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OZET

ALLANTOIN METABOLIZMASINA SAHIP BAZI BITKILERDE ANTIOKSIDAN
AKTIVITENIN in vitro YONTEMLERLE INCELENMESI

DUSGUN, Cihan
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU

Ocak 2015, 55 sayfa

Allantoin piirin metabolizmasinin son triiniidiir ve CsHgN4O3 formulasyonlu kimyasal
bir bilesiktir, tireidohidantoin-5 ya da glioksildiiireid olarakta tanimlanmaktadir. Yiiksek
miktarlarda iire icerir. Allantoin cilt yumugsamasi ve cilt hiicrelerinin hizli bir bigimde
rejenerasyon gostermesinde aktiftir. Ayrica allantoinin antioksidan 6zellik gosterdigi de

bilinmektedir.

Bu calismada antioksidan kapasitenin allantoin  dilizeylerine bagli olarak
degisebilmesinden dolay1 farkli diizeylerde allantoin igeren Plantago lanceolata,
Plantago major, Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis ve Aesculus hippocastanum
bitkileri belirlendi. Segilen bitki orneklerinin etanol ekstraktlarinin; radikal siipiirme
giicii, indirgeme giicii 6l¢timii, bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve
B-karoten bleaching metodlar1 kullanilarak in vitro analizler ile antioksidan aktiviteleri

test edildi. Sonuglar dogal standart antioksidan olan askorbik asit ile karsilastirildi.

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin konsantrasyonla dogru orantili olarak
arttigt gozlendi. Bitki ekstraktlarinda en yiiksek antioksidan aktivitenin Plantago

major’da oldugu saptandi. En diisiik aktivitenin ise Robinia pseudoacacia’da oldugu



tespit edildi. Se¢ilen bitki 6rnekleri arasinda Plantago major ‘un yiiksek diizeyde allantoin

icermesinden dolay1 en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu sonucuna ulasildi.

Anahtar kelimeler: Allantoin, antioksidan, DPPH, CUPRAC, Beta karoten, radikal siipirme giici,
indirgeme giicii, in vitro analiz, Plantago lanceolata, Plantago major, Robinia pseudoacacia, Platanus
orientalis ve Aesculus hippocastanum.



SUMMARY

STUDY ANTIOXIDANT ACTIVITY BY invitro METHOD IN SOME PLANTS
WHICH HAS ALLANTOIN METABOLISM
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Zeliha SELAMOGLU

January 2015, 55 pages

Allantoin is the final product of purine catabolism and is chemical compound formulated
C4HsN4O3z and is also called 5-ureidohydantoin or glyoxyldiureide. It contains high level
urea. Allantoin is active in skin-soothing and regeneration of skin cells. It also known to

show antioxidant properties.

In this study, contained different levels allantoin of Plantago lanceolata, Plantago major,
Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis and Aesculus hippocastanum were determined
because of changing antioxidant capacity depend on levels of allantoin. Ethanol extract
of selected plant samples were tested by 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging method, cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), reducing power
assay and B-carotene bleaching method as in vitro. The results were compared with

Ascorbic acid which is natural antioxidant.

Antioxidant activity of plant extracts were observed to increase directly proportional to
the concentration. Among plant extracts, the highest antioxidant activity was determined
in Plantago major. The lowest antioxidant activity was determined in Robinia
pseudoacacia. Among selected plant samples, it was obtained that Plantago major

showed the highest antioxidant activity because of it is containing high level allantoin.

Vi



Keywords: Allantoin, antioxidant, DPPH, CUPRAC, beta karoten bleaching, reducing power, in vitro
analyses, Plantago lanceolata, Plantago major, Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis ve Aesculus
hippocastanum.
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BOLUM I

GIRIS

Oksidatif metabolizma canlilar i¢in temel mekanizmalardan biridir. Bu mekanizmanin bir
yan etkisi olarak insan viicudunda bazi serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROT)
meydana gelmektedir. Bu ROT nin hiicre zar1 lipidleri ve proteinleri, DNA ve enzimler
tizerindeki etkileri glinlimiizde bilimsel g¢alismalarla ortaya konmustur (Carocho ve
Ferreira, 2013). ROT nin dengelenmemis fazlalig1 oksidatif stres, yaslanma ve buna bagh
pek ¢ok hastaligin olugsmasinda dnemli rol oynamaktadir. Canli organizmalarin sahip
oldugu antioksidan sistemler araciligtyla ROT’nin zararli etkileri en aza
indirilebilmektedir (Burton ve Jauniaux, 2011). Organizmanin serbest radikallere karsi
savunma mekanizmast enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar ile
saglanmaktadir. Bunun yani sira disaridan alinan dogal antioksidanlar da serbest
radikallerle miicadele onemli bir role sahiptir (Drége, 2002). Normal sartlarda, viicut
kendi dogal antioksidan sistemleri ile oksidanlari zararsiz hale getirebilmektedir. Bu
antioksidan sistemler siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler
ve albiimin, ferritin gibi makromolekiiller ve askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten,
glutatyon (indirgenmis), {irik asit ve bilirubin gibi kii¢ciik molekiillerden olusmaktadir
(Farrugia ve Balzan, 2012). Yapilan pek ¢ok bilimsel ¢alisma sonucunda antioksidan
Ozellige sahip bilesenleri ayr1 ayr1 bilmek ve her bilesenin antioksidan kapasitesini
belirlemek yerine bu bilesenlerin toplam antioksidan etkisinin belirlenmesinin daha
onemli oldugu sonucuna ulasilmistir (Burton ve Jauniaux, 2011, Halliwell ve Gutteridge,
1984).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, artan ROT diizeylerinin lipid peroksidasyonu, yaglanma
ile iliskili olarak kalp-damar hastaliklari, ateroskleroz, diyabet, iskemi/reperfiizyon
hasar1, hipertansiyon, kanser, romatoid artrit ve ayrica Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklara sebep oldugu gosterilmistir (S. Kumar, 2011, Rajendran vd.,
2014, Valko vd., 2007). Serbest radikallerin hiicrelerde olusma mekanizmalarinin,
biyomolekiilleri nasil etkilediklerinin ve hiicrelerin serbest radikallere karsi gelistirdikleri
antioksidan savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasinin, giinlimiizde bilinen veya
bilinmeyen pek ¢ok klinik olgunun patogenezisine 1sik tutacagi disiiniilmektedir (S.
Kumar, 2011, Li vd., 2014).



Allantoin piirin metabolizmasinin son Uriintidiir (Braga vd., 2012). Yiiksek miktarlarda
tire iceren allantoin, CsHeN4O3 formulasyonlu kimyasal bir bilesiktir ve ureidohidantoin-
5 ya da glioksildiireid olarak tanimlanmaktadir (Puszynska-Tuszkanow vd., 2011).
Allantoin cilt yumusamasi ve cilt hiicrelerinin hizli bir bicimde yenilenme gostermesinde
aktiftir. Allantoin korneositlerin kaldirilmasinda etkilidir. Bu islemi korneosit
hiicrelerinin arasini gevseterek ve korneositlerin diger hiicrelere yapismasini saglayan
desmozomlari kaldirarak gergeklestirir (Kus vd., 2009). Korneositler cilt yiizeyindeki en
dis tabaka olan stratum corneum (boynuzsu tabaka) tabakasinin %80’ini olusturmaktadir.
Bu katman hiicrelerarasi lipid tabaka i¢ine gomiilii, yassi ve keratinle dolu 6lii hiicreler
olan, 10-15 tabaka korneositlerden olusur (Olger ve Goniil, 2002). Allantoin kuru ve
hasarli hiicreleri temizler, yiizeyin piiriizsiiz, yamusak ve parlak olmasini saglar (Kus vd.,
2009). Allantoinin, hiicre ¢ogalmasi (nekrotik doku ¢ikarilmasi) ve epitellesmeyi (cilt
bliylime) tesvik ettigi ve bdylece yaralar ve yaralar ilizerinde yeni saglikli doku
biiyiimesini hizlandirdigi gosterilmistir. Allantoin, ayrica deride tahrisi azaltmaya
yardimci olan 6zellige de sahiptir. Allantoinin yumusatici ve yatistirici 6zelliklerinin yani
sira inflamasyonu azaltma yetenegi mevcuttur (Fu vd., 2006). Bu 6zelliklerinin yani1 sira

allantoinin antioksidan etkisi de bilinmektedir (Kand'ar vd., 2006).

Bu calismanin amact; Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen ve allantoin icerdigi belirlenen
Plantago lanceolata, Plantago major, Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis ve
Aesculus hippocastanum bitkilerinin belirli sicaklikta kurutularak hazirlanan farkl
konsantrasyonlardaki etanol ekstraktlarinda antioksidan etkinin test edilmesidir.
Literatiirde giivenilirligi kanitlanmis ve siklikla kullanilan; DPPH radikal siipiirme giicii,
indirgeme giicii 6l¢timii, bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)
ve B-Karoten bleaching metodlar kullanilarak in vitro analizler ile bitki ekstraktlarinin
antioksidan etkileri hakkinda bilgi edinilmesi, kullanilan metotlarin optimum sartlarinin
belirlenmesi ve bu bitki drneklerinin analiz sonuglarinin rakamsal ve grafiksel olarak

ifade edilmesi hedeflenmistir.



BOLUM 11
GENEL BILGILER
2.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron
bulunduran molekiiller olarak tanimlanmaktadirlar (Garg vd., 2012, U. Kumar vd., 2012,
Mandade vd., 2011) (Sekil 2.1.). Serbest radikaller kararsiz yapidadir ve bir elektron alip
indirgenerek kararli yapiya gegmek isterler. Bundan dolayr biyomembranlar, DNA, lipid,
protein gibi biyolojik molekiillere saldirip elektron alarak indirgenirler. Bu durum
biyolojik molekiillere zarar vererek patolojik olgulara yol agabilmektedir (Koheil vd.,
2011).

