeme
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ABSTRACT

Master Thesis

Helichrysum plicatum DC. AND Phlomis pungens L. PLANTS OF
COMPARISON OF THE ANTIOKSIDANT ACTIVITIES

Mesut ISIK

Erzincan University
Faculty of Sciences and Arts
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

This study is aimed to examine the antioxidant activities of Helichrysum plicatum
and Phlomis pungens plants. For this purpose, plants were collected from Cilhorozu
and Sanigiiney which is the village of Cayirli, a town of Erzincan province, and they
were dried and ethanol extractions were prepared. On prepared ethanol extraction
total antioxidant activity was determined by ferroccyanate reduction method; Cu**
and potassium ferric thiocyanate were determined by Cuprac method; was
determined by reduction method capacity of Fe®* ions; the activitiy of scavenging of
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) was determined; the total amount of the
compounds of phenolic and flavonoid was determined. It was observed that 30 ug
mL~ concentrated of ethanol extracts obtained from Helichrysum plicatum and
Phlomis pungens plants inhibited the lipid peroxidation of linoleic acid emulsion as
77,4 % and 70,2% respectively. In the same concentration, a-tokoferol and trolox
caused inhibitions of 85,3 % and 83,1 %, respectively. Helichrysum plicatum plant in
which it was detected that the content of total phenolic and flavonoid were much
more than those in Phlomis pungens plant still displayed higher DPPH scavenging
activity. Butylated hydroxy toluen(BHT), a-tocopherol and an analoge of its which is
the solved in water, namely Trolox were used as reference antioxidant compounds,
while the antioxidant activity of Helichrysum plicatum and Phlomis pungens plants
whose ethanol extractions were taken out were being examined.

2012, 61 pages

Keywords: Helichrysum plicatum, Phlomis pungens, Antioxidant activity, Metal
reduction.



iii

TESEKKUR

Calismalarimda her tiirlii destegi saglayan, maddi manevi ilgi ve yardimlarim
esirgemeyen, degerli hocam Saymn Dog. Dr. Ekrem KOKSAL’a, maddi manevi
yardimlarin1 esirgemeyen Kimya Boliim Bagkani Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Biilent
CAGLAR’a, Biyoloji boliimii o6gretim iiyesi Saymn Yrd. Dog¢. Dr. Mustafa
KORKMAZ’a tesekkiir ederim.

Ayrica laboratuar ¢alismalarimizda bizlere gostermis oldugu yardimlarindan dolay1
Saym Prof. Dr. ilhami GULCIN’e siikranlarimi sunarim. Calismalarimin her
asamasinda yardimlarini esirgemeyen Emrah DIKICI'ye tesekkiir ederim. Ayrica,
caligmalarim sirasindaki yardimlarindan dolayr Hiiseyin KANBUR, Mehmet
MORTAS ve Fatih TOZOGLU’na tesekkiir ederim. Kimya Boliimii arastirma
gorevlisi Ekrem ADIGUZEL e, Biyoloji Boliimii arastirma gorevlisi Veli ILHAN’a
ve Biyoloji Boliimii yiiksek lisans 6grencisi Zeynettin ALPASLAN’a minnettarim.
Her asamada yanimda olan ailemin her tiirlii desteginden dolay1 kendilerine

siikkranlarimi sunarim.

Mesut ISIK
Temmuz, 2012



v

ICINDEKILER
. Sayfa
OZET ..ottt ettt ettt e ettt e e sttt e sb bt e e sttt e e e e e e e e i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e e sttt e e st ae e e eabaeeeens ii
TESEKKUR ......ooooiiieieeeeeeeeeee ettt n et et en st ens e eaens iii
ICINDEKILER .........coouiuiiitiieieieieeee ettt iv
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI .......cooiuiiiiieieieieccceee s vi
SEKILLER LISTESI ....oviviiieieioeeeeeeeeeeee ettt viii
TABLOLAR LISTESI .....ocooiiiiiiiieeeeeeeee ettt X
Lo GHRIS aoveeerrereeerenereresesesesssesesssesessssesesssessssasessssasessssasessssssesssssessssasessssessssssaseses 1
2. KAYNAK OZETLERI c.cuvcuivecrreernscerssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 27
3. MATERYAL Ve YONTEM .....cccvecoeureernenenseersssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 31
T TR\ 11 71 PSR 31
3.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler............c.coccceeieiiiiiiniiiieeiee e 31
3.1.2. Yararlanilan malzeme, alet ve cihazlar..............cccooceeirniieennnne. 31
3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi............cccceeeeeiieieeciieeenne. 32
3.1.3.a. Toplam fenolik bilesik miktar tayini ile ilgili ¢cozeltiler........... 32
3.1.3.b. Toplam flavonoit bilesik miktar: tayini ile ilgili ¢ozeltiler ....... 32

3.1.3.c. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite
tayini ile ilgili COZEItIer ........coviviiiiiiiiiiii e 32
3.1.3.d. Ferrik iyonlarini (Fe™) ferroz iyonlarina (Fe*) indirgeme
kuvveti tayini ile iligili ¢OZeItiler .........coeeerviiiiiiniiiiiiniieiec e, 33

3.1.3.e. Kuprak metoduna gore idirgeme kapasitesi tayini ile ilgili

o775 L1 1< SR URRUPPRR 33
3.1.3.f. DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili ¢ozeltiler..... 34
3.2, YONERIM .ttt ettt s 35

3.2.1. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin

toplanmasi ve Kurutulmast ...........ccoeeeeiiiiiiiiiiiieee e 35
3.2.2. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol
ekstrelerinin hazirlanmast .........cc.eeeiriiieeiiniiiiiniii e 35
3.2.3. Toplam fenolik bilesik miktart tayini............cccceeeviiiereeciieeennne. 35
3.2.4. Toplam flavonoit bilegik miktari tayini.......c..cccceeevniieieniiieennnne. 36



3.2.5. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite

17:1% )11 OO O OO ST U OO P PP POUUUPPUPORROPPPRIN 37
3.2.6. Ferrik iyonlarin1 (Fe™*) ferrdz iyonlarina (Fe*") indirgeme
KUVVEH LAYINE +eeeeniiieeiiiiiiee ettt e 38
3.2.7. Kuprak metoduna gore idirgeme kapasitesi tayini..............c........ 38
3.2.8. DPPHe serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini.................. 39
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA .....cuuueinueiinsuennsnnecsnenssseccssnessneecnns 40
4.1. Antioksidan Arastirma Bulgulart............cccoocoiiiiiiiinniiiinies 40
4.1.1. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini bulgulari............ccc.ceeee.. 40
4.1.2. Toplam flavonoid bilesik miktar1 tayini bulgulari........................ 41
4.1.3. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite
taYIND DUIGUIATT ...eeeiiiiiii e et 43
4.1.4. Ferrik iyonlarini (Fe**) ferréz iyonlarina (Fe®*) indirgeme
kuvveti bulgulari.........ccccviiiiiiiiiii 44
4.1.5. Kuprak metodu ile ilgili bulgular..............cccoeiiiiiiiniiiiiieees 45
4.1.6. DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi bulgulart..................... 46
T I 11 1) 1 o PRI 48
S. SONUG auuceineieineenssnnnssnenssseesssnesssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssasssss 52
6. KAYNAKLAR ...uutiiiitiinsiensntensntecsssenssssessssnssssansssssnesssnssssssssssassssssssssssssssassssssns 53

OZGECMIS



vi

SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% Yiizde Deger

°c Santigrat derece

. Radikal

a Alfa

Kisaltmalar

BHT Biitillenmis Hidroksitoluen
BHA Biitillenmis Hidroksianisol
CAT Katalaz

DNA Deoksiriboniikleik asit
DPPHe 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikal
ROS Reaktif Oksijen Tiirleri
RNS Reaktif Azot Tiirleri

Re Organik Radikali

ROQe Peroksit Radikali

ROe Alkoksi Radikali

RSe Tiyil Radikali

RSOe Siilfenil Radikali

OHe Hidroksi Radikali

TBHQ Tersiyerbiitilhidrokinon
PG Propil Galat

POD Peroksidaz

GSH Glutatyon

GSSG Okside Glutatyon
GSSG-Rx Glutatyon Rediiktaz

GAE Gallik Asit Ekivalent



vii

0, Siiperoksit Radikali

QE Kuarsetin Ekivalent

L Lipid

SOD Siiperoksit Dismutaz

MDA Malondialdehit

H,0, Hidrojen Peroksit

N> Azot Gaz1

0, Oksijen Gaz1

NH; Amonyak

CuZnSOD Bakir Cinko Siiperoksit Dismutaz
FADH, 1ndirgenmis Flavin Adenin Diniikleotit
FeSOD Demir igeren Siiperoksit Dismutaz

Hb Hemoglobin

LDL Low Density Lipoprotein (Diistik Yogunluklu Lipoprotein)
MnSOD Mangan iceren Siiperoksit Dismutaz

NADH)" Nikotinamit Adenin Diniikleotit
NADP(H)" Nikotinamit Adenin Diniikleotit Fosfat
TCA Triklor Asetik Asit

Uv Ultraviyole



viii

SEKILLER LiSTESI
Sekil 1.Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu................coooiiiiiiiiiiiiii i, 6
Sekil 2. Arasidonik asidin otooksidasyonu mekanizmasi..........cc.cceeeeuvvveereesennnneeeeeennn. 14
Sekil 3. Yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasi........c.cccccceevvieeeannnne. 15
Sekil 4. Lipid perokSidasyOnu ........c..eeeiiriiiiiiniiiieniiieie ittt 16
Sekil 5. Malondialdehit (MDA).......cc.iiiii e e e, 16
Sekil 6. a-Tokoferoliin lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra tokoferoksil
radikaline dONUSIMESI. ... ..ot 22
Sekil 7. Dogal bir antioksidan olan tokoferollerin molekiiler yapilari .................cc....... 23
Sekil 8. Dogal bir antioksidan olan askorbik asitin molekiiler yapist. .........cc.ccccceeennee 23
Sekil 9. Onemli bir dogal antioksidan olan B-karotenin molekiiler yapisi..................... 24

Sekil 10. Siklikla kullanilan bazi dogal ve sentetik antioksidanlarin agik kimyasal

VAPIIATT. ..o e 26
Sekil 11. HelichrySum pliCAtUML .............ccueeiiiiiiiiiniiiiiiiiic ettt 28
SeKil 12. PRIOMIS PURLGEILS..........vvveeeeeieiiiieeeeeeeeciiteeeeeeeesitrveaee s e e s sssirsraaeesssssensraeeesas 29
Sekil 13. Standart bir fenolik bilesik olan ve ayni zamanda kuvvetli antioksidan olan

gallik asitin ACTK YAPIST ..eeerruiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e 40
Sekil 14. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini icin gallik asit ile hazirlanan standart

GEATTK et e st 41
Sekil 15. Standart ve iyi bir antioksidan olan kuersetinin agik yapist .........ccccccceeennee 41

