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OZET

ARTEMISiA TAURICA WILLD. ve SALViA KRONENBURGIT RECH.FIL.
BITKIiLERININ UCUCU YAGLARININ ANTiOKSiDAN OZELLIiKLERi VE KSANTIN
OKSIDAZ ENZIMINE ETKIiLERI

BAYRAMOGLU, Mahire
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog¢. Dr. Ferda CANDAN

Ocak -2009, 67 sayfa

Bu calismada Artemisia Taurica Willd. ve Salvia Kronenburgii Rech.Fil. bitkilerinin toprak
iistli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin antioksidan 6zellikleri ve ksantin oksidaz enzimine
etkileri arastirildi. Her bir ugucu yagin GC-MS analizleri yapilarak kimyasal igerikleri belirlendi.
Artemisia ugucu yagmin % 99.42°sine karsilik gelen 9 bilesen tanimlanarak, ilk ii¢ ana bilesenin
kamfor (%37.68), 1.8-sineol (%35.57) ve karyofillen (%13.95) oldugu goézlendi. Salvia ugucu
yaginda ise % 99.37’sine karsilik gelen 40 bilesen tanimlandi. Ilk ii¢ ana bilesenin 1.8-sineol
(%24.74), limonen (%20.62) ve geranil asetat (%12.67) oldugu belirlendi. Her bir ugucu yagin
toplam fenol ve toplam flavonoid miktarlar: ile toplam antioksidan kapasiteleri belirlendi ve bu
degerler arasinda pozitif korelasyon oldugu gozlendi.

Ugucu yaglarm, reaktif oksijen tiirlerini inhibe etmede etkin olduklari, ksantin-ksantin
oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit radikalini ve Fe"-askorbat-EDTA-H,0, sistemi ile
olusturulan hidroksil radikalini temizledikleri bulundu. Ayrica her iki ugucu yag Orneginin de
kararl bir serbest olan DPPH’1 indirgedikleri belirlendi.

Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii ugucu yaglarinin ksantin oksidaz enzimini de
inhibe ettikleri, Artemisia ugucu yaginin bu enzimi inhibe etmede Sa/via ugucu yagindan daha etkin
oldugu belirlendi. Inhibisyon kinetikleri incelendiginde ise inhibisyon tiirlerinin sirasiyla; Artemisia
taurica i¢in kompetitif inhibisyon, Salvia kroneneburgi i¢in unkompetitif inhibisyon oldugu

gdzlendi.

Anahtar Kelimeler: Artemisia taurica Willd, Salvia kronenburgii Rech.Fil, Antioksidan

aktivite, Serbest radikal, Ksantin oksidaz.



ABSTRACT

THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF VOLATILE OILS OBTAINED FROM THE
ARTEMISIA TAURICA WILLD. AND SALVIA KRONENBURGII RECH. FIL. PLANTS
AND THEIR EFFECTS ON XANTHINE OXIDASE

BAYRAMOGLU, Mahire
Msc Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferda CANDAN
January 2009, 67 pages.

In this study, the Antioxidant properties of volatile oils obtained from above earth parts of
the Artemisia Taurica Willd. and Salvia Kronenburgii Rech. Fil. Plants and their effects on
Xanthine Oxidase enzyme were studied. The chemical contents of each volatile oil was determined
by applying GC-MS analysis. 9 components corresponding to the % 99.42 of the Artemisia volatile
oil was defined, observing that the first three components were camphor (% 37.68), 1.8-cineol
(% 35.57) and caryophyllene (% 13.95). And 40 components corresponding to the % 99.37 of the
Salvia volatile oil were defined, observing that the first three components were 1.8-cineol (%
24.74), limonen (%20.62) and geranyl acetate (% 12.67). The total fenol and flavonoid amounts of
each volatile oil and the total antioxidant capacities were determined and it was observed that there
was a positive correlation among these values.