Serbest Radikal

Sekil 2.1. Serbest radikal

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyon reaksiyonlar1 viicuttaki antioksidan
savunma sistemleri tarafindan dengelenmektedir. Bu dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasi oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif stres Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejenecaratif hastaliklar, karaciger sirozu, kalp ve damar hastaliklari, damar
tikanikligi, katarakt, inflamasyon ve diyabet gibi pek ¢ok ciddi hastaligin olugmasinda
onemli rol oynamaktadir (Conforti vd., 2008).



UV sinlar, sigara dumani, ¢evresel kirlilik, radyasyon, tarim ilaclarinin kalintilari,
endiistriyel ¢oziicliler, iskemik dokularin reperfiizyonu, mitokondrilerde elektron
transport zincirindeki oksijenin tam olarak indirgenememesi, mikroorganizmalarin
fagositler tarafindan imha edilmesi, doymamis yag asitlerinin metabolizmasi olan
arasidonik asit metabolizmasi, inflamasyon, enfeksiyon, iltihap, virlisler, uyusturucu
ilaclar, anestetik ilaclar, stres ve heyecan gibi faktorler serbest radikal kaynaklar1 olarak

gosterilmektedirler (Farrugia ve Balzan, 2012, S. Kumar, 2011, Patil vd., 2010).

Serbest radikaller ii¢ temel mekanizmayla olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984,
S. Kumar, 2011).

e Kovalent bagli normal bir molekiiliin, ortak elektronlarinin her birinde bir

tanesinin kalarak homolitik boliinmesi sonucu olusan radikaller:

A:B->A+B

e Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybu:

A:B— A~ +B"

e Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle ortaya ¢ikan radikaller:

A+e > A

2.1.1 Reaktif oksijen tiirleri

Insan viicudunda oksidatif strese yol agan baslica temel serbest radikaller sunlardir;

Siiperoksit Radikali (O2¢+"): Mitokondri, 6nemli serbest radikal kaynaklarindan biri olarak

kabul edilmektedir. Siiperoksit radikali, solunum sirasinda mitokondride elektron transfer
zincirinde elektron kacagi ile O2’nin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur

(Farrugia ve Balzan, 2012). Eslenmemis bir elektron i¢erdiginden dolayr hem ¢ok fazla



reaktif hem de giiglii bir oksidan degildir. Siiperoksit radikali hem indirgeyici hem de
oksitleyici 6zellige sahip oldugundan dogrudan zararli degildir. Bu radikal daha tehlikeli
olan hidrojen peroksit kaynagi olmas1 ve ge¢is metallerini indirgeyici olmasi agisindan

onemlidir (Valko vd., 2007).

- - 2 +
0" + e . (0 oH H,0;
0,70, + 2H —/322_ 3 H,0, + 0O,

Hidroksil Radikali (OHe): Hidroksil radikali, serbest radikaller arasinda en aktif olan

molekiildiir. insan viicudundaki her molekiilii okside edebildigi icin ¢ok toksik ve ¢ok
tehlikelidir (Droge, 2002). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar lipid
peroksidasyonu ile hiicre zarina verdigi zarardir. Hidroksil radikalinin baslica hedefi
hiicre zarindaki yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu, aterosklerozda énemli rol oynayan
low density lipoprotine (LDL) zarar verir (Scheibmeir vd., 2005) ve zar yapisini bozup

hiicrenin gegirgenligini arttirarak hiicrenin 6liimiine sebep olur (Droge, 2002).

H202’in iki elektron alarak indirgenmesi sonucu su olusur. Ama bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu OHe radikali olusur. Bu indirgenme Fe ve Cu gibi metal iyonlari
tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, siiperoksit gibi indirgeyici bilesiklerin de
bulundugu ortamda, oksitlenen metal iyonunu tekrar indirgendiginden, H.O2’ten OHe

yapimu siirekli bir duruma gelir.

02 ﬁ_ > 02 - e > H202 e > OH e > Hzo

H,O, + Askorbat( veya O;") Fe, Cu » OH + Semihidroaskorbat

Lipid Peroksil Radikali (LOQO¢): Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli

radikal etkisiyle, zar yapisinda bulunan konjuge olmayan polyunsaturated fatty acids
(PUFA) zincir igindeki a-metilen gruplarinda bir hidrojen atomunun ayrilmasiyla baslar.
Serbest radikal etkisiyle PUFA zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asiti
zincirinin radikallegsmesine sebep olmaktadir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir
bilesiktir ve birtakim degisikliklere ugrayarak molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi sonucu

dienkonjugatlarini olusturmaktadir. Cift baglarin yeniden diizenlenmesinden sonra, lipid
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radikali molekiiler oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil adi verilen radikali
meydana getirir ve antioksidanlarla rediikte edilemez ise lipid peroksidasyon siireci
baslar. Lipid peroksil, zar yapisindaki diger PUFA’lara da etki ederek bir metilen hidrojen
atomunu ayirir ve onunla birleserek lipid hidroperoksitleri olusturur. Bu arada yapisindan
hidrojen atomu ayrilan PUFA da ikinci bir lipid radikali haline geger (Valko vd., 2007).

Hidrojen Peroksit (H20,): Hidrojen peroksit, oksijenin iki elektron alarak

indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin dismutasyon tepkimeleriyle olusur. Yapisinda
eslenmemis elektron bulunmadigindan radikal o6zellik tasimaz. Hidrojen peroksitin
oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi, demir ve bakir gibi metal iyonlarinin
varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii gibi davranmasidir. Hidrojen peroksit membran
lipoproteinleri ve doymamis yag asitlerine karsi gosterdigi etkiler sonucunda hiicresel

hasara yol agar (Farrugia ve Balzan, 2012).

Tekil Oksijen (*0,): Molekiiler oksijenin orbitallerindeki herhangi bir elektron, bir
orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde zit kutuplara dogru dondiigiinde
tekil oksijen olusmaktadir. Tekil oksijenin sigma (o) ve delta (8) olarak adlandirilan iki
formu bulunmaktadir. Sigma formunda zit spinli elektronlar ayr1 orbitallerde bulurken,
delta formunda ise zit spinli elektronlar ayni orbitallerdedir. Tekil oksijen eslesmemis
elektron icermediginden dolay1 radikal 6zellik gostermez. Fakat ROT arasinda yer alir ve
molekiiler oksijenin aksine yari dmriiniin 10°sn olmasindan dolayr ¢ok reaktiftir.
Ultraviyole, radyasyon ve ozon gibi ¢evresel ajanlartekil oksijen iiretebilir. Bunun yan1
sira peroksil radikallerinin, peroksinitrit reaksiyonlar1 ve H2O. reaksiyonlarinin
sonlandirilmasi, peroksidaz aracili reaksiyonlar da tekil oksijen iiretir. Tekil oksijen,
cevresindeki ¢coklu doymamis yag asitleri ve DNA'daki guanin bazi gibi molekiillerin
cifte baglarina baglanir (Burton ve Jauniaux, 2011, Li vd., 2014).

2.1.2 Reaktif azot tiirleri
Reaktif azot tiirleri; nitrik oksit (NOe), peroksinitrit (ONOO-), diazot trioksit (N2Oz), S-

nitrosoglutatyon (GSNO), azot dioksit (NOgz¢), nitrozil katyonu (NO™) gibi ilgili

molekiillerden olusmaktadir.



Nitrik Oksit Radikali (NOe<): Memelilerde 6nemli bir hiicresel sinyal iletimi molekiilii

olan nitrik oksit radikali (NOe), birgok fizyolojik ve patolojik siirecte gorev alir (Huque
vd., 2013). Radikal olan nitrik oksit L-arginin amino asitinden nitrik oksit sentaz
enziminin katalitik etkisiyle olusur. Ayrica, makrofajlar tarafindan da iiretilen nitrik oksit,
bagisiklik sisteminde de gorev alir. Kan-beyin bariyerini gegerek diiz kaslarin
gevsemesinde ve damarlardaki kan basincinin diisiiriilmesinde 6nemli etkisi vardir. Nitrik

oksit fazlalig1 sitotoksik etkiye sahiptir (Kimura vd., 2002).

Peroksinitrit (ONOQO): Nitrik oksidin siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu olusan

peroksinitrit (ONOO"), nitrik oksidin toksisitesinden sorumlu baslica bilesiktir. Olduk¢a
giiclii bir yiikseltgeyici ajan olup bir¢cok biyolojik materyali dogrudan etkiler.
Proteinlerdeki —SH gruplarini1 oksitleyerek dogrudan zarar verebilir. Ayrica fizyolojik
pH’da protonlanabilir ve giiclii bir lipid peroksidasyon baslaticis1 olan azot dioksiti
(NO2e), hidroksil radikalini (HO¢), fenilalanin, tirozin gibi aromatik halkalari, nitrolama

ajan1 olan nitronyum iyonunu (NO2") olusturabilir (Sieracki vd., 2013).

03¢+ NO» ——— > ONOO'" (peroksinitrit)
ONOO'+H ——— » «OH +NO»*

2.1.3 Reaktif kiikiirt tiirleri

Siilfiir merkezli radikallerdir. Tiyil radikalleri (RS¢) ve alifatik tiyoller canlilarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Bu alifatik tiyol gruplari; toksik ajanlar, gesitli enzimatik
reaksiyonlar ve C-H baglarinin kopmasiyla olusan C merkezli radikallerin (C¢) ortadan
kaldirilmasi igin gerekli olan en iyi H atomu vericileridir. Tiyoller; karbonhidratlar,
amino asitler ve lipidler gibi 6énemli biyomolekiillerin maruz kaldiklart serbest radikal
saldirilarina karsi tiyil radikaline doniiserek, s6z konusu biyomolekiilleri onarici birer

ajan gibi davranirlar (Gruhlke ve Slusarenko, 2012).

2.1.4 Reaktif karbon tiirleri

Bu reaktif serbest radikallerin olusumu, karbon tetrakloriir (CCls)’e maruz kalmis

dokularda gozlenmektedir. Sitokrom Pasg Sistemi, oksijenle birlikte reaksiyona girerek



cesitli serbest radikalleri meydana getiren triklorometil (¢CCls) radikalini olusturur
(Madej vd., 2008).