Sekil 16. 10-50 pg arasinda kuarsetin kullanilarak toplam flavonoit miktari tayini i¢in
hazirlanan kuersetinin standart grafigi..........ccccoeeeiiiiieiiiireeiiie e 42

Sekil 17. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
10 pg mL" deki konsantrasyonda toplam antioksidan aktivitesinin birer standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

................................................................................................................................... 43
Sekil 18. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) indirgeme kuvvetlerinin birer standart
antioksidan olan o-tokoferol ve troloks ile kargilagtirmasi..........cccccoeeveviviiiieeeeennnnnnnee. 44

Sekil 19. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug mL™) kuprik iyonlarini (Cu**) indirgeme

kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan o-tokoferol ve troloks karsilastirmasi..... 45



X

Sekil 20. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi. ...........cc.ccccceenee. 46
Sekil 21. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg mL") DPPH serbest radikallerini giderme

aktivitelerinin birer standart antioksidan olan o-tokoferol, troloks ve BHT ile

KATSIIASTITINAST ... eeeieee et e e e e e e e ettt ee e e e e e e e eeaeab e eeeeeaesessbaraaeeaaaaaneees 47



TABLOLAR LISTESI
Tablo 1. Serbest radikal kaynaKIart .............ccceeiiiiiiiiiiiiiiccccee e 5
Tablo 2. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tirleri .........ccooecvveeeniiiiiiiiiiiiinniicen, 12
Tablo 3. Baz1 antioKSIdan]ar...........eeeiiiieeiiiiiieiiiiee et 19
Tablo 4. Baz1 dogal antioksidanlar ve bulunduklar1 kaynaklar..........c..ccccceevniieiennnnen. 25

Tablo 5. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens Bitkilerinin etanol ekstrelerinin
1 mg’1inda bulunan toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarinin ekivalent olarak

11031:4 21 W1 o LURRR TP PRR T TRPPRR 52



1. GIiRiS

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ortaklanmamais bir veya daha fazla
tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir. Baska molekiiller ile kolayca
elektron aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen

tiirleri denilmektedir (Cavdar vd., 1997).

Serbest radikaller, hem viicudumuzun normal metabolik faaliyetleri sirasinda, hem
de kimyasal ajanlar, radyasyon, alkol, sigara, agir metaller gibi pek ¢ok dis kaynakl
etkenlerle olusabilen molekiillerdir. Kisa 6miirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve
oldukca reaktiftirler. Serbest radikallerin yiiksek oranda reaktif bilesikler olmalar1, en
dis yoriingelerinde ortaklanmamis elektron icermelerinden dolayr kolayca diger
organik ve anorganik molekiillerle reaksiyona girmelerinden ileri gelir. Aslinda
serbest radikaller, hiicrelerin enerji iiretiminde rol oynadiklar1 gibi, viicudun normal
metabolik faaliyetleri sirasinda gergeklesen pek ¢ok yararli biyokimyasal siireclerin
icinde de yer alirlar. Oksidasyon sonucu kisa siireli olusan serbest radikaller
viicudumuzun antijenlerle savasmasinda bagisiklik sistemine yardime1 olurlar. Ancak
cevresel ajanlarin da etkisiyle asir1 miktarlarda olustuklarinda durum degisir ve hiicre

hasarina neden olabilirler (Whitehead et al., 1992)

Reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda normal metabolik prosesler sonucunda
siirekli olarak iiretilmektedir (Langseth, 1995). Bircok fizyolojik proseste 6nemli bir
rol oynayan oksijen serbest radikallerinin, viicuttaki bircok oksidatif biyokimyasal
reaksiyonun bagslica yan iiriinii oldugu ve biyolojik molekiillere etki ederek cesitli
hastaliklara neden olan hiicre ya da doku hasarina yol ag¢tig1 bilinmektedir (Hoffmann

and Garewal, 1995; Yen and Chen, 1995).

Anlatilan bu olaylarin engellenmesinde antioksidanlarin rolii reaktif oksijen
olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri temizleyerek oksidasyonun

tesvik ettigi hasarlan hiicresel bazda engellemek, dolayisiyla dejeneratif hastaliklarin



olusumunu durdurmaktir. Antioksidanlar, besinlerde dogal olarak bulundugu gibi
sentetik olarak da iiretilerek besinlere ilavesi halinde, otoksidasyondan kaynaklanan
ve onlarin renk, koku ve tatlarinda meydana gelen bozulmalar1 6nlemek icin de katki
maddesi olarak kullanilabilir. Antioksidan grubu katki maddeleri, gida sanayisinde
bitkisel ve hayvansal yag iceren maddelerin iiretimi, tasinmasi ve pazarlanmasi
sirasinda meydana gelecek otoksidasyondan kaynaklanan zararlari Onlemede en
onemli katki maddeleridir. Bunlarin 6nemli 6zellikleri, ortamda pek az miktarda,

binde ve hatta onbinde bir oraninda bulunsalar bile etkin olmalaridir (Giindii¢, 2000)

Antioksidanlar; dogal ve sentetik olarak iki gruba ayrilarak incelenir. Dogal
antioksidanlar, besinlerde var olan ve onlarin bozunma, eksime, renk degistirme gibi
reaksiyonlarim1 6nleyen maddelerdir. Sentetik antioksidanlar iretilerek besinlere
eklenir. En ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlar fenolik antioksidanlardir. Fenolik
bilesikler serbest radikalleri tutma, lipid peroksidasyonunu 6nleme, anti-inflamatuar
hareketler ve siklo-oksigenaz, lipoksigenaz ve fosfolipaz A2 gibi enzimleri inhibe
etme gibi bircok Ozelliklere sahip olmasinin yaninda, yakin zaman 6nce de LDL
oksidasyonunun etkin inhibitorii olarak gosterilmislerdir (De Whalley et al., 1990;
Diplock et al., 1998; Kanner et al., 1994; Sanchez et al.,1998; Vinson et al., 1995).

Oksijen kaynakli olan reaktif radikallerin hiicrede asin miktarda olugmalan
"oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu olay, tiim hiicre bilesenleri (karbohidratlar,
proteinler, yaglar) iizerinde tahrip edici etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda "hidroksil
radikali" basta olmak iizere bircok serbest radikal, genetik materyalimiz olan
DNA'daki niikleik asit bazlarinin degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara neden
olarak kanser olusumu, hiicresel yaslanma ve hiicre 6liimiine kadar giden siirecleri

bagslatip ilerletebilirler (Hertog et al., 1993)

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve
bu olaya antioksidan savunma denir (Cavdar vd., 1997). Antioksidanlar, serbest

radikallerin etkilerini azaltarak veya ortadan kaldirarak onlarin neden olduklar



dejeneratif hastaliklari ve erken yaslanma siireclerini baslatan zincirleme
reaksiyonlar1 engelleyen molekiillerdir. Serbest radikaller kararsiz ve reaktif
molekiiller olmalarina yol acan elektron acigini kapatabilmek i¢in bagka atomlarin
elektronlarin1 paylagmak {izere onlara saldirirlar. Antioksidanlar ise, serbest
radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olustururlar. Eger serbest radikaller almak
istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya zarar vermezler.
Antioksidanlar, organizma tarafindan sentezlenen ya da disardan besinlerle alinan
maddeler olup, oksidan molekiillerin hiicreye zarar vermesini engellerler (Cavdar

vd., 1997).

Oksidatif stres siireci, normal biyolojik reaksiyonlarda dahi siirekli olusum icinde
olan serbest radikallerle bu molekiillerin etkilerini ortadan kaldirmaya calisan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla olusan bir durumdur

(Whitehead et al., 1992).

Serbest radikallerle antioksidanlar dengede oldugu siirece oksidatif stresten
kaynaklanan zararlar ortaya ¢ikmaz. Ancak sigara, alkol, pestisitler, gida katki
maddeleri, petrokimya {iriinleri, otomobil egzozlarindan ¢ikan agir metaller, cok
cesitli endiistriyel kimyasallar, x- 1smlari, UV 1sinlari, hatta stres ve egzersiz
yapilmamasi gibi serbest radikal olusumuna neden olan pek cok etken
bulunmaktadir. Bu anlamda serbest radikallerle antioksidan molekiiller arasindaki
dengenin korunmasi ve siirdiiriilmesi ¢ok onemlidir. Antioksidan bakimindan zengin
yiyeceklerin tiiketilmesi ya da antioksidan ilaclarin kullanilmasi bu dengenin
korunmast ve siirdiiriilmesini saglamaktadir. Bu nedenle bitkilerin antioksidan
iceriklerinin arastirilmasi giliniimiizde saydigimiz nedenlerle olduk¢a Onem
kazanmigtir Diger taraftan yiyeceklerin iiretimi ve depolama siirecinde bozulmasini
geciktiren veya Onleyen sentetik antioksidanlarin cesitli yan etkileri vardir. Daha
saglikli yiyecekler iiretmek icin sentetik antioksidanlara alternatif olarak dogal
kaynakli antioksidan maddeler bulabilmek amaciyla bitkilerin bu 6zelliklerinin

incelenmesi yoniindeki arastirmalar artmistir (Cavdar vd., 1997).



ROS terimi, okside edici etkileri olan hem oksijen tiirlerini hem bazi nonradikal
bilesikleri iceren genis bir terimdir. Tiim oksijen radikalleri ROS’tur, ancak tiim

ROS’lar oksijen radikali degildir (Halliwell, 2006).

Son yillarda antioksidan kaynakli bitkiler arastirilmakta ve bunlarin antioksidan
kapasiteleri belirlenmektedir. Bu c¢alismalarla, serbest radikaller ile antioksidan
dengesinin bozulmasinin zararl etkilerini yok etmenin yollar1 aranmaktadir. Serbest
radikaller hem zararli hem faydali cogu biyolojikal siireclerde temel rol oynayan
yiiksek reaktif bilegiklerdir. Bu tiirlerin niteligi ve belirlenmesi doku ve hiicre
izerinde patolojik ve normal fonksiyonlarin iyi anlasmasina katki saglamakta énem

arz eder.

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron iceren atomik veya
molekiiler yapidaki maddelerdir. Radikaller eslesmemis elektronlarindan dolay1
kimyasal olarak ¢ok aktiftirler ve ortamdaki diger biyomolekiillere saldirarak onlarin
biyolojik yapilarim bozarlar. Bu radikalik ve reaktif ara iiriinler niikleik asitler,
proteinler ve lipitleri oksitleyebilir ve metabolizmada olumsuz neticeler
olusturabilirler. Antioksidan sistemler bu radikal ve reaktif ara iiriinleri gidererek

olumsuz etkilerini yok ederler (Fantel, 1996; Stadtman, 2002; Temple, 2000).