It was found out that the volatile oils were effective on inhibiting the reactive oxygen kinds
and that they scavenged the superoxide radical made up with xanthine-xanthine oxidase system and
the hydroxyl radical made up with Fe"-acrobate-EDTA-H,0, system. Moreover, it was observed
that both volatile oil samples reduced the DPPH, a determined independent.

It was also found out that Artemisia taurica and Salvia kronenburgii volatile oils inhibited
the Xanthine Oxidase enzyme and that Artemisia volatile oil was more effective on inhibiting this
enzyme than Salvia volatile oil. When the inhibition kinetics were studied, it was observed that the
inhibition kinds were successively competitif inhibition for Artemisia taurica and uncompetitive

inhibition for Salvia kronenburgii.

Key words: Artemisia taurica Willd, Salvia kronenburgii Rech.Fil, Antioxidant activity,
free radical, Xanthine oxidase.
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ONSOZ

Degisen yasam kosullari, ¢evre kirliligi, endiistri atiklari, glines 1sinlari, X 1smnlart
egzoz gazlari, agir metaller, sigara, alkol, ozon ve g¢esitli kimyasallar gilinlimiiz insaninin
kacamayacagi unsurlardir. Bu olumsuzluklar serbest radikallerin olusumuna sebep olur. Bu
olumsuzluklarin yani sira daha birgok sebebe bagli olarak artan ROT miktarma karsin antioksidan
metabolizmanin koruyucu etkisi cogu zaman yetersiz kalabilmektedir. Bu mekanizmalara alternatif
olarak son yillarda ilag, gida ve kozmetik basta olmak iizere ilgili endiistriyel alanlarda tibbi ve
aromatik bitkilerin antioksidan olarak degerlendirilmesine biiyiikk onem verilmektedir. Bitki ve
baharatlardan elde edilen ugucu yaglar lizerindeki calismalar da bircok fonksiyonel 6zelliklerinin
kesfedilmesi nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir. Bu nedenle konuyu bana Yiiksek Lisans tez
konusu olarak dneren, ¢aligmalarim esnasinda gerek bilimi, gerekse bilimsel ahlaki ile son derece
mitkemmel bir insan olan, hayatima yeni ufuklar kazandirip, benden yardimlarmi ve destegini
esirgemeyen, caligmalarim siiresince her yoniiyle 6rnek aldigim ve alacagim ¢ok degerli hocam
Saymn Dog¢. Dr. Ferda CANDAN’a sonsuz tesekkiirii bor¢ bilirim. Deneysel ¢aligmalarim sirasinda
laboratuar olanaklarmdan faydalanmanu saglayan Cumhuriyet Universitesi Fen-Edb. Fakiiltesi
Kimya Boliim elemanlarina, 6zellikle yardimlarindan dolay1 Ars.Gér. Serap SAHIN BASAK’a
tesekkiir ederim.

Caligmalarmm siiresince gerekli kolaylig1 saglayan Kimya Boliim Bagkanimiz Sayin Prof. Dr.
Hasan CEYLAN’a, calismamin her asamasinda elinden gelen yardimi esirgemeyen danigtigim her
konuda gdsterdigi yardimseverligi ve sabrindan dolay1 kiymetli Hocam Sayn Yrd. Dog. Dr. Niliifer
SELCUK ’a, bitkilerin toplanmasinda ve tanimlanmasinda ¢ok biiyiik destegi olan degerli arkadasim
Ibrahim DEMIR’e, calismalarim boyunca yakm ilgi ve destegini eksik etmeyen Ars.Gor. Giilsah
SOYDAN KANBEROGLU’na tesekkiir ederim.

Bu yorucu siirecte her zaman yanimda olan aileme; 6zellikle manevi destegi, dzveri ve

hosgoriisii igin biricik babam Sakir BAYRAMOGLU na siikranlarimi sunarim.
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(A) Michealis-Menten grafigi, (B) Lineweaver-Burk grafigi.