2.2 Antioksidanlar

| ANTIOKSIDANLAR |
|
| | | Kofaktorler | I Vitamin ve Tiirevleri |
| Birincil Enzimler || ikincil Enzimler |
” C (Askorbik asit)
E (Tokoferol ve Tokotrienoller)

Cinko K
Seletyaa | Karotenoidler
Kiikiirtlii

B-karoten

Organik Likopen

: Bilesikler :
Flavonoidler L‘,I,mn‘
Allil siilfitler Zeaksantin

indoller sntoinni
|Flavonoller| | Flavanoller I [Antosiyaninler | PlotemOJel} olfnayan
= : = T Azotlu Bilesikler
Quercetin Katesin Siyanidin
Kamferol Pelagonidin Pelargonidin I F lik 1
- enolik Asitler I
[izoftavonoidier| | Flavanonlar | [ Flavonlar | I
Genistein Hesperidin Krisin

| Hidroksisinnamik | | Hidroksibenzoik |

Ferulik asit Gallik asit
p-kumarik asit Ellagik asit

Sekil 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Carocho ve Ferreira, 2013)

(Sar1 renkli yazilanlar endojen antioksSidanlar1 gosterirken, yesil renkli olanlar eksojen

antioksidanlar1 belirtmektedir.)

2.2.1 Endojen kaynakh antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik)

antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.2.).

2.2.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz oksijenli solunum yapan canlilarda

bulunmaktadir. Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene



dontigiimiini katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz

enzimi araciligi ile etkisiz hale getirilmektedir (Carocho ve Ferreira, 2013).

20, +2H" &’ H;O, + O3

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitlerin

indirgenmesinde gorev alan enzimdir. Tetramerik yapida olup, 4 selenyum atomu ihtiva
eden sitozolik bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz asagidaki reaksiyonlari
katalizlemektedir (Carocho ve Ferreira, 2013).

H,0, + 2GSH —HE)p GSSG + 2H0

ROOH + 2 GSH —SSHPX ) GSSG + ROH + H,0

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz okside glutatyonun (GSSG) rediikte

formuna (GSH) indirgenmesinde rol oynar. Bu enzim, NADPH’a bagl bir flavo enzimdir
(Carocho ve Ferreira, 2013).

GR

GSSG + NADPH + H' » 2GSH + NADP'

Katalaz (CAT): Katalaz, sitokrom sistemi i¢eren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde
mevcut olup, 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Enzimin kararliligi igin her
alt birim bir molekiil NADPH igerir. Katalaz, esas olarak peroksizomlarda olmak iizere
endoplazmik retikulum ve sitozolde yogun olup karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili
kaslar ve eritrositlerde yiiksek aktivite gdstermektedir. Bu enzimin esas gorevi, hidrojen
peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak
bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de

oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir.

2H202 L 2H20 + Og



2.2.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
Melatonin: Lipofilik 6zellik gostermesinden dolayr biitiin hiicrelere hatta hiicrelerin
organellerine kadar ulasarak genis bir dagilim gosteren melatonin, hidroksil ve siiperoksit

radikallerini tutarak antioksidan etki gosterir (Aguilera vd., 2015).

Glutatyon (GSH): Karacigerde sentezlenen bir tripeptitdir. Hemoglobinin oksitlenerek

methemoglobine doniismesini Onler. Eritrositleri, 16kositleri, géz lensini oksidatif hasara

kars1 korur (Farrugia ve Balzan, 2012).

Ubikinon (Koenzim Q): Ubikinon mitokondride elektron transport zincirinin bir pargasi

olarak kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira diisilk konsantrasyonlarda plazmada ve hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonunu engeller ve koruyucu bir antioksidan olarak gorev alir
(Bazil vd., 2014).

Bilirubin: Bilirubin, insan safrasina sar1 rengi veren pigmentlerdir. Omriinii dolduran
eritrositlerin pargalanmasi sonucu karaciger tarafindan dolasimdan almir ve
biyotransformasyona ugrar, Safra ve idrarla atilir. Peroksil radikallerini toplayarak

antioksidan sisteme katki saglar (Qaisiya vd., 2014).

Urik asit: Urik asit (iirat) karbon, azot, oksijen ve hidrojenden olusan ve formiilii
CsH4N4O3 olan bir organik bilesiktir. Urik asit, insanlarda piirin metabolizmasinin son
{iriinii olarak ksantin oksidaz aktivitesiyle ksantinden olusur. Insanlarda piirin
niikleositleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasinin temel iirlinii olan {irik asit,
antioksidan o6zelliklere sahiptir ve insan serumundaki serbest radikallerin %60'1nin
temizlenmesini saglamaktadir. Etkin bir hiicre dis1 radikal tutucusu olan {irik asit metal

baglayici ve serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapmaktadir (Kand'ar vd., 2006).

2.2.2 Dogal antioksidanlar

Insan besininde ROT’lar1 temizleyebilen antioksidan aktiviteye sahip bilesikler
bulunmaktadir. Diyetle alinan baslica antioksidanlar karotenoidler, tokoferoller, C
vitamini ve flavonoidlerdir. Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda bulunabilen

fenolik ve polifenolik bilesikler seklindedir.
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2.2.2.1. Polifenolik bilesikler

Fitokimyasallarin en genis siniflarindan biri fenolik bilesiklerdir. Polifenollerin aktiviteleri,
kimyasal yapilarindaki hidroksil gruplarma baglidir. Bundan dolay1 da gii¢lii antioksidan
ozellik gostermektedirler. Bitkisel kaynakli polifenoller; hidrojen atomu verici, tekil oksijeni
stipiiriicti ve indirgeyici gibi birden fazla antioksidan 6zellige sahiptirler. Bazi polifenoller ise
metal iyonlarmi kelatlama kabiliyetleri ile antioksidan 6zellik gostermektedirler (Khan vd.,
2014).

Besinlerin yapisinda bulunan fenolik bilesikler; flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik

polimerler (tanenler) olmak tizere ti¢ sinifa ayrilirlar.

Flavonoidler: Sari renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sar1’ anlamina gelen 'flavus' sozctigiinden
tiretilerek 'flavonoid' adin1 almiglardir ve 15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil propan)
yapist (Ce-C3-Cs) gosterirler. Bu yapilarindan dolay: polifenolik bilesikler olarak kabul
edilmektedirler (Sekil 2.3.). Iskelet yapilarmin farkli olmasma goére flavon, flavonol,
flavonon, biflavonoid, kalkon gibi tiirleri bulunmaktadir. (Formica ve Regelson, 1995).

Sekil 2.3. Flavonoidlerin karbon yapisi

Flavonoidler bitkisel besinlerde yaygin ve ¢ok miktarda bulunan bilesiklerdir. Bitkilerin
ikincil  metabolitlerindendir.  Bitkiler yasamsal faaliyetleri icin kullandiklar
karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden flavonoidler gibi ikincil
metabolitleri olustururlar. Fenol benzopiran yapisi A, B, C halkalarindan meydana
gelmektedir. A halkasi glikoz metabolizmasi sonucu olusan asetil koenzim A’dan olusan
malonil koenzim A’nin 3 molekiiliiniin kondenzasyonu ile, B ve C halkalar1 ise yine

glikoz metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit {izerinden sinnamik asit gibi fenil
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propanoid bilesiklerinden olusmaktadir. Sekil 2.2.”de goriilen fenol benzopiron yapisinda
numaralarla gosterilen yerlerdeki karbon atomlarina hidroksil gruplarinin baglanmasiyla

cok cesitli flavonoidler meydana gelmektedir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Flavonoidlerin iskelet yapilari

FLAVONLER FLAVONOLLER FLAVANONLAR

Krisin Quercetin Naringenin

Apigenin Rutin Eriodiktol

Luteolin Kamferol Hesperidin
Ramnetin

FLAVANOLLER | DIHIDROFLAVONOLLER | BIFLAVONOIDLER
Katesin Taksifolin Amentoflavon
Epikatesin Slibin

Bazi hidroksil gruplarina seker, metil, siilfat ve benzeri gruplarin konjugasyonu ile bu
flavonoidlerin konjugasyon firiinleri meydana gelmektedir ve sayilarmin 4000’in
iizerinde oldugu tahmin edilmektedir. Ornegin bir flavonol olan quercitin’in 3. karbon
atomuna bagli hidroksil grubuna rutinozon konjugasyonuyla olusan flavonoid, rutin
flavonoid olarak adlandirilmaktadir (Sorata vd., 1984). Flavonoidler elma, sogan,
baklagiller, hububat, domates, turunggiller, ¢ay ve kirmizi sarapta bol miktarda
bulunmaktadirlar, bir insanin normal giinliik diyetinde yaklagik olarak 1g flavonoid

bulundugu tahmin edilmektedir (Elangovan vd., 1994).

Fenolik asitler: Fenolik asitler; sinnamik asit ve benzoik asitin hidroksi turevleri olarak

ikiye ayrilir. Hidroksibenzoik asitler Ce-Cy fenilmetan yapisinda iken hidroksisinnamik
asitler ise Ce-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Yaygin olarak bulunanlari; kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir (Baydar ve Baydar, 2013). Bu iki sinif
arasinda ise ¢ogunlukla hidroksisinnamik asitler bulunmaktadir. Bitkilerde bulunan
fenolik bilesiklerin %30’u fenolik asit seklinde besin yolu ile alinmaktadir (Salgado vd.,
2012). Fenolik asitler, hidroksi ve metoksi gruplarinin baglanma noktalarma ve
cesitlerine gore farkli sekilde adlandirilmaktadirlar.