Kuantum kimyasma gore bir bag yapisina ancak iki elektron girebilir. Ayrica iki
elekronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru donen bir
elektronun esi asagiya dogru donen bir elektrondur. Elektron ciftleri oldukca
kararlidir. Insan viicudunun neredeyse tiim elektronlari, elektron cifti halinde
bulunur. Bir bag koptugunda elektronlar ya ikisi de bir atoma katilir ya da ayrilarak
her biri bir atomda kalir. Birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur fakat
ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eglesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir
ve eslesmis elektronlart ayirip gorevlerine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri

tehlikeli bazen de kullanish yapar (Fantel, 1996).



Serbest radikaller yasam icin gereklidir. Elektron transferi, enerji iiretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olusturur. Bununla beraber eSer zincir reaksiyonu
kontrolsiiz bir davramis gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bilim adamlar
1954'lerden beri serbest radikallerin yaslanma ve dejeneratif hastaliklara neden
oldugunu bilmektedirler. Cogu elektronlar ¢ift halde bulunurken, serbest radikal bu
elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonucta serbest radikal
kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti haline gecer, diger elektron serbest

radikal olur (Nelson and Cox, 2004; Giil¢in, 2007).

Metabolizmadaki serbest radikaller, reaktif oksijen tiirlerinden olugmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin olugma kaynaklar1 ise elektron transport sistemi, baz1 enzimatik
reaksiyonlar, oksidasyon reasiyonlar1 gibi metabolik kaynaklar ve UV 1ginlar,
radyasyon, ila¢ yan etkileri, sigara, beslenme, kanserojen maddeler gibi dis
kaynaklardir. Serbest radikal ve reaktiflerin baz1 endojen ve ekzojen kaynaklar

Tablo 1.’de gosterilmistir (Aksoy, 2002; Giilgin, 2006)

Tablo 1. Serbest radikal kaynaklar

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri

Redoks reaksiyonlari Sigara dumant

Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki Zararl 1g1inlar (x-ray, UV)
Oksidadif reaksiyonlar Ksenobiyotikler
Otooksidasyon reaksiyonlari Maclar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik solventler

Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH Oksidaz vs.)  Pestisitler




Metabolizmada olusan ve dis kaynakli radikal ve reaktiflerin olusum yollar

asagidaki sekilde gosterilmistir (Nelson and Cox, 2004).
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Sekil 1. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu (Bursal, 2009)

Glikoliz, yag asitleri ve TCA devrinde olusan NADH ve FADH,’de bulunan yiiksek
indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda elektron
transport sistemi adi verilen bir yolla molekiiler oksijene (O;) transfer edilir.
Mitokondrial elektron transport sisteminde, elektronlarin O,’ye transferi sirasinda
oksijenin kismi indirgenmis tiriinleri olusur. Bu iirtinler ¢cok reaktif yapidadirlar ve
biyomolekiillerin yapilarina girerek doniisiimsiiz zarar gormelerine sebep olurlar
(Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Bu reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksit radikali
(0,7), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikalinin (OH") olusum reaksiyonlar1

asagida verilmistir.




Yagsamin devami icin havanin molekiiler oksijenini (O,) tiikettigimizi biliyoruz. Total
oksijen tiikketimimizin %90'1ndan fazlasindan elektron transport zinciri (solunum
zinciri), %5-10'undan da diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur. Elektron
transport zincirinde molekiiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino
asitlerin karbon iskeleti) tireyen NADH ve FADH,'den Elektronlar1 alarak suya
indirgenir. Bu yolda oksijen molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici giicti, ATP'nin yiiksek

enerjili fosfat bagi haline doniistiiriiliir (Akkus, 1995).

Molekiiler oksijen gerektiren fakat ATP' nin olusumu reaksiyonuyla eslesmeyen
diger reaksiyonlar, aminoasitlerin katabolizmasi, ilaglarin detoksifikasyonu ve
steroid hormonlarin sentezi gibi spesifik metabolik yollar icin Snemlidirler. Bu
reaksiyonlarda diger oksidazlar (oksijeni suya veya hidrojen perokside indirgeyen
enzimler) ve oksijenazlar (oksijeni okside olan molekiile baglayan enzimler) gorev

alirlar (Akkus., 1995; Burtis and Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Molekiiler oksijen (O;), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahiptir. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren atom, atom grubu
veya molekiiller serbest radikal olarak tamimlanirlar. Ancak Fe**, Cu®* , Mn**ve
Mo’ gibi gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda ©nemli rol
oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya
elektriksel olarak nétral olabilirler. Serbest radikal tanimina gére molekiiler oksijen,
bir biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan
maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen
olusur. Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif

oksijen molekiiliidiir, delta ve sigma olmak {izere iki sekli vardir (Dawn et al., 1996).

Organizmada gecis metallerini (Fe** ve Cu* gibi metaller) iceren enzimler vasitasiyla

molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlari



meydana gelir. Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek
derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir (Akkus., 1995; Burtis
and Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Canlilarda hidroksil OHe, siiperoksit O,", nitrik oksit NOe ve peroksit ROO- gibi
serbest radikaller olduk¢a onemlidir. Tip ve biyolojide serbest radikallerin rolii ve
onemi ile ilgili calismalar bir hayli fazladir (Halliwel and Gutteridge, 1989; Weiss
1989; Aruoma, 1991). Oksidatif stresin memeli hiicrelerinde serbest Ca’" ve demir
diizeyinde artisa yol agtig1 gozlemlenmistir (Orrenius, 1989; Bast, 1993). Orrenius ve
arkadaglari intraseliiler serbest Ca**nin asir1 artig1 sonucu aktiflesmis endoniikleazlar
tarafindan DNA’nin parcanabilecegini One siirmiigler. Oksidatif stres hasarlari,
molekiiler hedefe, stresin siddeti ve mekanizmasina, oksidatif strese, Fenton
kimyasina, travmaya, NO- sentez gibi enzim aktivasyonlarina ve nitrik oksijen

tiirlerinin aktivitelerine baghdir (Ak, 2006).

Molekiiler oksijenin bir elektronunun rediiksiyonu ile siiperoksit anyon radikali
olusur. Siiperoksit anyon radikali nispeten stabil oldugundan eslesmemis elektronu
ile degil, yiikii ile tanimlanmaktadir (O,*"). Siiperoksit, arterlerde ve merkezi sinir
sisteminde haberci bir molekiil olarak disiiniilmiistiir. (Fantel, 1996). Biyolojik
sistemlerdeki kararsizligt ve zayif membran gecirgenliginin olmasi baz
arastirmacilarin intraselliiler ulak olarak sinirli oldugunu diisiinmelerine neden
olmustur (Saran and Bors, 1994). Siiperoksit anyon radikali perokside doniisebilir.
Bu da, proton alarak asagidaki sekilde gosterildigi gibi hidrojen peroksit

olusturabilir:

20 5 - + 2H + Siiperoksit dismutaz H 5 O s + O 5

Spontan reaksiyon fizyolojik pH’da yavas gerceklesir. Ancak SOD tarafindan
katalizlendiginde hizlidir ve nispeten pH’dan bagimsiz olarak ilerler (Fantel, 1996).

Organizmada en az ii¢ farkli siiperoksit dismutaz enzimi vardir. Biri mitokondriyal



matriste yer alan manganez formudur (Mn-SOD). Ayrica iki adet bakir ve ¢inko
formu (Cu, Zn-SOD) bulunmaktadir. Bunlardan biri sitozolde ve digeri cesitli
ekstraselliiler sivilarda yer alir (Fantel, 1996). Molekiiler oksijene bir elektron
baglanmasiyla olusan siiperoksit anyonu bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok fazla
reaktif degildir. Lipid membranlarin gecirgenlik yetenegini azaltir ve bu nedenle
iretildigi kompartmanda cevrili olarak bulunur (Nordberg and Arnér, 2001).
Siiperoksit, ozellikle solunum zinciri ile birlikte mitokondriyal membranin ig
yiizeyinde elektrondan zengin aerobik bir ortamda kendiliginden olusmaktadir.
Siiperoksit ve ayrica hidrojen peroksit iskemi-reperfiizyonda aktive olan
flavoenzimler, drnegin, ksantin oksidaz, tarafindan endojen olarak da tiretilmektedir.
Diger siiperoksit-iiretici enzimler lipoksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik
hiicrelerde membrana bagli bir enzim kompleksi olan NADPH’a bagimli oksidaz
yiiksek diizeyde O,°" iiretimine neden olur. Iki molekiil siiperoksit hizlica hidrojen
perokside ve molekiiler oksijene doniisiir ve bu reaksiyon ayrica SOD ile hizlandirilir

(Nordberg and Arnér, 2001).

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadig icin nonradikal 6zellige sahip
bir reaktif oksijen tiiriidiir. Ancak demir ve bakir gibi atomlarla tepkimeye girerek
cok giiclii bir reaktif olan hidroksil radikalini (OH") olusturur. Hidrojen peroksit
kolayca hiicre icerisine girebilir ve hem gruplarinda Fe’*'in yapisina girerek bunlari
giiclii oksitleyici durumlarina getirebilmektedir. Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir
iriin olan hipoklor6z asiti (HOCI) olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000;
Asad et al. 2004).

H* +Cl” + H,0, —> HOCI+H,0

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe®*

veya diger gecis metallerinin varlifinda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
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radikalinin (O,") varhginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar

verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OHe) olusturur.

Fenton reaksiyonlari:

H,O, + Fe>" —— OH" + OH™ + Fe™

H,0, + Cu* ——> OH" + OH™ + Cu™

Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0, +0,” —X 5 OH" + 0, +H,0

Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle,
biyolojik sistemlerde olusan H,O, nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu
gorevi hiicrelerdeki Onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz

enzimleri yerine getirir (Ak, 2006).

Siiperoksit radikalinin yagda coziiniirligii sinirli oldugu halde hidrojen peroksit
yagda ¢oziinlir. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu yerden uzakta olan
fakat Fe* iceren membranlarda hasar olusturabilir (Akkus., 1995; Burtis and
Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Hidroksil radikali; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere ¢ok
giiclii bir sekilde saldirarak oksitleyip yapilarinda kalici hasarlar birakan ve yan
omrii 107 saniye gibi ¢ok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Hidroksil radikali,
hidrojen peroksitin indirgenmesi sonucunda aciga cikar. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir (Fantel, 1996;

Halliwell, 2000; Nordberg and Arner, 2001).
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Fenton reaksiyonlar1:

H,O, + Fe>’ —— OH" + OH™ + Fe™*

H,0, + Cu* ——> OH" + OH™ + Cu™

Haber-Weiss reaksiyonu:

H,0, +0,” —X 5 OH" + 0, +H,0

Ayrica hidrojen peroksitin UV 1sinlarinin etkisiyle hidroksil radikaline doniistiigii

bilinmektedir.