Ucucu yaglarda bulunan ana bilesenlerin kimyasal yapilar.
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller

Canli hiicrelerin yap1 taglarini olugturan molekiillerin atomlar1 kovalent baglarla birbirlerine
baglhdir. Bu tip baglar paralel olmayan yoriingelere sahip iki komsu atomun arasindaki elektronun
ortaklasa kullanilmasina dayanmaktadir. Yeterli enerji kaynagi ile (radyan 1s1 ve ¢cogu kez kimyasal
etkiler) bu bag kopabilir. Bu tip bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip kisa Omiirli,
kararsiz, kimyasal reaktiviteleri yiiksek molekiil veya atomlar serbest radikal olarak adlandirilirlar.
Serbest radikaller bu eslenmemis elektronlar1 nedeniyle oldukca reaktiftirler (Glinaydin ve Celebi,
2003). Radikal eslenmemis elektronun atomik yada molekiiler orbitali kendi bagina isgal etmesidir.
Semboliin iizerine bir nokta konur, bu serbest radikal tiirlerine 6zgii bir isarettir (Akkus, 1995).
Serbest radikaller ti¢ yolla meydana gelirler.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin

kalarak homolitik boliinmesi (Homolitik ayrilma ile radikal olusumu).
X:Y - X + Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik boliinmesi.
Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir. Boylece

serbest radikal degil iyonlar meydana gelir.
X:Y - Xo& + Y

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya transferi (Elektron trasnferi ile

radikal olusumu).

X + e —- X

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana gelirler.
Serbest radikaller pozitif yiiklii negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétral olabilirler. Cu?, Fe, Mn
ve Mo gibi ge¢is metallerinde ortaklanmamis elektron oldugu halde serbest radikal olarak kabul

edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar: katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal olusumunda



onemli rol oynarlar (Akkus, 1995). Serbest radikallerdeki ¢iftlenmemis elektronlar kararli duruma
geemek ister ve kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak bu bilesigi yeni bir serbest
radikal haline donistiirir. Serbest radikallerin baslattigi bu zincirleme tepkimeler dizisi

antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder (Gokpinar ve ark., 2006).

1.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olugmus radikallerdir
(Mercan, 2004).

Oksijen atomunun dig yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik olmasindan
dolayr ‘diradikal’ olarak degerlendirilir. Bu o6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca
tepkimeye girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas tepkime verir. Oksijen,
elektron alicis1 olarak aerob mikroorganizmalarin yasami i¢in gerekli bir maddedir. Memeliler,
hiicrelerindeki ATP iiretiminin biiylik bir kismmi mitokondrial elektron transport sisteminde
oksijenin dort elektronunun su olusturmak iizere indirgenmesiyle elde ederler. Fakat bu siirecte
oksijenin tamami suya donilisemez ve ara iiriin olarak Sekil 1.1.’de goriildiigii gibi serbest oksijen
radikalleri ve bunlarinda cesitli tepkimeleri ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana gelir (Olanow,

1992; Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995).

O, oksijen
Oy stiperoksit radikali
H,O, hidrojen peroksit
H,O l
‘OH hidroksil radikali
2H,0

Sekil 1.1. Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi ve bu basamaklarda olusan radikaller.