Fenolik asitlerin antioksidan aktivitesi, yapilarindaki aromatik halkaya bagli hidroksil
gruplarinin sayisi ve yerlerine gore degisiklik gostermektedir. Fenolik asitlerin metal

kelatlama, hidroksi, peroksil, peroksinitrit ve siiperoksit anyon radikallerini giderme
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etkisine sahip oldugu son yillarda yapilan ¢alismalarla ortaya konulmaktadir
(Ramkissoon vd., 2013, Zhang vd., 2011).

Fenolik polimerler (tanenler): Fenolik polimerler (tanenler veya proantosiyanidinler), yiiksek

molekiil agirlikli bilesiklerlerdir. Flavonoidlerin (flavan-3-ol) oligomer veya polimer
yapisinda olup bitkilerin ikincil metabolitleridir ve bitkileri zararlilara (mantarlar ve bocekler
v.s) kars1 korurlar (Y. J. Kim vd., 2008). Fenolik polimerler bazi gilek tiirlerinde, elmada, nar
suyunda, kirmizi ve beyaz iiztimde, bunlardan elde edilen saraplarda, yine bunlarin
tohumlarinda, kakao, ¢ay, tar¢in ve Ginkgo biloba'da bol miktarda bulunan koyu renkli ve
tad1 buruk bilesiklerdir.

2.2.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan ve yagda ¢6ziinen kirmizi-sari
pigmentler olup havug, kayisi, kavun, domates gibi meyve ve sebzelerin renklerinin
kaynagidirlar. Karotendioksigenaz, karotenin merkezindeki ¢ift bagi kopararak A
vitaminine donistiiriir. Gidalarda bulunan karotenoidler, sekiz izoprenoid biriminin bir
araya gelmesiyle olusan B-karoten, a-karoten, likopen, lutein ve B-kriptoksantin olarak
smiflandirilan likopen tiirevi polienlerdir. Karotenoidler giiglii bir tekil oksijen stipiiriicii
etki gosterip hiicre ve diger viicut kompenentlerini serbest radikallerin saldirilarindan

koruyarak zincir reaksiyonlarini sonlandirirlar (Kljak ve Grbesa, 2015).

2.2.2.3. Askorbik asit (C vitamini)

Ozellikle yesil renkli taze sebze, meyve ve turuncgillerde bol miktarda bulunan L-
askorbik asit suda ¢oziinen bir vitamindir ve bitkilerin yaprak kisimlarinda, 6zellikle
kloroplastlarinda yer almaktadirlar (Sekil 2.4.). Meyveler arasinda en ¢ok portakal, limon,
greyfurt, domates, ananas, ¢ilek ve frenk tiziimiinde bulunmaktadir. Bunlara oranla elma,
kiraz, armut ve erik daha az miktarda C vitamini igermektedir. Ozellikle turuncgillerin ve
domatesin i¢ kisimlarindan ziyade kabuk kisimlar1 C vitamini bakimindan daha
zengindir. Sebzelerden ise 6zellikle karnibahar, lahana, 1spanak, kuru sogan, biber, tere,
maydanoz ve yer elmasi C vitamini bakimindan en zengin kaynaklardandir (Falowo vd.,

2014).
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OH
Sekil 2.4. Askorbik asitin yapisi

Askorbik asit tekil oksijeni siipiirerek lipid peroksidasyonu sonucu olusan peroksi serbest

radikalini temizler.

C vitamini pek¢ok hayvanin karaciger ve bobreklerinde glikozdan sentezlenir. Fakat
insanlarda L-glukanolakton oksidaz bulunmadigi igin bu vitamin sentezlenemez. Bu sebeple

bu vitamin disaridan besin yoluyla alinmak zorundadir (Hongyan vd., 2012).

2.2.2.4. Tokoferoller (E vitamini)

Dogada E vitamininin sekiz formu bulunmaktadir ve hepsi 6-hidroksikroman halka
sistemine sahiptir. Dort tokoferol ve dort tokotrienol yapi bulunur. Tokoferoller: a-
tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol ve o-tokoferol ve tokotrienoller: a-tokotrienol, B-
tokotrienol, y-tokotrienol ve d-tokotrienol'diir. Tokoferoller, 6-hidroksikroman halkasina
bagli fitil grubuna sahiptir (Sekil 2.5.). Tokotrienollerde ise izopren biriminden olusan bir

yan zincir mevcuttur (Bruno ve Mah, 2014).

OH

HsC

HaC
CHz

HsC, H;C
Heh Hs

Sekil 2.5. Tokoferollerin yapisi

Ozellikle siit, yumurta ve karaciger E vitaminince zengin hayvansal kaynaklardir. Yesil
yaprakli sebzeler, bitkisel yaglar, baklagiller, ceviz ve findik ise E vitaminin baslica

bitkisel kaynaklaridir. a-tokoferol en fazla antioksidan etkiye sahip dogal bilesiklerden

14



birisidir. Tokoferoller yapilarindaki hidroksil gruplarinin hidrojenini lipid peroksil
radikaline aktarip serbest radikalleri ve lipid peroksil radikallerini temizleyerek

antioksidan etki gostermektedirler (Dasgupta ve Klein, 2014).
2.3 Allantoin ve Genel Ozellikleri

Piirin metabolizmasinin son iiriinii olan allantoin C4HsN4O3 formulasyonlu bir bilesiktir
(Sekil 2.6.). ve ureidohidantoin-5 ya da glioksildiiireid olarak da tanimlanmakta olup
(Braga vd., 2012) yiiksek miktarlarda iire igermektedir (Puszynska-Tuszkanow vd.,
2011).

H
N NH,

HN T

NH O
O

Sekil 2.6. Allantoinin yapisi

Allantoin metabolik yolunun ilk asamasi; ii¢ enzim igerir ve bu enzimler iirik asidin
allantoine oksitlenmesini kolaylastirir.  Urat  oksidazla iirik asidin allantoine
oksidayonunda ek olarak 5-hidroksi izoiirat (HIU) hidrolaz ve 2-okso-4-hidroksi-4-
karboksi-5-iireidoimidazolin (OHCU) dekarboksilaz enzimleri de bulunur (Kwangsoo
vd., 2007). Urik asit, iirikaz ve Oz ile reaksiyona girerek bir ara iiriin olan 5-hidroksi

izotiratt olusturur (Sekil 2.7.).

0 OH
””)KL
0 O
>= Lnka" )\ />_

(HpxQ)
Urik asit 5-Hidroksi1 1zotirat

Sekil 2.7. Urikaz enzimi
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Reaksiyon sonucu olusan 5-hidroksi izoiirat, 5-hidroksi izoiirat hidrolaz enzimi ve H>O
ile reaksiyona girerek 2-okso-4-hidroksi-4-karboksi-5-iireidoimidazolin meydana gelir
(Sekil 2.8.).

0
OHN ; H,0 'OOC,‘ OH
“L-NH
HN \ E NH
hidrolaz H
o . (HpxT) . . 4
5-Hidroks1 1zoiirat 2-okso-4-hidroksi-4-karboksi

5-tiretdoimidazolin

Sekil 2.8. Hidroksiiirat hidrolaz

Meydana gelen son ara iiriin olan 2-0kso-4-hidroksi-4-karboksi-5-iireidoimidazolin ile 2-
okso-4-hidroksi-4-karboksi-5-iireidoimidazolin ~ dekarboksilaz ~ reaksiyona girerek

allantoin olusur ve bu reaksiyon sonucunda CO3 ¢ikisi gerceklesir (Sekil 2.9.).

-0oc. OH CO, o 3
NH;" NH / NH, 4N;\=o
TH ot
H

)\N OHCU dekarboksilaz 07 N"| N1

(HpxQ) HyH
2-okso-4-hidroksi-4-karboksi (S)- Allantoin

S-iireidoimidazolin

0

Sekil 2.9. 2-0kso-4-hidroksi-4-karboksi-5-iireidoimidazolin dekarboksilaz

Allantoinin 3 yapisal konformasyonu kristal, hitherto ve rasemdz yapidir. Kristal ve
hitherto yap1 hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip olunmasa da rasemdz yapi iyi sekilde
aydinlatilmistir (Kwangsoo vd., 2007).

Allantoinin bir kiral merkezi vardir ve bu merkez R- ve S-enantiomerik formlarda (Sekil
2.10.) mevcut olabilir (Kim vd., 2009). (S) enantiomer enzimatik bozunma tiriintidiir. (S)
enantiomer ise hem HIU hem de OHCU’un enzimatik olmayan bozunmasi ile de olusur
(Sekil 2.9.).
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o, 3 0
A Bt 2
N' w Allantoin 07 N ”

H H Rasemoz H H
(S)-Allantoin (HpxA) (R)-Allantoin

0

Sekil 2.10. Allantoin rasemoz

Allantoin cilt yuamugamasi ve cilt hiicrelerinin hizli bir bicimde yenilenme gostermesinde
aktif olup korneositlerin kaldirilmasinda etkilidir. Bu islemi korneosit hiicrelerinin arasini
gevseterek ve korneositlerin diger hiicrelere yapigsmasini saglayan desmozomlari
kaldirarak gergeklestirir (Kus vd., 2009). Korneositler cilt yiizeyindeki en dis tabaka olan
stratum corneum (boynuzsu tabaka) tabakasinin %80’ini olusturmaktadir. Bu katman
hiicrelerarasi lipid tabaka i¢ine gomiilii, yass1 ve keratinle dolu 6lii hiicreler olan, 10-15
tabaka korneositlerden olusur (Olger ve Géniil, 2002). Allantoin kuru ve hasarli hiicreleri

temizler, yiizeyin piirlizsiiz, yumusak ve parlak olmasini saglar (Kus vd., 2009).

Yiiksek maymunlar, siirlingenler, kuslar ve diger baz1 hayvanlarda piirin
katabolizmasinin atilan son tiriinii tirik asittir. Diger birgok omurgalida ise iirik asit, iirat
oksidaz etkisiyle allantoine doniisiir; bazi baliklarda allantoin, allantoinaz etkisiyle
allantoik asite dondstiiriiliir; kurbagalarda ve kikirdakli baliklarda allanoik asit,
allantoikaz etkisiyle {ireye doniistiiriiliir; deniz omurgasizlarinda iire, lireaz etkisiyle

amonyak ve karbondiokside parcalanir.