H,0, ——20H’

Metabolizmada siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinden bagka
reaktif oksijen tiirleri ile reaktif azot tiirleri de vardir. Bu radikal ve reaktif

tiirlerinden bazilar1 Tablo 2’de gosterilmistir (Glimiistas ve Atukeren, 2008).
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Tablo 2. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri Reatif azot tiirleri

Siiperoksit radikali O, Nitrik oksit radikali NO’
Hidrojen peroksit  H,O» Azot dioksit radikali  NOO’
Hidroksit radikali ~ OH’ Peroksinitrit radikali ~ ONOO’
Hipokloroz asit HOCI1 Nitroz asit HNO,
Singlet oksijen '0, Nitrozil katyonu NO*
Organik radikaller RO’, R’, R-S’ Nitroksi anyonu NO
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO

Diger bir oksijen igeren radikal olan nitrik oksit (NO), biyoloji ve tipta yogun olarak
arastirilmaktadir (Fantel, 1996). Heniiz tam olarak anlagilmamis bir reaksiyonda,
nitrik oksit sentetaz L-arjinin’i L-sitrullin ve nitrik oksite okside eder (Griffith and
Stuehr, 1995). NO’nun damar genisletici rolii iyi bilinmektedir (Lowenstein and
Snyder, 1992) ve NO ve siiperoksit anyon radikalinin damar durumunun
belirleyicileri olarak antagonist bigcimde islev gosterdikleri one siiriilmiistiir. NO’nun
yart Oomrii saniyeler boyutunda oldugundan onun in vivo ekstraselliller mesaj
doniistiiriicii olarak gorev yapmak icin yeterince stabil olan tek oksijen radikali
oldugunu belirtmislerdir. NO’nun yar1 6mril tiyollerle reaksiyon yoluyla onemli
Olclide artirilabilir. Bu reaksiyon NO biyoaktivitesini koruyan fakat saatler
boyutunda yar1 dmre sahip olan S-nitrozotiyol tiirevlerini olusturur (Saran and Bors,

1994).

Nitrik oksit serbest radikal ailesinin farkl bir iiyesini temsil eder ve ¢esitli yonlerden
0,°" ile benzerdir; eslesmemis elektronuna ragmen bircok biyomolekiille hemen
etkilesime girmez. Diger taraftan diger serbest radikallerle (6rnegin, peroksil ve alkil
radikaller) kolayca reaksiyona girerek temelde daha az reaktif molekiilleri iiretirler,
bu nedenle aslinda bir serbest radikal siipiiriiciisii olarak gorev yapmaktadir; mesela,
NO’nun hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir
(Rubbo et al., 2000). Eger 0,*", NO ile paralel olarak yiiksek miktarlarda iiretilirse,
bu ikisi birbirleriyle etkileserek oldukg¢a sitotoksik olan OONO" (peroksinitrit)
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radikalini iiretirler (Beckman and Koppenol, 1996). Peroksinitrit bir¢ok
biyomolekiille dogrudan bir- veya iki-elektron reaksiyonuna girebilir, hizlica CO; ile
reaksiyona girerek oldukc¢a reaktif peroksokarboksilat (ONOOCO?%) olusturabilir
veya proton alarak peroksonitroz asit olarak ya OH* ve °*NO, olusturmak igin
hemolize ugrar ya da yeniden nitrat (NO;) olusturur. Peroksinitritin bu degisik
reaksiyonlarinin bireysel hizlari, pH’ya, sicakliga ve cevresel ortamda bulunan
bilesenlerin tiplerine baglidir (Radi er al., 2001). Peroksinitrit, dogrudan veya
reaksiyon iriinleri vasitasiyla, cogu iltihab1 hastalikta gozlendigi gibi, LDL’yi
yiikseltgeyebilir, seruloplazmin’e zarar vererek bakir iyonlarini salabilir ve genellikle
degisik proteinlerde bulunan tirozin kalintilarina saldirabilir (Halliwell, 1997,
Nordberg and Arner, 2001). NO, enzimatik olarak L-arjinin’den NO sentetaz (NOS)
araciligiyla sentez edilir (Andrew and Mayer, 1999):

Peroksi radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerin oksidasyonu esnasinda meydana
gelen ara iiriinlerdir. Lipit peroksidasyonu, membranda bulunan aradisonik asit veya
linoleik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin yan zincirinden bir hidrojen
atomunu koparacak kadar reaktiviteye sahip olan herhangi bilesik tarafindan
meydana getirilebilir. Arasidonik asit, prostagladin, tromboksan ve lokotrienlerin 6n
bilesigidir, 6zellikle hidrojen atomu koparilmaya meyilli olan birgok c¢ift bag igerir

(Esterbauer et al., 1992).
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Sekil 2. Arasidonik asidin otooksidasyonu mekanizmasi (Giilgin, 2002).

Lipit peroksidasyonun biyolojik onemi ve mekanizmasi hakkinda bircok makale
olmasina ragmen, ol¢iilmeyle ilgili metotlar i¢in bir goriis birligi bulunmamaktadir.
DNA tamiri, proto-onkojen aktivasyon ve lipit peroksidasyonunun son {iriinlerinin
bazi1 oOzellikler arasindaki baglanti, biiyiikk Olgiide kanser promotorii olarak

degerlendirilir (Cerruti, 1985; Cheeseman, 1993).
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Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag
asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu
kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir.
Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO") olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin
onemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna  "nonenzimatik  lipid  peroksidasyonu"  denir.  Hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan bagslica yag asitleri poliansatiire yag
asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan
bir elektron iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi

zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar (Esterbauer et al., 1992).

Sekil 3.Yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasi

Lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L") molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit
radikalleri (LOO’) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOQO"), membran yapisindaki
diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken kendileri de agiga cikan hidrojen atomlarimi alarak lipidperoksitlerine
(LOOH) doéniisiirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder
(Cheeseman, 1993).
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L+ O2 —— > LOO-

LOO + LH—> LOOH+ L-

Cl)
(l)

LOOH

Sekil 4. Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilim1 gecis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membran1 ve subselliiler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarmin hepsiyle uyarilabilir ve gecis
metallerinin varhifinda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton
reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH") olusmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.
Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. U¢ veya daha
fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA)
meydana gelir (Burtis and Ashwood, 1999).

Sekil 5. Malondialdehit (MDA)
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Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya cikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit
(MDA) ol¢iilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullamilir (Tietz,

1995).

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve {iirettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bircok hastalia neden olur

(Akkus., 1995; Burtis and Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglhdir. Doymamis bag ve Kkiikiirt iceren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller olusur (Dawn et al., 1996).

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bag1 bulunan
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur,
normal fonksiyonlarmi yerine getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona
ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden Onemli
oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali (0,”) veya
hidrojen peroksitle (H,0O,) reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur

(AKkkus., 1995; Burtis and Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Fe(Il) a Fedl) + H,0, —— Metal — Oxocomples

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede

mutasyona ve Oliime yol acgarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla
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kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine
yol acabilir. Siiperokside (O,”) maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte
edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu oldukca onemli bir etkidir.
Ciinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) ve romatoit
artritte (RA) dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur (Akkus., 1995; Burtis and
Ashwood, 1999; Dawn et al., 1996; Tietz, 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal modifikasyon dolayisiyla mutajenik etkili
olduklar1 gosterilmigtir (Marnett, 2000). DNA’nin yarilmasi, DNA-protein ¢apraz
baglar1, purinlerin oksidasyonu gibi baz1 degisiklikler reaktif oksijen tiirlerinin ve
ozellikle bunlar icinde OH" '1n reaksiyonlarindan dolayr olmaktadir. Eger DNA-
onaric sistemler tiim DNA’y1 hemen yeniden olusturamazlarsa replikasyon sirasinda
hatali eslemeden dolay1 bir mutasyonla sonuglanacaktir. Bu mekanizma oksidatif
strese maruz kalmis bireylerin kansere yatkinhigim kismen aciklayabilmektedir
(Mates et al., 1999). Bazi durumlarda goriilen apoptozisin ROS araciligiyla
gerceklestigi gercegi kismen ROS-aracili DNA hasarina baglh olabilir, ancak ayrica
mitokondriyal gecgirgenligin artmasi, sitokrom C’nin salinmasi, intraselliiler Ca® ’un
artmast ve diger etkilere de baghdir (Kroemer et al., 1998; Nordberg and Arner,
2001). Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondriyal hasardan dolayr hiicrenin ve tim
organizmanin yaslanmasinda énemli bir faktor olduklari diisiiniilmektedir (Beckman
and Ames, 1997; Cortopassi, 1999; Nordberg and Arner, 2001). Ancak, birikmis
veriler reaktif oksijen tiirlerinin yaslanmada pay1 oldugunu (Finkel and Holbrook,
2000) ve bunun tersine, siiperoksit dismutaz ve katalaz mimetiklerinin yasam

siiresini uzatabildiklerini C. elegans’ta gostermistir (Melov et al., 2000).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli iiriinler meydana gelir ve
bunlar, cesitli patolojik siireclerde ©6nemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, cilt hastaliklari,

romatoit artrit, behget hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi bir¢ok
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hastalikta ve yashlikta serbest radikal iiretiminin arttifi, antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal
artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir (Akkus.,

1995; Burtis and Ashwood, 1999; Dawn ef al., 1996; Tietz, 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Organizmanin
tirettigi serbest radikallere karsi ve normal oksijen metabolizmasinin toksik etkilerine
kars1 kendini korumasi i¢in sahip oldugu mekanizmalara antioksidanlar denir

(Fridovich, 1999).

Antioksidanlar viicutta sentezlenebildigi gibi diyet ile disaridan da almnabilirler.
Canlilarda antioksidan savunma sistemi iki ana gruba ayrilir. Bunlar; metabolizmada
iretilen (endojen) ve disaridan diyet ile alinan (ekzojen) antioksidan sistemleridir

(Giilgin, 2001).

Endojen antioksidan sistemi, antioksidan enzimler, hasarli molekiilleri uzaklastirict
proteazlar ve fosfolipaz gibi enzimler, yeni bilesikleri sentezleyen sistemler,

glutatyon, iirik asit ve ¢esitli metal baglayicilarindan olusmaktadir.

Tablo 3. Baz1 antioksidanlar

Antioksidan enzimler Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz A Vitamini (3-Karoten)

Katalaz C Vitamini (Askorbik asit)

Siiperoksit rediiktaz E Vitamini (o-Tokoferol)

Peroksiredoksinler Proteinler (transferin, ferritin, albumin, bilirubin)
Peroksidazlar Hormonlar (serotonin, melatonin)

Glutatyon rediiktaz Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler)

Glutatyon S-transferaz Lipoik asit, iirik asit, glutatyon




20

Enzim yapisinda olan endojen antioksidanlar, radikal ve reaktifleri gidererek
olusabilecek oksidadif hasarlar1 giderirler (Fridovich, 1999). Tablo 3’de belirtildigi

gibi; siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidazlar nemli antioksidan enzimlerdir.