ROT ailesi molekiiler oksijenin indirgenmesinden kaynaklanan kisa Omiirlii molekiilleri
icerir. Yaygm reaktif oksijen tirlinlerinden bazilar1 hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikalidir (Valko ve ark., 2007). Reaktif oksijen tiirleri metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi
tepkimeyi baglatir ve bunlar canlilar i¢in ayni1 zamanda bir tehtid unsuru haline gelir. Organizmada
serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan iirlinii olarak ve gerekse radyasyon
ilaglar1 ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile olugur. Metabolizma yan iirlinleri olarak sliperoksit
anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi mutajenler meydana gelir. Ayrica NADPH
oksidaz gibi bazi enzimler kii¢iik miktarlarda ROT firetirler. Hiicre ici ROT un %90’dan fazlasi
aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde mitokondriumun i¢ membraninda iretilir (Wei ve Pang,
2005). Bu radikaller hiicredeki diger molekiillerle kolayca etkilesime girerek oksidatif stres
meydana getirirler. Bunlar diisiilk dozlarda arabulucu gibi rol oynarken yiliksek dozlarda hiicresel
hasara yol agarlar (Tekelli ve Sezgin, 2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin bazilarmin in vivo sistemde enerji liretiminde, fagositozda,
hiicrenin biiylimesinin diizenlenmesinde veya biyolojik dnemli bilesiklerin sentezinde pozitif rolleri
bulunmaktadir (Hallivell, 2003). Bununla beraber reaktif oksijen tiirleri hiicre zarindaki lipidlere
dokulardaki protein ve enzimlere, karbohidratlara ve DNA’ya saldirarak DNA ve zarlarda hasara ve
ayrica protein modifikasyonuna sebep olurlar (Tarin ve ark., 1998). Bu oksidatif hasarlarda
hiicrelerin oliimiine neden olarak yaglanma, diabet, kanser gibi kronik hastaliklar1 baslatirlar

(Ebrahimzadeh ve ark., 2008).

Siiperoksit radikali (O °)

Molekiiler oksijen dis orbitalinde paylasiimamis iki elektron icerir. Bu elektronlar
paylasilmadiginda, ayr1 ayr1 orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayni yone oldugu zaman en
diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu
orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali, O, ), iki elektron almasi
ile de peroksi anyonu (O,> ), olusur (Li ve Jackson, 2002).

Hem ¢evresel etkenler, hemde organizmadaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerde
encok ve en kolay olusan oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Serbest siiperoksit radikal anyonu
hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir
(Jialal ve Fuller, 1993). Siiperoksit radikali normalde mitokondrial solunum esnasinda olusmaktadir.

Mitokondrilerde kullanilan oksijenin % 2’si siiperoksit haline gelir. Oksijen mitokondride rediikte



oldugunda primer iiriin sudur. Su, sitokrom oksidaz molekiiler oksijene 4 elektron eklediginde
olusan nontoksik bir molekiildiir (Ferrari ve ark., 1991).

Hiicre membranindaki siklooksijenaz enzimleri 16kosit membranindaki, NADH oksidaz
enzimi, stoplazmadaki ksantin oksidaz ve triptofan dehidrogenaz enzimleri araciligiyla da siiperoksit
radikali olusmaktadir (Cakir, 1997). Canlilarda siiperoksit radikallerinin olusumuna neden olan
olaylar1 iki grupta toplayabiliriz:

1. Cesitli cevresel etkilerle (fiziksel ve kimyasal) siiperoksit radikali olusabilir. Ornegin
yiiksek enerjili 1sinlardan beta, gama ve X 1sinlar1 siiperoksit radikalleri yaninda diger radikallerin
olusumunu da gerceklestirebilirler.

2. Canli sistemler radikal olusumuna neden olan ¢evre kosullarindan tiimiiyle izole edilseler
bile; eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa, canli sistemindeki ylikseltgenme-indirgenme
tepkimeleri sirasinda siiperoksit radikali iiretebilirler. Ornegin, hidrokinonlarin, l6koflavinlerin,
oksijen radikalleri {retilebildigi gibi, ksantin oksidaz, thidroorolat dehidrogenaz, bir grup
flavoprotein dehidrogenaz, bazi oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin katildig1 tepkimelerde, ara {irlin
olarak oksijen radikalleri iiretilebilir (Kiling, 1985).

Stiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan indirgen ve orta derecede
yiikseltgen olan bir ajandir. Esas onemi hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gec¢is metal
iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yar1 émre sahip olup, lipofilik 6zellik gdsterir. Bu
ozelliginden dolayr da olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla yayilabilmektedir. Ancak
dogrudan dogruya hasar yapici etkisi ¢ok fazla degildir. En ¢ok mitokondri, endoplazmik retikulum
ve kloroplast gibi hiicresel organellerde elektron trasport zincirinin ¢esitli komponentlerinden O,’e
elektron sizmas: ile olusur (Unal, 1999; Dikici, 1999). Mitokondrial elektron trasport sisteminden
elektron iki yerde sizar. Birincisi, NADH-dehidrogenaz basamag, ikincisi ise koenzim Q yada
ubikinon basamagidir. En son basamakta elektronlarin O,’e tasinmasindan sorumlu olan sitokrom
oksidaz enzimi oksijenin %97-99’unu harcayarak suya indirger. Fakat, O, nin %]1-3’linden transport
zincirinden sizan elektronlarla O, olusur. Buda yaklasik olarak insan viicudunda her y1l iki kg’dan
fazla O," yapildig1 anlamma gelir (Firat, 1997). Siiperoksit radikali diisiikk pH’larda daha etkili bir
radikal olan perhidroksil (HO; ) radikali meydana getirir. Fizyolojik pH’larda ise sadece % 1 kadar1
protonlanmig haldedir (Cheeseman ve Slater, 1993; Dikici, 1999).

O, ayrica gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da meydana gelebilir. Bu

reaksiyonlar redoks reaksiyonlar1i oldugu i¢in tersinede donebilir.



Hidrojen Peroksit (H,O)

Oksidan fakat reaktif olmayan hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin, ¢evresindeki
molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksitin meydana
gelmesiyle, bu peroksit molekiiliiniinde iki hidrojen atomu ile birlesmesi sonucunda olusur (Firat,

1997; Glinaydin ve Celebi 2003).

O, + ¢ + 2d' » H,0,
0O, +2¢+ 2H' H,0,

»
»

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile olur. Iki
stiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Tepkime

sonucu radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon tepkimesi olarak bilinir.

0, + 2H+ > H,O, + O,

Hidrojen peroksit kendisi bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir rol oynar. Gegis metal iyonlar1 varliginda daha da hizla
gergeklesen bir tepkimeyle siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit ile birlikte en reaktif radikal

olan hidroksil radikalini olusturur (Gutteridge, 1995).

v

O + HO; OH- + OH + O,

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi adi verilir. Haber-Weiss tepkimesi katalizorlii veya
katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz tepkime olduk¢a yavag ilerler. Katalizér olmayimca
ortamdaki H,O, ve O,-~ antioksidanlar tarafinda kolayca kaldirilir (Unal, 1999). Demir gibi gegis
metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu tepkimede 6nce ferri demir (Fe™)
siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe™) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak ‘Fenton
Tepkimesi’ hidrojen peroksitten OH™ ve OH- iretilir. Tepkimenin mekanizmas1 asagidaki gibidir

(Bast ve ark., 1997; Yaybeyi, 1999).

0, + Fe+2

v

0, + Fe+3

Fe”? + H0, » Fe” + OH + OH~




H,0, iiretimi, bir¢ok bakteri tiirlinde fagositik hiicrelerde, hiicrelerde ise mitokondride,
mikrozomlarda ve kloroplastlarda olur. H>O, nin tiretimi sinirlidir ancak diger oksijen {irlinlerinin,
gecebilecekleri bir anyon kanali olmadik¢a c¢ok yavas gecebilecegi biyolojik membranlardan
gecebilir. Eritrosit membrani, vaskiiler endotel hiicre membrani boyle bir kanala sahiptir. Bununla

beraber peroksizomlar ¢ok dnemli hiicre i¢i H>O, kaynagidirlar. (Oyanagiu, 1991; Yanbeyi, 1999).