Insan organizmast iirikaz (iirik oksidaz) icermediginden bu yikimin son {iriinii iirik asittir.
Primatlar disindaki memelilerde iirik asit; allantoine, lire ve hatta amonyaga kadar
parcalanabilir. Insan ve gelismis maymunlar disindaki tiim tiirlerde iirik asiti daha yiiksek
¢ozlnlirlikli atik olan allantoine doniistiiren enzim iirat oksidaz bulunur (French vd.,

2011).

Allantoinin, hiicre ¢cogalmasi (nekrotik doku ¢ikarilmasi) ve epitellesmeyi (cilt biiyiime)
tesvik ettigi ve bdylece yaralar ve yaralar {izerinde yeni saglikli doku biiyiimesini

hizlandirdig1 gosterilmistir. Allantoin, ayrica deride tahrisi azaltmaya yardimci olan
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ozellige de sahiptir. Allantoinin yumusatict ve yatistirict 6zelliklerinin yani sira

inflamasyonu azaltma yetenegi de mevcuttur (Fu vd., 2006).

2.4 Calismada Kullanilan Bitkiler Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1 Plantago lanceolata L.

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio  : Angiospermae

Classis . Asteridae

Ordo : Plantaginales

Familya : Plantaginaceae

Genus : Plantago

Species : Plantago lanceolata L. (damar otu)

Plantaginaceae familyasina ait bir bitkidir. Halk arasinda ince yaprakli damar otu olarak
bilinmektedir. Tabanda ¢ok sayida rozet bi¢iminde yapraklari bulunan ¢ok yillik bir
bitkidir (Sekil 2.11.).Yapraklar mizraks1 ovat, mizraksi veya dar mizraksidir. Yaprak
kenarlan diiz veya diizensiz disli, 3-5-7 damarl, tiiysiiz, sapsiz veya sap uzunlugu
yaprak ayasmin 1/3’1 kadardir (Sekil 2.12.). Cigeklenme zamani nisan-ekim aylaridir.
Deniz kiyilarinda, kumlu sahillerde, cayirlarda, batakliklarda, dere kenarlarinda,
koruluk alanlarda, Pinus ormanlarinda, 1-3000 m yiikseklik araliginda yayilis gosterir.

Hemen hemen Tiirkiye’nin her yerinde yayilis gosterir (Davis, 1982).
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Sekil 2.11. Plantago lanceolata L. Bitkisisnin genel goriiniimii
(nttp://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fa/Plantago_lanceolata_Sturmé1.jpg)

Sekil 2.12. Plantago lanceolata genel goriiniimii
(http://commondatastorage.googleapis.com/static.panoramio.com/photos/original/44853

008.jpg)
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2.4.2 Plantago major L.

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio  : Angiospermae

Classis - Asteridae

Ordo : Plantaginales

Familya : Plantaginaceae

Genus : Plantago

Species : Plantago major L. (damar otu)

Plantaginaceae familyasina ait bir bitkidir. Halk arasinda derman otu, damar otu, katir
kulagi, sigil yapragi olarak adlandirilmaktadir. Cok yillik bir bitkidir. Tabanda rozet
bi¢ciminde yapraklar bulunur. Yapraklar1 5-9 damarli, kalin, tiiysiiz ve eliptik ovat veya
yuvarlak ovat seklindedir (Sekil 2.13. ve Sekil 2.14.). Ci¢eklenme haziran-agustos
aylaridir. Bulundugu habitat camliklar, sulanmig alanlar, kanallar, batakliklar, kayalik
daglarin yamaglar1 ve genellikle tuzlu bolgeler. Deniz seviyesinden 2200 m’ye kadar

yayilis gosterirler (Davis, 1982).

Sekil 2.13. Plantago major L. Bitkisinin genel goriiniimii
(nttp://caliban. mpiz-koeln.mpg.de/thome/band4/tafel_072.jpg)
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Sekil 2.14. Plantago major genel goriiniimii
(http://ograsradgivaren.slu.se/bilder/ogras/55 211 plantago_major_3.jpg)

Plantago major, benzoik asit, klorojenik asit, sitrik asit, ferulik asit, oleanolik asit,
salisilik asit, ursolik asit, pektin, saponin, oksalik asit i¢erir (Bakker vd., 1998). Ayrica
allantoin igermektedir. Plantago major’un yaprak ve tohumlari yara iyilesmesi aktivitesi
de dahil olmak iizere, analjezik, antioksidan, zayif antibiyotik, immiinmodiilatdr,
antiiilserojenik, antiviral ve hepatoprotektif aktivite gosterdigi belirlenmistir (Adams vd.,
2009, Velasco-Lezama vd., 2006). Ayrica antibakteriyel, antiinflamatuar, antiseptik, idrar
soktiirticii, balgam soktiiriicli, hemostatik, miishil, astim, amfizem, mesane problemleri,
bronsit, ates, hipertansiyon, romatizma ve kan sekeri kontrolii igin alternatif ilag olarak

kullanilir.
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2.4.3 Platanus orientalis

Divisio : Magnoliophyta

Classis : Magnoliophyta

Ordo : Proteales

Familya : Platanaceae

Genus : Platanus

Species : Platanus orientalis (Dogu ¢inar)

Halk arasinda dogu ¢inar1 olarak bilinmektedir. Serbest biiyiidiigli zaman kisa govde,
kalin dal ve genis tepe yapar. Govde ve dallar agik gri veya yesilimsi gri renklidir. Yash
govdelerin kabuklar1 diger tiirlerinkilere nazaran daha kii¢lik levhalar halinde kalkar ve
yavag dokiilir (Sekil 2.15.). Ag¢ik yesil yapraklar 5-7 lopludur. Loblart ¢ok derin, orta
damara kadar ulasan oyuntulari1 vardir. Bunlarin uzunluklar1 enlerinden daha fazla oldugu
gibi, uglar1 da sivridir. Kenarlar1 gelisi giizel kaba disli veya diizdiir. Tam gelismis
yapragin alt yiizii hemen hemen tiiysiizdiir. Genisligi 10-20 cm'ye ulagan yapragin 3-8 cm
uzunlugunda dip tarafi huni gibi genisleyerek tomurcugu icerisinde saklayan bir sap1
vardir. Cigeklenme zamani1 mart-mayis aylaridir. 2-2,5 cm ¢apindaki birlesik meyveden

2-6 tanesi uzun bir sap tizerinde yer alir (Davis, 1982) (Sekil 2.16.).

Platanus orientalis bitkisinin yapraklari ilag ve oftalmolojik ajan olarak kullanilmaktadir.
Ayrica kokii ise hemostatik ajan ve yilan 1sirigina karsi panzehir olarak kullanilmaktadir.
Yapraklari anti iilser aktivite gdstermektedir. Bunun yan1 sira Ibn-i Sina tarafindan dis
agrisi, diz agrist i¢in analjezik ve antiinflamatuar olarak kullanildigir bilinmektedir.

Antinosiseptif ve antiinflamatuar etkisi vardir (Haider vd., 2012).
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(nttp://thestreettree. files.wordpress.com/2011/10/platanus-orientalis.jpg)
- ~ A N ¢ *?

Sekil 2.16. Platanus orientalis meyva genel gériiniimii
(nttp://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Platanus_orientalis_fruits,_Thasos.jpg)
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2.4.5 Aesculus hippocastanum L.

Divisio . Spermatophyta

Classis : Dicotyledones
Subclassis  : Dialypetalae

Ordo . Sapindales

Familya : Sapindaceae

Genus : Aesculus

Species : Aesculus hippocastanum

Aesculus hippocastanum halk arasinda at kestanesi olarak bilinmektedir. Parklarda ve yol
kenarlarinda siklikla yetistirilen biiyiik bir agagtir. Vatan1 Balkan yarimadasi olan 15-25
m’ e kadar boyda, sik dalli ve yaprakli agaclar olup yapraklari uzun sapli, palmat, 5-9
foliollii; foliolleri ters ovat veya baklava seklinde, kenarlar1 diizensiz dislidir (Sekil 2.18.).
Cicek durumu dik piramit seklinde ¢icekler beyaz veya pembe renklidir. Ovaryumun
gelismesiyle Once yesil renkli, yuvarlak ve lizeri dikenli kapsiil tipinde bir meyva
meydana gelir; olgunlasinca dis kismi esmerlesir, ii¢ yarikla agilir ve tohumlar1 diiser.
Tohumlan biiytiktiir, kestane'ye benzer ve ¢ok serttir (Sekil 2.17.). Olgun tohumlart,
Semen Hippocastani, triterpenik saponozitler igerir, bu bilesikler antienflamatuar,
vazokonstriiktor ve kapiler c¢atlamayi onleyici Ozeliktedir. Ayrica flavonozitler de
bulunur, bu nedenle P vitamini aktivitesi gosterir. Bu drogdan hazirlanan preparatlar

hemoroid ve damar hastaligi tedavisinde kullanilir (Tanker vd., 2004).
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Sekil 2.17. Aesculus hippocastanum genel goriiniimii
(nhttp://jardineries.jardiland.com/back-office/photos/87-aesculus-hippocastanum. jpg)
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Sekil 2.18. Aesculus hippocastanum meyva genel goriiniimii
(nttp://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c6/Aesculus_hippocastanum_%E2%80%94_Flora_B
atava_%E2%80%94_Volume_v12.jpg)
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2.4.8 Robinia pseudoacacia

Divisio . Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae
Classis : Dicotyledones
Subclassis  : Dialypetalae
Ordo : Rosales
Familya : Leguminosae