Siiperoksit dismutaz enzimi, aerobik hiicrelerde siiperoksit radikalini (O,™) hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. Siiperoksit dismutaz enziminin
mitokondri ve sitozolde bulunan farkli tiirleri vardir. Mitokondride bulunan
siiperoksit dismutaz enzimi, Mn®* ihtiva etmesi ve yiiksek konsantrasyonda
bulunmasindan dolay1 olusan siiperoksitlerin biiyiilk cogunlugunu gidermektedir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

20 2'— + 2H + Siiperoksit dismutaz H 20 ) + O R

Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir.
Boylece H,O;’ten Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olusumu engellenir
(Halliwell, 1999).

HZO2 Katalaz HZO + %Oz

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiylik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin
indirgenmesini gergeklestirir. Bu enzim 4 selenyum atomu iceren tetramerik yapida
bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksiti H,O’ya indirgeyerek hidroksil
radikalinin olusma riskini azaltir. GSH ise okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir.

H2 02 + 2GSH Glutatyon Peroksidaz 2H 5 0 + GSSG

Ekzojen antioksidanlar ise dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta incelenebilir.
En 6nemli dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit (C vitamini), o-tokoferol (E
vitamini), B-karoten (A vitamini) ve polifenolik yapidaki bilesikler sayilabilir. Dogal

antioksidanlar en ¢ok yesil sebzelerde (Giil¢in ve ark., 2004), tohumlarda (Giil¢in,
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2005), baklagiller ve meyvelerde, A vitamini, C vitamini, E vitamini ve baz1 B
vitamini iceren besinlerde bulunur (Cao et al., 1996; Giilcin ve ark., 2005a). Ayrica
sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde ve

koklerde bol miktarda bulunmaktadir (Pratt ez al., 1990).

Dogal antioksidanlardan o-tokoferol (E vitamini), yagda c¢oziinen Onemli bir
antioksidandir. Hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerde 6nemli islevler gormektedir. Lipit
peroksil radikalleri, diger doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek zincirleme
lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 olustururlar. o-Tokoferol, hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan doymamis yag asitlerini, reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz
etkilerine karg1 korur. o-Tokoferol, lipit peroksil radikalleri (LOQO") ile tepkimeye
girerek bunlarin reaktifligini giderir. Boylece zincir kirici etki yaparak lipit

peroksidasyonunu engeller (Bursal, 2009).

Ayrica o-tokoferol lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra Sekil 6’da
goriildiigii gibi tokoferoksil radikaline doniismektedir. Tokoferoksil radikali ise

askorbik asit tarafindan tekrar yenilenir ve tekrar a-tokoferole doniistiiriilmektedir.
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R’ (Serbest radikal)

CH,
Alfa tokoferol Tokoferoksil serbest radikali
(E vitamini) (Okside E vitamini)
(0] (o)
H O,
[ o
HO O
HO—C—H HO—C—H
CH,OH CH,OH
Askorbat Dehidroaskorbat
(C vitamini) (Okside C vitamini)

\g

GSSG - GSH
(Okside glutatayon) (Indirgenmis glutatayon)

Sekil 6. a-Tokoferoliin lipit serbest radikallerini sondiirdiikten sonra tokoferoksil

radikaline doniismesi (Giil¢in, 2002).
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HO

R; 0 (CH,CH,CH,CHCH;);CH;

a-tokoferol: R;, Ry, R3 CHj3

B-tokoferol: R, R3 CHs; Ry, H
y-tokoferol: Ry, R,, CHs; R3, H
o-tokoferol: Ry, CH;; Ry, R, H

Sekil 7. Dogal bir antioksidan olan tokoferollerin molekiiler yapilari.

Diger bir dogal antioksidan olan askorbik asit (C vitamini) ise suda ¢oziinen bir
antioksidandir. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikalini giderir. Askorbik asit
serbest radikallerin hiicre icinden uzaklastirilmasinda ©nemli rol oynamaktadir.
Bundan dolay1 bol miktarda sebze ve meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini
azalttig1 gibi, kanser ve 6liim oraninda diisiis meydana getirmektedir (Ames et al.,

1993).

Sekil 8. Dogal bir antioksidan olan askorbik asitin molekiiler yapisi
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Askorbik asit bitkiler ve bircok memeli tarafindan karacigerde glukozdan sentezlenir.
Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. insanda ise esansiyeldir. Askorbik asit,
kolayca hidrojen atomu vererek dehidroaskorbik asite doniisen kuvvetli bir
indirgeyici ajandir. Dehidroaskorbik asit de ayn1 zamanda antioksidan etkiye sahiptir.
Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit biiyiik ol¢iide etkisini kaybetmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2000; Arrigoni and De Tullio, 2002; Padayatty et al., 2003).

Bir bagka antioksidan olan beta karoten bitkilerde bulunan ve a-tokoferol gibi
peroksil ve alkoksil radikalleri ile reaksiyona girebilen bir molekiildiir. Bu sebeple
lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu engelleyebilir. Ayrica iyi bir singlet oksijen

sondiiriiciidiir (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Sekil 9. Onemli bir dogal antioksidan olan B-karotenin molekiiler yapisi.

Polifenolik bilesikler ve flavonoitler, cikis maddeleri fenol olan, giines 15181
yardimiyla bitkilerin yaprak, dal, meyve ve c¢iceklerinde fotomorfogenez
reaksiyonlart sonucu olusan organik bilesiklerdir. Suda orta derecede organik
¢oOziiciilerde ise iyl c¢oOziiniirler. Flavonoitler, bitkileri UV 1sinlarina ve
mikroorganizmalara kars1 korurlar. Bitkilerin giines 1s18ma ragmen gelismeleri bu
pigmentlerin ¢ok fazla miktarda sentezlemesiyle miimkiin olabilmektedir. Insanlarda
flavonoitler, bagisiklik sistemini giiclendirir ve kalp krizi riskini azaltir (Jung et al.,

2005).

Bitki hiicre ve dokularinda basit fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismi, fenolik asitler

ve fenilpropanoitlerin sentez yolunun son ara iiriinleridir. Polifenolik bilesikler ve
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flavonoitler, lipit peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararl etkilerini giderirler,
metal iyonlan1 selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan ozellik gosterirler
(Stevenson and Hurst, 2007). Polifenoller, her molekiiliinde birden fazla fenol grubu
iceren ve onemli antimikrobial, antioksidan etkiye sahip olan bilesiklerdir. Ozellikle
meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunurlar. Katekin, gallik asit, epikatekin,

kuersetin, p-kumarik asit 6nemli fenolik bilesiklerdir (Trouillas et al., 2003)

Tablo 4. Bazi1 dogal antioksidanlar ve bulunduklar1 kaynaklar

Antioksidan tiirii Bulundugu kaynaklar
Katekinler Yesil cay

Flavonoitler Tahillar, meyve ve sebzeler
Polifenoller Meyvelerin ¢ekirdek ve tohumlari
Karotenoitler Bitkisel yaglar

Tokoferoller Bitkisel yaglar

Sentetik antioksidanlar; biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve troloks gibi
maddelerdir (Koksal, 2007). Sentetik antioksidanlar gidalarda; gidalarin oksidasyonu
sonucu olusan bozulmalar, koku olusumu, tatlarin bozulmasi ve vitamin miktarindaki
azalmalar1 gibi olusan problemleri ¢c6zmede ve bunlarin raf Omiirlerini uzatmak
amactyla kullanilmaktadir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen
olabilecegini ortaya koyan c¢aligmalardan sonra kullammlarina ciddi sinirlama ve

yasaklar getirilmistir (Haigh, 1986).



26

HO HO 0
OH
(0) O
Alfa-tokoferol Troloks
OH OH
Grs
=
OCHj,4 CH;
BHA BHT
OH
COOC;H,
HO OH OH
OH
TBHQ
Propil gallat

Sekil 10. Siklikla kullanilan baz1 dogal ve sentetik antioksidanlarin ag¢ik kimyasal
yapilari
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2. KAYNAK OZETLERI

Helichrysum cinsi, diinya iizerinde yaygin dagilimi ve kimyasal iceriginin yaygin
olmasi ile halk arasinda kullanimi yaygin bir bitki toplulugudur. Yeryiiziinde;
Akdeniz Bolgesi, On asya, Tropik Afrika, Giiney Afrika, Madagaskar ve
Avusturalya bolgelerinde, 500’den fazla Helichrysum tirii bulunmaktadir (Aslan,
1994). Helichrysum cinsine dahil olan tiirler, baslica antimikrobiyal, anti-
enflamatuvvar, sindirim kolaylastiric1 ve safra artirict 6zellikleri nedeniyle halk ilact
olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler triterpenoidler, steroidler, flavonoidler ve
asetofenonlan igerirler. Helichrysum plicatum DC. flavonoid iceren Helichrysum
tirleri icinde bu anlamda en zengin tiirlerden biridir. Bitki iceriginin %4,83’i
Helichrysin A ve B, apigenin, naringenin, isoastragalin ve isosalopurposit
flavonoidlerinden olusur (Erdogrul ve ark., 2001). Tiirkiye’de Helichrysum tiirlerine
verilen mahalli adlar kimi arastirmacilarin caligmalarinda yer almaktadir. Sezik
(1977) kudama ¢icegi, daz ¢icegi; Baytop (1984) ve Sezik vd. (1991) altin cicegi, an
cicegi, sar ¢icek; Baytop (1994) 6lmez cicek, solmaz cicek, sar1 ¢icek isimleri ile de

bilinmektedir.

Helichrysum tiirleri Anadolu’da halk ilaci olarak yaygin bir sekilde kullamlmaktadir.
Helichrysum tiirlerinin genellikle infiizyon veya dekoksiyonu halinde halk ilact
olarak kullanildig1 belirtilmektedir. Bobrek taslarini diisiirmek amaciyla on giin
boyunca yemeklerden Once bir bardak i¢ildigi, on giin aradan sonra aym sekilde
kullanilmaya devam edilmesi gerektigi belirtilmistir (Aslan, 1994). Helichrysum
plicatum  bitkisi seker hastalifi ve bobrek rahatsizliklarinda kullanildig
belirtilmektedir (Aslan, 2000).

Helichrysum plicatum inflizyonu Giimiishane civarinda yara ve yaniklara karsi;
Tokat ve civarinda el ve ayaklardaki catlaklarm iyilestirilmesinde kullanilmaktadir.
Bitkinin dekoksiyon ve infiizyonunun Amasya, Osmaniye, Erdemli (Mersin),

Siitciiler (Isparta), Sarevliler (Karaman) ve Domani¢ (Kiitahya) civarinda bobrek
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taslanina karsi, tas diisiiriicii, idrar artirict olarak kullanimi tespit edilmistir (Aslan,
1994)

Sekil 11. Helichrysum plicatum

Flavonoidler, bitkilerde en yaygin raslanan ve farkli biyolojik ve farmokolojik etkiler
gosteren fenolik gruplardan birisidir. Bazi1 bitkilerin, fenolik yapilar1 nedeniyle,
antioksidan ozellik gosterdikleri ve serbest radikal tepkimelerini durdurduklari
bilinmektedir (Czinner et al., 2000). Helichrysum plicatum DC. de flavonoid igeren

zengin bir tiir oldugundan antioksidan 6zellik gosteren bir bitkidir.