Subfamilya : Papilionaceae
Genus : Robinia

Species : Robinia pseudoacacia

Robinia pseudoacacia (akasya agaci), vatan1 Kuzey Amerika oldugu halde yurdumuzda
cok kolay yetisen, dikenli ve boylu bir agactir. Cicekleri kirli beyaz renkli olup 25-30 cm
boyunda, sarkik salkimlar olusturur. Giizel kokulu olan bu ¢igeklerden parfiimeride
kullanilan bir esans elde edilir. Yol kenarlarina golge vermek i¢in dikilir. Vatani1 Cin olan
bir baska bitki de Wistaria sinensis'tir (mor salkim). Tirmanici1 ve odunlu olan bu bitki
Anadolu' da cardaklar1 6rtmek amaciyla dikilir; ¢igekleri leylak renkli olup sarkik
salkimlar meydana getirmistir, yapraklardan once agar. Laburnum vulgare (sar1 salkim)
da park agac1 olarak fakat diger ikisinden daha az yetistirilen bir Avrupa bitkisidir. Kii¢iik
bir aga¢ formundadir. Cigekleri sar1 renkli ve sarkik salkimlar halindedir, bu nedenle
bitkiye altin yagmuru ad1 verilmistir. Biitiin bitkide zehirli bir alkaloit olan sitisin bulunur;

santral sinir sistemine etkilidir.
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Sekil 2.19. Robinia pseudoacacia gigek ve meyva genel goriiniimii
(http://free-pu.t-com.hr/romeo-tomaz-biodiversity/piante_jpg/robinia_pseudoacacia.jpg)
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Sekil 2.20. Robinia pseudoacacia bitkisinin genel goriiniimii
(uploads/images/Gallery/yaprakli-agaclar/robinia_pseu_umbraculifera.jpg)
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BOLUM III

MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal
3.1.1 Kullanmlan kimyasal maddeler
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Bakir (II) kloriir (CuCl,.2H20), Amonyum asetat
(CH3COONHg4), neokuprin, Fosforik asit (Hz3PO4), Demir (III) kloriir (FeCls), Potasyum
hekzasiyanoferrat (I11) (KsFe(CN)s), Trikloro asetik asit (TCA), Trans-beta-karoten,
linoleik asit, etanol, metanoL, tween-20.
3.1.2 Kullamilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.2.1 DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini ile ilgili ¢ozeltiler

e 0,1 mM DPPH radikal soliisyonunun hazirlanmasi: 0,0079 g DPPH alinmistir ve

%95°1ik 200 mL metanolde ¢oziinmiistiir.

3.1.2.2 CUPRAC metodu indirgeme kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

e 0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,1705 g CuCl2.2H20 alinmistir ve 100
mL distile suda ¢oziinmiistiir.

e 1 M pH:7 CH3COONH4 tamponunun hazirlanmasi: 7,708 g CH3COONH4 alinip, 90
mL distile su ile ¢oziiniip pH 7’e ayarlanmistir. Distile su ile son hacim 100 mL’e
tamamlanmuistir.

e 7.5 mM‘lik etanolik neokuprin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,1562 g neokuprin

alinmistir ve 100 mL etanolde ¢6ziinmiistiir.
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3.1.2.3 indirgeme giicii tayini ile ilgili ¢ozeltiler

e 0,2 M pH: 6,6 fosfat tamponunun hazirlanmasi: 13,48 mL H3PO4 alinip, 980 mL distile
su ilave edilip pH 6,6’e ayarlanmistir. Distile su ile son hacim 1 litreye
tamamlanmistir.

e %0,1’lik FeClz ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,1666 g FeClz.6H>O alinmistir ve son
hacim 100 mL olacak sekilde distile suda ¢Ozlinmiistiir.

e %1’lik K3sFe(CN)s ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1g KsFe(CN)g alinmistir ve son hacim
100 mL olacak sekilde distile suda ¢oziinmiistiir.

o %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA alinmistir ve son hacim 100 mL

olacak sekilde distile suda ¢Ozlinmiistiir.

3.1.2.4 B-Karoten bleaching metodu ile ilgili ¢ozeltiler

e 2 mg kristal trans-beta-karoten, 10 mL kloroform i¢inde ¢6ziilerek stok beta-karoten
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

e 250 mL’lik yuvarlak tabanl bir balona; 40 pL linoleik asit ve emiilgator olarak 500
uL tween-20 konularak {izerine beta-karoten ¢ozeltisinden 1 mL eklenip ve hizla
karistirilarak balon iceriginin homojen bir sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Kloroform
rotary evaporatdrde 40 °C’de vakum altinda 5 dakika uzaklastirilmis, balona 100 mL
distile su, yavasca konularak ve kuvvetlice ¢alkalanarak tam bir emiilsiyon olugmasi

saglanmustir.

3.2 Metod

3.2.1 Orneklerin hazirlanmasi

Bitki &rnekleri Gaziantep Universitesi kampiis alanindan Mayis 2013 tarihinde toplandi
ve Gaziantep Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii herbaryumunda

orneklenerek Dog. Dr. Hasan AKGUL tarafindan botanik tanimlanmasi ve adlandirilmasi

yaptirildi. Bitki 6rnekleri tanimlamasi yapildiktan sonra distile su ile yikanarak
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kirlerinden arindirildi. Temizlenen 6rnekler golgede kurutulduktan sonra blender ile

parcalanarak analize hazir hale getirildi.

3.2.2 Ekstrasyon (Oziitleme) metodu

Kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 6rneklerinin 30 grami soxhlet haznesine yerlestirildi ve
etanol ile 6 saat ekstrakt ¢ikarma islemi yapildi. Oziit siiziildiikten sonra etanol vakum
altinda rotary evaporatorde 40 °C’de buharlastirildi ve analiz edilinceye kadar +4 °C de

saklanda.

3.2.3 Antioksidan kapasitenin belirlenmesi

3.2.3.1 DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini

Oziitlerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest
radikali kullanilarak belirlendi. Brand-Williams vd (1995), tarafindan 6nerilen yontem
deney sartlarinin gerektirdigi bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirildi. (Brand-
Williams vd., 1995). Deney tiiplerine farkli konsantrasyonlarda (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1 mg/mL) 500 uL 6rnek pipetlendi. Deney tiiplerinin iizerine
ImM DPPH ¢6zeltisinden 2,5 mL pipetlenerek oda sicakliginda 151k ge¢irmeyen bir yerde
30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 517 nm’deki absorbans: etanolden
olusan kore kars1 kaydedilmistir. Azalan absorbans geriye kalan DPPH ¢o6zeltisi miktarini
yani serbest radikal giderme aktivitesini vermistir. Yiizde DPPH radikal siiptiriicii aktivite

asagidaki denkleme gore hesaplanmistir:

Radikal siipiirme giicii (%) = [(Ao-A1/Ag)]*100

Ao: DPPH ¢ozeltisinin absorbansi

Ai: DPPH ¢ozeltisi i¢inde test edilen 6rneklerin absorbansi

3.2.3.2 CUPRAC metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini

Bakir (IT) indirgeme giicii 6l¢timii Apak, (2004)’e gore deney sartlarinin gerektirdigi bazi
modifikasyonlar gergeklestirilerek uygulandi (Apak vd., 2004). Deney tiiplerine 1 mL
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Bakar (II) kloriir ¢ozeltisi konuldu. Her bir tiipe 1 mL neokuproin ¢ozeltisi ilave edildi.
Her tiipe 1 mL 0,2 M potasyum fosfat tamponu eklendi (pH=7). Tiipler karistirildiktan
sonra her bir tiipe farkli derisimlerde (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1
mg/mL) 500 pL 6rnek konuldu. Kontrol igin 6rnek yerine askorbik asit eklendi. Kor tiip
icin &rnek yerine distile su eklendi. Ornekler 50 °C’de 30 dk inkiibasyona birakild.

Inkiibasyonun ardindan drneklerin 450 nm’deki absorbans1 kér numuneye karsi okundu.

3.2.3.3 indirgeme giicii tayini

Indirgeme giicii 6l¢iimii Oyaizu, (1986)’a gore gerekli modifikasyonlar yapilarak
uygulandi (Oyaizu, 1986). Deney tiiplerine farkli derisimlerde (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1 mg/mL) 500 uL 6rnek konuldu. Kontrol tiipiinde 6rnek yerine
etanol kullanildi. Her tiipe 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 2,5 mL % 1’lik
potasyum ferri siyaniir ilave edilerek karisim su banyosunda 50 °C’de 30 dk. inkiibasyona
birakildi. Su banyosunun ardindan tiiplerin tizerine 2,5 mL % 10’luk trikloro asetik asit
¢ozeltisi eklendi ve tiipler iyice ¢alkalandi. Deney tiipleri 5000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonucu serumdan 2,5 mL alinarak iizerine 2,5 mL distile su ve 0,1 mL %
0,1’lik FeCl3.6H20 c¢ozeltisi eklendi. Mavi renk alan ¢ozeltinin 700nm’deki absorbansi

distile suya kars1 okundu.