Flavon, flavonoller, flavanonlar ve kalkonlar iceren pek cok Helichrysum tiirlerinin
flavonoid aglikonlar1 da igcerdigi belirtilmektedir (Wollenweber et al., 1998). Bitkinin
kimyasal bilesenlerinden (flavonoidler, kumarinler, esansiyel yaglar ve yag asitleri)
en oOnemlisi igerigindeki flavonoidlerdir. Ham ilaglarin tedavi edici etkisi

muhtemelen Oncelikle bu bilesenlerden kaynaklanmaktadir (Czinner et al., 2000)
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Sekil 12. Phlomis pungens

Phlomis pungens L. ¢ok yillik, 70 cm boyunda, yildizimsi sik tiiylii, otsu bir bitkidir.
Govde yapraklart mizrakst veya yumurtamsi mizraksi tabanda karma gibi, kiigiik
digli veya testere disli, nadiren diizdiir. Cigek mor veya pembedir. Meralarda, nadas
alanlarinda, yol kenarlarinda, kuru tash yamaglarda yayginlik gosterir (Serin vd.,
2008). Bu bitki yoresel olarak Ayikulagi, Calba ve Salba olarak bilinmektedir
(Baytop, 1999).

Yiiz tiirden daha fazlasim iceren Lamiaceae Familyasinin uzun omiirlii ot tiirii olan
Phlomis cinsi Avrupa, Asya ve Afrika’da bulunmaktadir (Hedge, 1994). Phlomis
tiirlerinin bir kismu tibbi alanda kullanilir. Onlarin basur ve iilser tedavisi i¢in ilging
biyolojikal 6zellikler sergiledigi iddia edilir (Couladis, 2000). Bunun yam sira burada
cesitli antimikrobial oOzelliklerinin oldugu ve serbest radikallere karsi koruyucu

ozellikte oldugu bilinmektedir (Ismailoglu, 2002).
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Bu cinslerin biyolojikal etkilerinin bazilar1 fenolik ve flavonoid igeriginden dolay1

olabilir (Yuhan, 2009)



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin),

1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil (DPPH-)

radikali, linoleik asit, a-tokoferol, polioksietilensorbitan monolaurat (Tween-20) ve

trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich’den satin alindi. Amonyum tiyosiyanat

Merck’ten satin alindi.

3.1.2. Yararlanilan malzeme, alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre
Derin dondurucu
pH-metre

Hassas terazi

Inkiibator

Otomatik pipetler

Vorteks

Evaporator

Saf su cihaz1

Magnetik karistiric

UV-Spektrofotometre kiiveti

: Shimadzu, UV-1208

: Sanyo, Japan

: Hanna Instrument

: Scaltec SBA 41

: Elektro-Mag (0-300°C)

: Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
: Fisons, Whirlimixer

: Heidolph 94200, Bioblock Scientific
: Firstreem Calypso MK 1 Glass Still
: Stuart Scientific

- 3 cm>’liik Kuartz Kiivet
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3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.a. Toplam fenolik bilesik miktar tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. % 2’lik Na,COs3 ¢ozeltisi: 2 g Na,COs3 100 mL’lik balon jojede bir miktar saf

suda ¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. Folin-Ciocalteu Reaktifi: Satin alindig1 sekilde kullanilmistir.

3.1.3.b. Toplam flavonoit miktar1 tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. 1 M’Iik CH3COONa cozeltisi: 8,2 g CH3COONa alinip bir miktar safsuda

¢oziildii ve hacmi yine saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. %10’ luk AI(NOs3); ¢ozeltisi: 10 mL AI(NOs)s alinip hacmi destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

3.1.3.c. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini ile

ilgili cozeltiler

1. 0,04 M pH: 7,4 fosfat tamponu hazirlanmast: 1,135 g Na,HPO,4 alind1 180
mL destile suda ¢o6ziildii ve pH-metre kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi.

Destile su ile toplam hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

2. Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 0,017 M’lik linoleik asit
emiilsiyonu hazirlamak i¢in 265 pL linoleik asit 50 mL ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponuna ilave edildi. Emiilgatér olarak Tween-20 ilave edilerek

karisim homojenize edildi.

3. %3,5’luk HCI c¢ozeltisinin hazirlanmasi: %37’1ik HCI’den 9,46 mL alinarak

100 mL’ye destile suyla tamamlandi.
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4. 20 mM FeCl;, ¢ozeltisi hazirlanmasi: 281 mg FeCl,.3/4H,0, %3,5’1luk HCI

ile ¢coziilerek hacim aym ¢ozeltiyle 100 mL’ye tamamlandi.

5. %30’luk NH4SCN ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g NH4SCN saf suda ¢oziildii,

hacmi 50 mL’ye tamamlandh.

3.1.3.d. Ferrik iyonlarmm (Fe*") ferriz iyonlarma (Fe*) indirgeme kuvveti tayini

ile iligili ¢cozeltiler

1. 0,2 M pH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 6,24 g Na,HPO, yaklagik 180
mL destile suda ¢oziildii ve pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi.

Toplam hacim 200 mL olacak sekilde destile su ile tamamlandi.

2. %1’lik KsFe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmast: 1,5 g K3Fe(CN)g destile suda

¢oOziindil ve toplam hacim 150 mL’ye destile su ile tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 g TCA destile suda ¢oziindii ve

toplam hacmi 150 mL’ye destile suyla tamamlandi.

4. %0,1’lik FeCls cozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl;.6H,O destile suda

¢oziildii ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlanda.

3.1.3.e. Kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler
1. 0,01 M’lik CuCl, c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg CuCl, alindi ve 50 mL

destile suda ¢oziildii.

2. 7,5x10° M’hik etanolik neokuprin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 78 mg

Neokuprin alindi ve 50 mL etanolde ¢oziildii.
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3. 1 M’k CH3;COONH; tamponunun hazirlanmas1 (pH: 6,5): 7,7 g
CH;COONH, alind1 ve 80 mL saf suda coziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’e

ayarland1 ve toplam hacim 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

3.1.3.f. DPPH?e serbest radikal giderme aktivitesi ile ilgili cozeltiler

1. 10° M’hk DPPHe cozeltisinin hazirlanmasi: 39 mg DPPHe etanolda
tamamen ¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca etanolda manyetik karistirici

ile karistirild1. Toplam hacim destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin toplanmasi ve

kurutulmasi

Deneylerde kullanilan Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkileri Kesis dagi
etekleride Erzincanin Cayirli ilgesine baghh Cilhorozu ve Sarigiiney-Bozkdy
koyiinden temin edildi. Erzincan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mustafa Korkmaz ve 6grencileri tarafindan
2979 kayit nolu Helichrysum plicatum ve 2938 kayit nolu Phlomis pungens
toplanarak teshis edildi. Bu toplanan bitkiler Biyoloji boliimii herbaryumunda
saklanarak, toplanan numuneler daha sonra kiigiilk parcalara ayrilip ve oda
sicakliginda golgede kurutulduktan sonra, kurutulan niimuneler antioksidan ile ilgili

calismalarda kullanilincaya kadar karanlikta ve buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin

hazirlanmasi

Etanol ekstresinin hazirlanmasi literatiirde belirtildigi gibi yapild1 (Giilgin, 2005).
Etanol ekstresi icin blenderde ogiitiilmiis ve toz haline getirilmis Helichrysum
plicatum ve Phlomis pungens bitkileri 20 g numuneler 1 litrelik agz1 kapal
erlenlerde numunelerin yirmi kati etanol ile (400 mL) manyetik karistiricida
kanstirlldi. Elde edilen etanol ekstreleri siizge¢ kigidindan siiziildi. Stiziilmiis

ekstreler birlestirilerek evaporatérde 40 °C’de etanol uzaklastirildi.

3.2.3. Toplam fenolik bilesik miktar: tayini

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktar1 FCR ile belirlendi (Singleton et al., 1999). Standart

fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Bunun i¢in 6nce bir standart grafik ¢izildi.
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Bu amacla 25 mg gallik asit 25 mlL destile suda ¢oziildi ve 1 mg/mL
konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 100-600 pg gallik asit
iceren ¢ozelti erlenlere aktarildi ve hacim destile suyla 23 mL’ye tamamlanda.
Erlenlere sirasiyla 0,5 mL FCR ve 3 dakika sonra da %2’lik Na,COs cozeltisinden
1,5 mL ilave edildi. Karisgim 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirildiktan sonra
numunelerin absorbanst 760 nm’de destile sudan olusan kore karsi kaydedildi.

Kontrol i¢in numune yerine destile su kullanildi.

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktar1 Giilgcin ve arkadaglarimin yaptigi calismaya gore
degerlendirildi (Giil¢in, 2005). Daha 6nce hazirlanan her bir stok ¢ozeltiden 1 mg
alind1 ve vezin kaplarina aktarildi ve hacim 23 mL’ye destile suyla tamamlandi.
Karisima 0,5 mL FCR ve 3 dakika sonra da 1,5 mL %2’lik Na,COj; ilave edildi.
Numuneler iki saat oda sicakliginda karistirildi. Bu siire sonunda numunelerin
absorbansi saf sudan olusan kore karst 750 nm’de okundu. Bu iglemler iicer defa
tekrarlandi. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit ekivalent
miktar1 standart grafikten elde edilen asagidaki denklem yardimiyla bulundu.
Bulgular gallik asit ekivalent (GAE) ve mikrogram olarak verildi.

3.2.4. Toplam flavonoit bilesik miktar: tayini

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde bulunan
toplam flavonoit bilesik miktar1 Park ve arkadaslarinin yapmis oldugu metoda gore
belirlendi (Park vd., 1997). Standart flavonoit bilesik olarak kuarsetin kullanildi.
Bunun icin once standart grafik cizildi. Bu amacla 25 mg kuarsetin 25 mL destile
suda ¢oziilerek 1 mg/mL konsantrasyonda stok cozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
10-50 pg kuarsetin iceren ¢ozelti deney tiiplerine aktarildi. Daha sonra bunun {izerine
sirasiyla 0,1 mL (1 M) suda hazirlanmig CH;COOK ve 0,1 mL (%10) AI(NO3);
¢ozeltilerini iceren 4,3 mL etanol ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde karistirildi. Oda
sicakliginda 40 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslari etanolden

olusan kore kars1 kaydedildi. Toplam flavonoit konsantrasyonu kuarsetinin standart
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olarak kullanildig1 asagida verilen standart grafik denkleminden mikrogram kuarsetin

ekivalent (QE) olarak hesaplandi.

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde bulunan
toplam flavonoit bilesik miktarin1 belirlemek icin toplam fenolik bilesik miktar
tayininde kullanilan stok c¢ozeltilerden deney tiiplerine sirasiyla 1000 pg ekstre ihtiva
eden stok cozelti aktarildi. Daha sonra ise deney tiiplerine aktarilan farkli
miktarlardaki ekstreler 0,1 mL (1 M) suda hazirlanmis potasyum asetat ve 0,1 mL
(%10) aliiminyum nitrat ¢ozeltilerini iceren 4,3 mL etanol ¢ozeltisi ile seyreltildi ve
vorteksde karistirildi. Oda sicaklifinda 40 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de
absorbanslart ayn1 sekilde kaydedildi.

3.2.5. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi
(Mitsuda vd. 1966). Oncelikle stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amagla 20 mg etanol
ekstreleri 20 mL etanolde c¢oziinerek hazirlandi. Istenilen miktarlara karsilik gelen
konsantrasyonlarda stok ¢ozeltilerden vezin kaplarina otomatik pipetlerle pipetlendi
ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir vezin kabina
2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak 2,5 mL tampon ¢ozelti
ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu kullamildi. Inkiibasyon 37°C’de gerceklestirildi.
Her alt1 saatte bir vezin kaplarindan 100’er uL alind1 4,7 mL etanol bulunan deney
tiiplerine konuldu 100 pL Fe** ¢ozeltisi daha sonra da 100 uL SCN™ ¢ozeltisi ilave
edildi. Kor olarak 4,8 mL etanol bulunan deney tiipiine 100 pL Fe** ve 100 uL. SCN"
¢ozeltilerinin ilavesiyle hazirlandi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslan kore

kars1 okundu.
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3.2.6. Ferrik iyonlarim (Fe*) ferroz iyonlarina (Fe**) indirgeme kuvveti tayini

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu, 1986).
Taze hazirlanan stok c¢ozeltilerden 10, 20 ve 30 ug mL™ olacak sekilde alindi ve
deney tiiplerine aktarildi ve hacim destile suyla 1 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her
bir tiipe 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 mL %1’lik potasyum
ferrisiyaniir [K3Fe(CN)¢] ilave edildikten sonra karistm 50 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi.

Cozeltinin iist fazindan 2,5 mL alind1 ve bunun iizerinede 2,5 mL destile su ve
%0,1’lik 0,5 mL FeCl; ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore karsi
okundu. Kor olarak destile su kullanildi. Kontrol icin ise numune yerine su

kullanildi.

3.2.7. Kuprak metoduna gore idirgeme kuvveti tayini

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin kuprik
iyonu (Cu*™) indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslarinin (2006) kullandigi Cuprak
metodunun hafif bir modifikasyonuna gore yapildi. Bunu i¢in deney tiiplerine 0,01

M’lik 0,25 mL CuCl, ¢ozeltisi ilave edildi.

Bunun iizerine 0,25 mL 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 0,25 mL
IM’lik amonyum asetat tamponu aktarildi. Cozelti karistinldiktan sonra farkh
konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL) Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens
bitkilerinin etanol ekstreleri ve standartlar ilave edildi. Yarim saatlik bir
inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar kaydedildi. Reaksiyon karigiminin

artan absorbansi artan kuprik iyon (Cu™) indirgeme kapasitesini gostermektedir.
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3.2.8. DPPH- Serbest radikallerini giderme aktivitesi tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois metoduna gore yapildi (1958). Serbest radikal
olarak DPPH’1n 1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirastyla 10, 20 ve 30
ug mL" konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarildi ve
toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde destile etanol ile tamamlandi. Daha sonra her
bir numune tiipiine stok DPPHe cozeltisinden 1 mL ilave edildi. 30 dakika oda
sicaklig1 ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore kars1 517 nm’de
absorbanslar kaydedildi. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH¢ozeltisi
kullanildi. Azalan absorbans geriye kalan DPPHe ¢o6zeltisi miktarin1 yani serbest

radikal giderme aktivitesini verdi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Arastirma Bulgular

4.1.1. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini bulgulari

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde bulunan
toplam fenolik bilesik miktarini tepit i¢in standart fenolik bilesik olarak kullanilan

galik asitin acik yapis1 Sekil 13.” de goriilmektedir.

HO OH

OH
Gallik asit

Sekil 13. Standart bir fenolik bilesik olan ve ayn1 zamanda kuvvetli antioksidan olan

gallik asitin acik yapis1 (Koksal, 2007).

Bunun i¢in oncelikle gallik asitten standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiilden de yine her iki ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlart
gallik asit ekivalent (GAE) olarak hesaplandi (r*: 0,9239). Bu amagla hazirlanan
standart gallik asit grafigi Sekil 14’ de verilmistir.

Absorbans76onm) = 0,0026 x [Gallik asit]
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Sekil 14. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini icin gallik asit ile hazirlanan standart

grafik

4.1.2. Toplam flavonoit bilesik miktar tayini bulgular

Sekil 15.” de agik yapisi1 verilen ve bircok calismada standart antioksidan olarak
kullanilan kuersetin (Biiytikokuroglu vd., 2001; Giil¢in, 2002; Giil¢in vd., 2004)
calismamizda standart flavonoit olarak kullanildi (Tiirkoglu vd., 2006). Flavonoidler
iki fenil halaksinin propan zinciri ile birlesmesinden meydana gelen difenil propan

yapisindaki fenolik bilesiklerdir.

Kuersetin

Sekil 15. Standart ve iyi bir antioksidan olan kuersetinin agik yapist (Koksal, 2007).
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Flavonoitler antioksidan 6zellige sahip olup, kroner kalp hastaliklar1 gibi bircok
hastaligi onleyen oOnemli bir dogal bilesik gurubudur. Bitkilerden elde edilen
flavonoitlerin UV 1sinlarim1 absorblayan ozellikleri ve antioksidan aktivitelerinden
dolay1 kanser tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Hertog
et al., 1995). Ayrica flavonoitlerin l6semi (Larocca et al., 1990; Hirano et al., 1994)
ve yumurtalik kanseri (Benavente-Garcia et al., 1997) gibi kanserli hiicreler iizerinde

sitotoksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir.

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinden elde edilen etanol
ekstrelerinde bulunan toplam flavonoit bilesik miktar1 i¢in Oncelikle kuersetin
standart olarak kullanilarak bir standart grafik hazirlandi. Standart grafikten elde
edilen formiil yardimiyla her iki ekstrede bulunan toplam flavonoit miktar1 kuersetin
ekivalent (QE) olarak hesaplandi (r2: 0,9393). Bu amagla hazirlanan standart galik
asit grafigi Sekil 16.” de verilmistir.

Absorbansgaisnm) = 0,013 x [Kuersetin]

y=0,013x
2
0.6 R*=0,9393 .
B
c ©
LN
E 04
< °
2
2
2 02 o
0 A T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Kuersetin (ug/mL)

Sekil 16.10-50 pg arasinda kuarsetin kullanilarak toplam flavonoit miktari tayini i¢in

hazirlanan kuersetinin standart grafigi
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4.1.3. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite bulgulari

Calismada kullanilan Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol
ekstrelerinden antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi.
Toplam antioksidan aktivite tayini i¢in 30 ug mL™? konsantrasyonlart kullanildi. Sekil
17.” de goriildiigii gibi Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol
ekstrelerinde antioksidan aktivitelerine bakildiginda Helichrysum plicatum bitkisinin
standartlara yakin antioksidan aktivite gosterdigi ve toplam fenolik icerigi daha fazla

oldugu icin daha fazla antioksidan 6zelligik gosterdigi belirlenmistir.

—s— Kontrol —8— Helichrysum —&—Phlomis —<— a-tokoferol —#— Troloks
1,8

1,5 AN

1,2 / \\"
0,9 /

0,6 /

Ahsorbans (500 nm)

Zaman (Saat)

Sekil 17. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
10 pg mL" deki konsantrasyonda toplam antioksidan aktivitesinin birer standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
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4.1.4. Ferrik iyonlarim (Fe*") ferriz iyonlarma (Fe*) indirgeme kuvveti ile ilgili

bulgular

Antioksidan caligmalarda kullanilan bu biyoanalitik metotta, test cozeltisinin sar1
rengi ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1
farkli tonlardaki yesil renge dontismektedir (Giilgin vd., 2006). Calismada kullanilan
Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinde
indirgeme kapasitesi artan konsantrasyon ile Helichrysum plicatum’un dogru orantil
olarak arttig1 goriiliirken, her iki bitkinin de demir indirgeme aktivitesinin birbirine
yakin oldugu belirlenmistir. Her iki ekstrenin indirgeme potansiyeli, farkl
konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslar
Olciilerek belirlenmistir. Sekil 18’den goriilebilecegi gibi Phlomis pungens ve
Helichrysum plicatum kullanilan o-tokoferol’e yakin fakat daha az indirgeme

potansiyeli gostermistir.

—o— Helichrysum —&—Phlomis  —— a-Tokoferol ——Troloks

0,8

Absorbans (700 nm)

0 10 20 30
Konsantrasyon (ug mL1)
Sekil 18. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin

farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) indirgeme kuvvetlerinin birer standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi
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4.1.5. Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti bulgular

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin kuprik
iyonlarini (Cu™) indirgeme kapasitesi ekstrelerin artan konsantrasyonu ile artmaistir.
Phlomis pungens’in indirgeme giicii standart antioksidan olan o-tokoferol’e yakin
Helichrysum plicatum’un ise indirgeme giicliniin daha az ve dolayisiyla antioksidan

ozelligininde daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

Her iki ekstrenin kuprik iyonlarim (Cu*) indirgeme kapasitesi  farkli
konsantrasyondaki (10-30 pg mL™") cozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar
Olciilerek belirlenmistir (Sekil 19).

—&—Helichrysum —8—Phlomis  —#— a-Tokoferol Troloks

0,6 A

0,4

Absorbans (505 nm)

0 10 20 30
Konsantrasyon (pg mL1)
Sekil 19. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin

farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg mL™) kuprik iyonlarini (Cu™) indirgeme
kuvvetlerinin birer standart antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi
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4.1.6. DPPH’ serbest radikal giderme aktivitesi bulgulari

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin, DPPHe serbest radikalini
giderme aktivitesini tesbiti i¢cin yapilan calismada BHT, a-tokoferol ve troloks gibi

standart antioksidan bilesikleri kullanilmustir.

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin, DPPH serbest radikalinin
giderilmesinde (Sekil 20) farkli etki gostermislerdir. DPPH serbest radikalini
Helichrysum plicatum’un etanol ekstresi troloks hari¢ diger standartlara yakin
miktarda giderirken Phlomis pungens’in radikal giderme aktivitesinin daha az oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 21).