3.2.3.4 B-Karoten bleaching metodu tayini

Beta karoten bleaching metodu He vd (2012)’e gore gerekli modifikasyonlar yapilarak
uygulandi (He vd., 2012). Deney tiiplerine farkli derisimlerde (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 1 mg/mL) 500 uL 6rnek konuldu. Kontrol tiipii igin 6rnek yerine
etanol kullanildi. Her bir tiipe 4,5 mL B-karoten emiilsiyonu eklenip tiipler ¢alkalandi.
Kontrol igin test tiipiine 6ziit yerine 0,5 mL etanol konuldu. Emiilsiyon test tiiplerine ilave
edilmesinin hemen ardindan spektrofotometre kullanilarak baglangi¢c absorbanslar1 490
nm’de 6l¢iildii. Tipler 50 °C’de inkiibasyona birakildi. B-karotenin rengi kayboluncaya
kadar her yarim saatte bir tekrar okuma yapildi. (120 dakika). Antioksidan aktivite ise

asagidaki formiile gore hesaplandi:

Antioksidan aktivite= [(Akontrol‘Aﬁmek/Akontrol)] *100
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Bulgular:

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik kararli bir bilesiktir. Dogal
bilesiklerin  serbest radikal giderici aktivitelerinin  belirlenmesinde  siklikla
kullanilmaktadir. DPPH radikalinin 517 nm dalga boyundaki absorbansinin azalmasi test
edilen 6rnegin antiradikal aktivitesini gostermektedir (Brand-Williams vd., 1995). Bitki
ekstraktlarinin farkli konsantrasyondaki (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL
ve 1 mg/mL ) ¢ozeltilerinin DPPH radikal siipiiriicti aktiviteleri ¢izelge 4.1., sekil 4.1. ve

sekil 4.2.’de gosterilmisgtir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraklarinin farkli konsantrasyonlardaki (0,25-1 mg/mL) bitki
etanolik ekstraklariin DPPH radikal stipiiriicii aktiviteleri (%)

Bitki ekstraktlarinin DPPH siipiiriicii aktiviteleri (%)
Konsantrasyon
0,2 mg/mL | 0,4 mg/mL | 0,6 mg/mL | 0,8mg/mL |1 mg/mL
P. major 69,75 74,75 80 84,5 90,25
P. lanceoalata 50,5 67,75 72,25 77,75 84,25
R. pseudoacacia 43,75 65,75 72,5 76,25 78,25
A. hippocastanum 46,5 69,75 75,25 78,75 80,25
P. orientalis 44,75 58,25 68,75 78 80,5
Askorbik asit 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
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Bitki ekstraktlarinin DPPH siipiiriicii aktiviteleri (%)
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Sekil 4.1. ve sekil 4.2. incelendiginde bitki ekstraktlart i¢inde en yiiksek antioksidan

aktiviteyi Plantago major en diisiik aktiviteyi ise Robinia pseudoacacia gostermistir.

4.2 CUPRAC Metoduna Gére indirgeme Kapasitesi Bulgular

Bitki 6rneklerinden elde edilen etanol ekstraktlarmin kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme
kapasitesi  ekstraktlarin  artan  kapasiteleri ile dogru  orantilidir.  Farkhi
konsantrasyonlardaki (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL ve 1 mg/mL )
bitki ekstraklarmin kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme kapasitesi, ¢ozeltilerin 450

nm’deki absorbanslarinin 6lgiilmesi sonucu elde edilmistir. Bitki ekstraktlarinin farkli
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konsantrasyondaki (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL ve 1 mg/mL )
cozeltilerinin 450 nm dalga boyundaki absorbanslar1 ¢izelge 4.2., sekil 4.3. ve sekil
4.4.de gosterilmektedir. Sekil 4.3., sekil 4.4. ve ¢izelge 4.2. incelendiginde kuprik
iyonlarint  (Cu®*) en yiiksek diizeyde indirgeme Kapasitesi Plantago major’da

gozlenmistir. En diisiik kapasite ise Robinia pseudoacacia’da tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Cizelge 4.2. Bitki ekstraklarinin farkli konsantrasyonlardaki (0,20-1 mg/mL) bitki
etanol ekstraklarinin 450 nm’deki absorbansi

Bitki ekstraktlarinin 450 nm'deki absorbansi
Konsantrasyon
0,2 mg/mL | 0,4 mg/mL | 0,6 mg/mL | 0,8mg/mL | 1 mg/mL
P. major 1,330 1,694 1,741 1,753 1,789
P. lanceoalata 1,001 1,339 1,491 1,571 1,679
R. pseudoacacia 0,789 0,820 0,907 1,230 1,515
A. hippocastanum 0,827 1,222 1,251 1,429 1,583
P. orientalis 0,840 1,350 1,594 1,732 1,772
Askorbik asit 1,729 1,751 1,755 1,762 1,802
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Bitki ekstraktlarinin 450 nm'deki absorbansi
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Sekil 4.4. Bitki ekstraktlarinin 450 nm'deki absorbansi

4.3 indirgeme Giicii Bulgular

Indirgeme giicii belirlenmesi metodunda yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgenme
glicliniin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Bursal ve Koksal, 2011). Bu ¢alismada
kullanilan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin indirgeme giicii, konsantrasyonlarinin

artmasiyla dogru orantili olarak artmustir. Bitki ekstraktlarinin indirgeme giicii, farklh
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konsantrasyonlardaki ¢dzeltilerin 700 nm’deki absorbanslart Slgiilerek belirlenmistir.
Bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyondaki (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8
mg/mL ve 1 mg/mL ) ¢6zeltilerinin, 700 nm dalga boyundaki absorbanslari ¢izelge 4.3.,
sekil 4.5. ve sekil 4.6.°da gosterilmektedir. Cizelge 4.3., sekil 4.5. ve sekil 4.6.
incelendiginde Plantago major ekstraktinin en yiiksek indirgeme giicii 6zelligi gosterdigi
gozlenmektedir. En diisiik indirgeme giicii 6zelligini ise Robinia pseudoacacia
gostermektedir. (Sekil 4.6.)

Cizelge 4.3. Bitki ekstraklarinin farkli konsantrasyonlardaki (0,20-1 mg/mL) bitki
etanol ekstraklarinin 700 nm’deki absorbansi

Bitki ekstraktlarinin 700 nm'deki absorbansi
Konsantrasyon
0,2mg/mL | 0,4 mg/mL | 0,6 mg/mL | 0,8mg/mL | 1 mg/mL

P. major 1,209 1,243 1,269 1,287 1,321
P. lanceoalata 1,149 1,198 1,218 1,231 1,255
R. pseudoacacia 1,112 1,600 1,174 1,204 1,229
A. hippocastanum 1,149 1,209 1,225 1,241 1,247
P. orientalis 1,194 1,214 1,248 1,271 1,281
Kontrol 1,145
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Bitki ekstraktlarinin 700 nm'deki absorbansi
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4.4 B-Karoten Bleaching Metodu Bulgular:

Beta karoten bleaching metodunda yiiksek absorbans degeri yiliksek antioksidan
kapasitenin gostergesidir. Bu calismada bitki ekstraktlarinin beta karoten beyazlatma
sonuglar1 farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin 490 nm’deki absorbanslari olgiilerek
belirlenmistir. Bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL,
0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL ve 1 mg/mL ) ¢ozeltilerinin, 490 nm dalga boyundaki ilk

absorbanslar1 ¢izelge 4.4. ve sekil 4.7.°de gosterilmektedir. Bitki ekstraktlarinin son

37



absorbanslar1 ¢izelge 4.5. ve sekil 4.8.’de gosterilmektedir. Cizelge 4.5. ve sekil 4.8.

incelendiginde en yiiksek beta karoten bleaching 6zelligi Plantago major’da saptanmustir.

En disiik kapasite ise Robinia pseudoacacia’da elde edilmistir. (Sekil 4.9.)

Cizelge 4.4. Bitki ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarda (0,20-1 mg/mL) elde edilen
etanol ekstraktlarinin 490 nm’deki ilk absorbansinin % inhibisyonu

Bitki ekstraktlarinin 490 nm'deki absorbansi
Konsantrasyon
0,2 mg/mL | 0,4 mg/mL | 0,6 mg/mL | 0,8mg/mL | 1 mg/mL
P. major 42,37 43,97 44,94 45,85 46,37
P. lanceoalata 43,04 44,31 45,45 46,77 48,54
R. pseudoacacia 41,69 42,49 42,6 42,88 43,04
A. hippocastanum 41,74 43,68 44,14 44,98 45,8
P. orientalis 36,03 39,52 43,57 44,26 46,31
Bitki ekstraktlarinin yiizde inhibisyonu
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Cizelge 4.5. Bitki ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarda (0,20-1 mg/mL) elde edilen
etanol ekstraktlarinin 490 nm’deki son absorbansinin % inhibisyonu

Konsantrasvon Bitki ekstraktlarinin 490 nm'deki absorbansi
y 0,2 mg/mL | 0,4 mg/mL | 0,6 mg/mL |0,8mg/mL | 1 mg/mL
P. major 71,56 73,5 74,35 75,54 78,01
P orientalis 63,91 65,96 68,13 70,30 71,50
Bitki ekstraktlarinin yiizde inhibisyonu
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BOLUM V

TARTISMA

Bu ¢alismada, farkli diizeylerde allantoin igeren Plantago lanceolata, Plantago major,
Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis ve Aesculus hippocastanum tiirlerinin etanol
Oziitlerinin radikal siliplirme giicii, indirgeme giicii 6l¢iimii, bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) ve B-Karoten bleaching metodlar ile in vitro
olarak antioksidan kapasiteleri incelenerek sonuglar karsilastirilmistir. Literatiir
taramasinda, allantoin igeren bitkilerin antioksidan Ozelliklerinin test edilmesine dair

herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

DPPH radikali ¢ok reaktif sentetik radikal olmasina ragmen, antioksidanlarin serbest
radikal giderme aktivitelerinde siklikla kullanilan kabul gérmiis bir intikatordiir (Brand-
Williams vd., 1995, Sharma ve Bhat, 2009). DPPH ¢ozeltisi mor renklidir ve antioksidan
bir maddeyle etkilestiginde sariya doniisen bir renk alir. DPPH’in bu renk degisimi
spektrofotometre ile 517 nm’de Ol¢iiliir. Calismamizda, etanol ile hazirlanan bitki
ekstraktlarinin 0,2-1 mg/mL arasi1 konsantrasyonlara sahip ¢ozeltilerinin DPPH radikal
stipliriicli aktiviteleri aragtirilmistir. Cizelge 5.1 ve tablo 5.1 incelendiginde biitiin etanol
ekstraktlar1t DPPH radikal siipiiriicii aktivite gostermistir. DPPH radikal siipiiriici
aktivitenin konsantrasyona bagli olarak artis gosterdigi gozlenmistir. Bitki ekstraktlari
arasinda en yiiksek DPPH radikal siipiiriicti aktiviteyi Plantago major gostermistir. En
diisik DPPH radikal siipiiriicii aktiviteyi Robinia pseudoacacia gostermistir. Bitki
orneklerinin etanol ekstraktlarinin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri siralamasi ise
soyledir; Plantago major > Plantago lanceolata > Platanus orientalis > Aesculus
hippocastanum > Robinia pseudoacacia. Stanisavljevi¢ vd (2008) yaptigi bir ¢aligmada
Plantago major yapraklarinin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivite gosterdigini
rapor etmistir (Stanisavljevi¢ vd., 2008). Kartini vd (2014), Plantago major’un metanollii
ekstraklart ile yaptigi bir ¢alismada DPPH radikal siipiiriicii aktivite testleri sonucu
antioksidan etki gosterdigi bulgusunu elde etmistir (Kartini vd., 2014). Dalar vd (2012)
tarafindan yapilan Plantago lanceolata’nin metanollii ekstraktlarinin yiiksek antioksidan
ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Dalar vd., 2012). Wilkinson ve Brown (1999)
tarafindan yapilan in vitro ¢alismada Aesculus hippocastanum ‘un hidroksil radikallerini

ve sliperoksit anyonlarini temizleyen antioksidan ozellik gosterdigi belirtilmistir
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(Wilkinson ve Brown, 1999). Literatiirde, Robinia pseudoacacia ve Platanus
orientalis’in antioksidan 6zelligi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Sekil
5.1 ve tablo 5.1 incelendiginde ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular daha 6nce yapilan

caligmalarla paralellik gostermektedir.