( N\
N02 N02
ON NO, ON NO,
N‘
| L N R N CON
(j N [j ©N©
DPHPHe DPPH-H

Sekil 20. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Giil¢in, 2002).
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—&— Helichrysum —8— Phlomis —#— a-Tokoferol —<—Troloks —%—BHT

1,8 L
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Sekil 21. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarda (10-30 ug mL™) DPPH serbest radikallerini giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan o-tokoferol, troloks ve BHT ile
karsilastirmast

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstreleri ile standart
antioksidanlar 30 pg/ml konsantrasyonunda sirasiyla su sekilde DPPH radikali
giderme aktivitesi sergilediler: Helichrysum plicatum %30,5, Phlomis pungens,
%30,1, o-tokoferol %?35,8, troloks %51,4. Bulgulardan da anlasildign gibi
Helichrysum plicatum’an Phlomis pungens’e gore daha yiiksek DPPH radikali

giderme aktivitesi sergiledigi gdzlendi.
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4.2. Tartisma

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin
antioksidan ve antiradikal 6zellikleri ile ilgili yapilan calismalarda ferrik tiyosiyanat
metoduna gore toplam antioksidan aktivite, Fe’*-Fe™* transformasyonu metoduna
gore indirgeme kapasitesi, kuprak metoduna gore kuprik iyonlarim (Cu™) kiiproz
iyonlarina (Cu") indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, farkli
biyoanalitik metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ayri ayri belirlendi.
Kullanilan antioksidan ve antiradikal yontemlerde bulunan aktiviteler kozmetik ve
gida sanayinde yaygin olarak kullanilan o-tokoferol ve onun suda ¢oziinen bir
analogu olan troloks ile mukayese edildi. Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, onlarin
biyofonksiyonlariyla yakindan ilgilidir. Kronik hastaliklarin, DNA hasarlarinin,
mutasyonlarin, karsinogenezin azaltilmasi, patojenik bakteriyel gelisiminin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde serbest radiakal gelisiminin sonlandirilmasiyla

yakindan ilgili oldugu bilinmektedir (Zhu et al., 2002).

Fenolik bilesikler dzellikle flavonoitler hidroksil guruplarinda bulunan hidrojenlerini
kolaylikla verebilirler. Ciinkii fenolik bilesiklerdeki oksijen ile hidrojen arasindaki
bag, olusacak fenol radikalinin rezonans kararliligindan dolayr kolaylikla homolitik
olarak parcalanabilir ve bdylece iizerinde bir tane elektron bulunduran hidrojen
kolaylikla verilebilir. Lipit peroksidasyonu, gida maddelerinin islenmesinde ve
muhafazasinda onemli bir sorun olusturmaktadir. Yaglarda ve yagh yiyeceklerde
sadece yiyecekleri bozmakla kalmaz, ayni zamanda kansere, mutasyonlara ve
yaslanmaya sebep olan peroksi (ROOe) ve hidroksi (OHe) radikalleri ile reaktif

oksijen tiirleri ve serbest radikalleri de meydana getirir (Yagi, 1987).

Lipitlerin oksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur. Coklu doymamis yag
asitleri, doymus yag asitlerine gore hidrojen koparmasiyla olusan radikalin ¢ift bagin
konjugasyonuyla kararli hale getirmesi ve bdylece de hidrojenin daha kolay
koparilmasina sebep olmasindan dolay1, otooksidasyona daha yatkindirlar (Halliwell

and Gutteridge, 1989).
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Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan kapasite biyoaktif bilesenleri
icin en ¢ok kullanilan antioksidan parameterlerden biridir. Ferrik tiyosiyonat metodu,
lipit peroksidasyonu boyunca meydana gelen peroksitin miktarini 6lcer. Bu analizde,
hava oksijeni tarafindan oksitlenen ve emiilsiyonda linoleik asitin peroksidasyonu
sonucu olusan hidroperoksitler dolayli olarak 6l¢iiliir. Bu metodun esasi, linoleik asit
emiilsiyonunun oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksitin spektrofotometrik olarak

500 nm’de ol¢iilmesine dayanir. Yiiksek absorbans, peroksidasiyon sonucu olugan

2+ 3+’e

peroksit miktarimin fazlaligim gosterir. Olusan hidroperoksit ise Fe™’yi Fe
yiikseltger. Daha sonra Fe™*, ilave edilen tiyosiyanat ile kompleks olusturarak 500

nm’de maksimum absorbans verir.

Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin etanol ekstrelerinin toplam
antioksidan aktivitesinde oldugu gibi indirgeme kapasitesinde de artan
konsantrasyona bagh olarak Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens’in indirgeme
kapasitesi arttig1 belirlenmistir. Ik bakista oksidasyonun indirgeme giicii yiiksek olan
ekstrelerce daha kuvvetli bir sekilde bastirilacag: diisiiniilebilir. Indirgeme giicii bir
bilesigin antioksidan aktivite sergilemesinde onemli bir faktordiir. Ancak herhangi
bir saf maddenin antioksidan ozelligi farkli mekanizmalar iizerinden gidebilir.
Ornegin, oksidasyonun gegis metalleri tarafindan hizlandirildigi bir sistemde,
antioksidan bilesigin indirgeme giicii antioksidan 6zellik yoniinden 6nemli degildir.
In vivo olarak serbest demir ve bakirin varligi kontrol edilebilmektedir (Meir et al.,

1995)..

Demir iyonlan barsaklar tarafindan emilir ve transferin proteinleri tarafindan ferrik
iyonlari (Fe**) formunda demir ihtiyac1 olan hiicrelere taginir ve ferréz iyonlari (Fe™)
seklinde ferritin ve hemosiferin proteinlerinde depolanir. Spesifik olarak transferine
bagh olan demir iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarina katilmazlar. Fazla olan
demir iyonlar ise birer “demir havuzu” olan ferritin ve hemosiferinde depolanirlar.
Insan plazmasinda bulunan bakirin biiyiik bir kismi serbest radikal reaksiyonlarin

uyarmayan bir formda olup, seruplazmin proteinine baglh haldedir (Halliwell, 1994).

Baz1 hemostatik durumlar degistiginde hidroksil radikali olusur (Chevion et al.,
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1993). Doku hasarlar1 sonucu fagositlerin aktivasyonu veya lizis olmus hiicrelerden
gecis metal iyonlarinin yayilmasi sonucu serbest oksijen tiirleri olusabilmektedir. Bu
durum hiicre ve dolayisiyla doku hasarim daha da hizlandirir. Ornegin travmatik
beyin hasar1 sonucu demir iyonlarina bagl serbest radikalik reaksiyonlar meydana
gelebilir. Parkinson hastaligi, substantia nigrada mevcut hiicrelerin 6liimii sonucu
meydana gelmektedir. Demir iyonlan o©lii hiicrelerin parcalanmasi sonucu agiga
cikmaktadir. Boylece Parkinson hastaligina yakalanan hastalar oksidatif strese maruz
kalir. Bu durumda serbest radikalik reaksiyonlar muhtemelen substantia nigranin
dejenerasyonuna katkida bulunmaktadir. Bunun yanisira serbest oksijen radikaller,
enzim ve proteinlerin yapilarinda bulunan amino asitlerin tiyol guruplarmi da
oksitleyerek deaktive ederler. Ayrica hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamaig

yag asitlerini de oksitleyerek hiicre hasarlarina da sebep olmaktadir (Koksal, 2007).

Son zamanlarda antioksidan aktivite gOsteren bitkilerin gida ve beslenme
alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda oldukg¢a fazla sayida ¢aligmalar yapildi. Bu
calismalar halen yogun bir sekilde devam etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin
birer antioksidan olan karotenoit, flavonoit ve fenolik bilesik icerigi bakimdan zengin
olmalar1 ve bu bilesiklerin herhangi bir yan etkiye sahip olmamalarndir (Kulkarni et
al., 2006). Siklikla kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin bazi yan
etkilerinin bulunmasindan sonra arastirmalar tamamen bitkisel orijinli antioksidanlar
izerine yogunlasmistir (Giilgin vd., 2006a). Antioksidan aktivite tayin metodlart,
gida, farmasotik veya tibbi amacli kullanilan bitkilerin veya onlardan saflastirilan
biyolojik aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmasi
bakimindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amacla toplam antioksidan
aktivite tayini, toplam indirgeme kapasitesinin arastirilmasi, DPPHe radikal

gidermesi gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Giilgin, 2005; Giilgin, 2006).

Mevcut calismada da bu metotlar kullanildi ve bulgular birer dogal ve standart
antioksidan olan a-tokoferol ve troloks, BHT gibi antioksidan aktiviteleri bilinen

standart antioksidanlar ile karsilastirildi.
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Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin antioksidan aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilan metodlarin cogunda bitkinin Helichrysum plicatum’ un
standart antioksidan olarak kullanilan bilesiklere yakin aktivite gosterdigi fakat
Phlomis pungens’in ise standart bilesiklere gore daha diisiik aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.

Ayrica bitkilerin yapisinda bulunan fenolik ve flavonoid bilesiklerinin miktarlar
total olarak tespit edilmis ve elde edilen sonuglarin antioksidan aktivite tayin

sonuclari ile 6nemli bir korelasyon icerisinde oldugu goriilmiistiir.

Bitkilerden Helichrysum plicatum’un Phlomis pungens’e gore daha fazla fenolik ve
flavonoid bilesik icermekte ve bunun bir sonucu olarakda Phlomis pungens’e oranla
daha fazla ve standart bilesiklere yakin degerlerde antioksidan aktivite

gostermektedir.

Bu caligmamizin bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi arastirmalarinda

yararlanilacak bir ¢alisma oldugu muhtemeldir.
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5. SONUC

Sonug olarak Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin antioksidan
aktiviteleri belirlenmistir. Calismamizda iyon indirgeme Kkapasitesi, toplam
antioksidan aktivite kapasitesi, DPPH serbest radikali giderme kapasitesi, toplama

fenolik ve flavonoit miktart gibi tesbitler yapilmustir.

Tablo 5. Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens Bitkilerinin etanol ekstrelerinin

1 mg’inda bulunan toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarimin ekivalent olarak

miktarlari
Toplam fenolik bilesik Total flavonoid miktari
(ug GAE mg” ekstre) (ng QE mg™ ekstre)
Helichrysum 74,4 6,3
plicatum
Phlomis 68,4 4,9
pungens

Elde edilen bulgulardan Helichrysum plicatum ve Phlomis pungens bitkilerinin farkl
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu bitkilerinin antioksidan aktivitesi
mukayese edildiginde toplam fenolik bilesik miktar tayini ve toplam flavonoit
miktar1 tayinine gore Helichrysum plicatum’un daha fazla fenolik ve flavonoit
icerdigi Tablo 5°te goriilmektedir. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam
antioksidan aktivite Helichrysum plicatum‘da daha fazla oldugu bulundu. DPPHe
serbest radikal giderme aktivitesi tayini, ferrik iyonlarim (Fe™) ferroz iyonlarina
(Fe*") indirgeme kuvveti tayini ve kuprak metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini
ile de yine genelde Helichrysum plicatum ‘un daha iyi bir antioksidan ozellik
sergiledigi belirlendi. Bu bitkilerin a-tokoferol, troloks ve BHT gibi referanslarla

mukayesesi yapildi.
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