Bu tez c¢alismasinda, spektrofotometrik yontemlerle antioksidan kapasitenin tayin
edilmesinde kullanilan metodlardan biri olan ‘bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasite’ kisaca CUPRAC olarak adlandirilan metod kullanildi. Bu metod 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin (Neokuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(IT)-neokuproin kompleksinin
(Cu(ll)-Nc), 450 nm’ de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina
indirgeme yeteneginden yararlanarak antioksidan aktivitenin 6l¢tilmesine imkan verir (Apak
vd., 2004). Absorbansdaki artis kompleksin olusturdugu indirgeme O6zelligini gosterir.
Calismamizda, etanol ile hazirlanan bitki ekstraktlarimin  0,2-1 mg/mL arasi
konsantrasyonlara sahip ¢ozeltilerinin  CUPRAC metodu ile antioksidan etkileri
aragtirllmistir. Sekil 5.2 ve tablo 5.2 incelendiginde biitiin etanol ekstraktlarinda
antioksidan aktivite gozlenmistir. En yiiksek antioksidan aktiviteyi Plantago major
gostermistir. En diigiik aktiviteyi ise Robinia pseudoacacia gostermistir. CUPRAC
metoduna gore 0,2-1 mg/mL arasi konsantrasyonlara sahip etanol ekstraktlarinin
siralamast Plantago major > Platanus orientalis > Plantago lanceolata > Aesculus
hippocastanum > Robinia pseudoacacia. Heo vd (2013), Polygonum tinctorium bitkisinin
tohum ve yapraklarinin metanollii ekstrasyonlariyla yaptiklar1 ¢alismada CUPRAC
yontemini kullanarak metanollii ekstraktlarin antioksidan aktivite gosterdigini
belirlemistir (Heo vd., 2013). Azzouzi vd (2014)’te Bituminaria bituminosa’nin
metanollii ekstraktlarinda yaptiklari in vitro ¢alismada CUPRAC yo6ntemi ile yliksek
oranda antioksidan aktiviteyi tespit etmistir (Azzouzi vd., 2014). Kamiloglu vd (2014),
siyah havug¢ ile yapilan recel ve marmelatlarda CUPRAC metodunu kullanarak
antioksidan aktivite belirlendigini gostermistir (Kamiloglu vd., 2014). Cansev vd (2012),
cilek bitkisinin sicakliga bagli fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi hakkinda
yaptig1 calismada CUPRAC metodu ile antioksidan 6zelligi belirlemistir (Cansev vd.,
2012). Yapilan literatiir taramasinda bu tez ¢alismasinda kullanilan bitki 6rneklerinin
0,2-1 mg/mL arasi farkli konsantrasyonlarda olan etanol ekstraklariyla ilgili herhangi bir

calismada CUPRAC metodunun kullanildigina rastlanmamustir.

41



Bu tez calismasinda kullanilan spektrofotometrik yontemlerden biri de Ferrik iyon
indirgeme antioksidan parametresi (FRAP) metodudur. FRAP metodu, antioksidan igeren

Z"ve indirgenmesi ve fazla Fe®"’iin ortamda olusturdugu

bir 6rnegin Fe*"’iin Fe
Fes[Fe(CN)g]s kompleksinin 700 nm dalga boyundaki absorbanslarinin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir. Absorbansdaki artis kompleksin ortamda miktarinin artis1 ve dolayisiyla
artan indirgeme kapasitesini gostermistir (Bolanos de la Torre vd., 2015). Calismamizda,
etanol ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin 0,2-1 mg/mL arasi konsantrasyonlara sahip
cozeltilerinin FRAP metodu ile antioksidan etkileri arastirilmistir. Sekil 5.3 ve tablo 5.3
incelendiginde biitiin etanol ekstraktlarinda Fe3*’iin Fe?"’ye indirgenmesi gdzlenmistir.
Bitki orneklerinin etanol ekstraktlarinda arasinda en yiiksek Fe**’ii Fe**’ye indirge
ozelligi Plantago major’da gozlenmistir. En diisiik aktivite ise Robinia pseudoacacia’da
gozlenmistir. Bitki drneklerinin etanol ekstraktlarinin gdsterdigi antioksidan aktiviteye
gore siralamasi su sekildedir: Plantago major > Platanus orientalis > Plantago
lanceolata > Aesculus hippocastanum > Robinia pseudoacacia. Gongalves vd (2014)
Plantago tiirlerininin etanol ekstraktlariyla ilgili yaptig1 calismada plantago tiirlerinin
yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigini belirtmistir (Gongalves vd., 2015). Dalar vd
(2012) Plantago lanceolata’nin etanol 6ziitii ile yaptiklari ¢alismada yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir (Dalar vd., 2012). Ayn1 zamanda Berava vd
(2012)’de yaptig1 bir ¢alismada ayni1 sonuglar1 aldigimi belirtmistir (Beara vd., 2012).
McCune (2013)’de yaptig1 ¢alisma Aesculus hippocastanum’un antioksidan 6zelligine
sahip oldugundan bahsedilmistir (McCune, 2013). Kii¢iikkurt vd (2010)’da Aesculus
hippocastanum’un  tohumlar1 {izerine yaptigt in vivo ¢alismada Aesculus
hippocastanum’un antioksidan 6zellige sahip oldugu belirtilmistir (Kucukkurt vd., 2010).
Platanus orientalis geleneksel tipta astima karsi kullanilmistir (Asadbeigi vd., 2014).
Fakat literatiirde antioksidan 6zelliklerine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Literatiir taramasinda Robinia pseudoacacia ile ilgili bir antioksidan aktivite ¢alismasina

rastlanmamustir.

Beta karoten bleaching metodu beta karotenin renginin agarmasina dayanan bir
metoddur. Bu metodda antioksidan kapasite kullanilan etanol ekstraklarinin zamanla beta
karotenin rengini agartmasini, 490 nm’deki absorbanslari Olgiilerek belirlenmistir.
Calismamizda, etanol ile hazirlanan bitki ekstraktlariin  0,2-1 mg/mL arasi
konsantrasyonlara sahip c¢ozeltilerinin beta karoten bleaching metodu kullanilarak

antioksidan etkileri arastinlmigtir. Abdel-Mageed vd (2014) Simmondsia chinensis
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bitkisinin yapraklariin etanol ekstraklar ile ilgili yaptiklari in vitro ¢alismada beta
karoten bleaching metodu kullanmuslardir. Sonuglar degerlendirildiginde Simmondsia
chinensis bitkisinin yapraklarinin etanol ekstraklarinin DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteden daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir (Abdel-Mageed vd., 2014). Bor vd
(2012) Crataegus orientalis yapraklarinin etanol ile ekstraktlartyla yaptigi calismada beta
karoten bleaching metodunu kullanmis ve pozitif sonuglar elde etmistir (Bor vd., 2012).
Seow vd (2014) Gynura segetum yapraklarinin metanol ekstraktlari ile yaptig1 ¢alismada
beta karoten bleaching yontemini test etmistir ve pozitif sonuglar almistir (Seow vd.,
2014). Calismamizda kullanilan Plantago lanceolata, Plantago major, Robinia
pseudoacacia, Platanus orientalis ve Aesculus hippocastanum bitki 6rneklerinin etanol
ekstraktlarinin beta karoten bleaching metodu kullanilarak yapilan herhangi bir
antioksidan caligmasina literatiirde rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda biitiin bitki
orneklerinin etanol ekstraklarinda beta karoten bleaching metoduyla antioksidan aktivite

belirlenmistir.

Tiirkiye bitki tiirii agisindan, diinyanin en zengin iilkeleri arasindadir. Tiirkiye’nin cografi
siirlart igerisinde genis yayilim gosteren pek ¢ok bitki tiirii bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda Tiirkiye sinirlar igerisinde genis yayilim gosteren ve allantoin igerigi
acisindan zengin olan bazi bitki tiirlerini belirleyip bunlarin in vitro antioksidan
aktivitelerini daha diisiik allantoin i¢erigine sahip bitki tiirleri ile karsilastirdik. Sectigimiz
Plantago lanceolata, Plantago major, Robinia pseudoacacia, Platanus orientalis ve
Aesculus hippocastanum bitki drneklerinin etanol ekstraktlarinda radikal siipiirme giicii,
indirgeme giicli 6l¢timii, bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve (-
karoten bleaching metodlarim1 kullanarak in vitro analizler yapildi. Bu analizler
sonucunda allantoin seviyesi en yiiksek olan Plantago major’un en yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosterdigi bilgisi elde edildi. Sonug olarak, Plantago major’un allantoin
icerigiyle bagl olarak diger bitki orneklerine gore daha yiiksek antioksidan aktivite

gbstermesinin allantoin igerigi ile ilgili olabilecegi diislincesine ulagilmistir.
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