Hidroksil radikali (OH))

Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo olusan bir -OH
radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiik hasara neden olur. Nonradikal
biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlar1 baslatir (Cheeseman ve Slater, 1993; Jialal ve Fuller,
1993).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin geg¢is metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton
tepkimesi) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin stiperoksit radikali ile
tepkimesi sonucunda da (Haber-Weiss tepkimesi) meydana gelir. Bu tepkime katalizorsiiz ¢ok yavas

oldugu halde Fe" katalizorligiinde ok hizli olusur (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995).

O, + Fe+3 > 0, + Fe+2
Fe? + H,0, , Fe® + OH + OH
H,O, + Oy” » OH- + OH + 0O,

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil
radikali olusur. Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan ‘OH su dahil ortamda rastladig1 her
biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica: elektron transfer
tepkimeleri, hidrojen ¢ikarma tepkimeleri, katilma tepkimeleri olarak siralanabilir. Biitiin bu
tepkimeler, -OH’m paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir.

Bir hidroksil radikali yiizlerce yag asidini ve yan zincirini lipid hidroperokside cevirebilir.
Bu olusan hidroperoksitler birikerek membran biitiinliigiinii bozar ve hiicrenin zarar gérmesine
neden olur. Ayrica bu hidroperoksitlerden son iirlin olarak toksik ve reaktif olan aldehitlerde
olusabilir. Bunlarin en 6nemlilerinden biride MDA d1r.

Elektronca zengin bilesikler ‘OH’mn en 6nemli hedefidir. Niikleik asitler, proteinler ve

lipidlerde baslatilan radikalik tepkimelerde binlerce farkli ara {iriin olusabilir. Proteinler lizerinde



olusan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan proteinleri proteolitik yikima gotiiriir.
DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlar, zincir kirtlmalar: gergeklesebilir. Ileri derecedeki
DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur (Burger ve ark., 1980). Zar
lipidlerinin peroksidasyonu ile de zarin yapisi bozulur ve gecirgenligi artar yine hiicre 6liimiine
neden olabilir. Toksik etkilerinin yani sira -OH {iretimi, fagasitoz ve bircok enzimatik tepkimeleri

iceren normal biyolojik fonksiyonlar i¢in de gereklidir (Konukoglu, 2000).

Singlet oksijen ('0,)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili mutajenik formudur (Piette, 2000).

Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden
baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yerdegistirmesiyle olusur (Ames ve ark., 1993;
Firat, 1997). ki elektron ayn1 orbitalde ise delta singlet oksijen, farkl1 orbitallerde ise sigma singlet
oksijen olarak adlandirilir ve her iki formunda spinleri birbirine zittir. Sigma formunun enerjisi daha
fazladir ve sulu ¢ozeltilerde yari 6mrii 10" saniyedir. Delta formunun yar1 6mrii ise 2X107°
kadardir. Bu nedenle gozlenen kimyasal reaktivitelerden delta formunun sorumlu oldugu kabul
edilmektedir. Singlet oksijen, uyarilmis elektronlarin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 151k
yayar (Di Mascio ve ark., 1991; Kuzuya ve ark., 1993; Akkus, 1995). Oksijenin enerjetik olarak
uyarilan bu formunda reaktivite ¢ok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde verip
yeniden oksijene donebilir. Baglica su mekanizmalarla viicutta olusabilir:

1. Pigmentlerin (6rnegin flavin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda 15181
absorblamasiyla,

2. Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

3. Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

4.Prostaglandin endoperoksit sentaz, sitokrom p450 tepkimeleri,
miyelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda

Singlet oksijende hidroksil radikali gibi ¢ok reaktiftir ve diisiik derisimlerde bile canlilar i¢in
toksik etki gosterir. Singlet oksijenin tiretimi ortamdaki O,” ve H»O;’nin birikmesine baghdir. Bu
iki bilesigin ortamdan hemen uzaklastirilmamasi 'O, ve OH- iiretimi i¢in yeterlidir (Halliwell ve

Gutteridge, 2001).



Diger Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R-), peroksil
radikalleri (ROO-), alkoksil radikalleri (RO-), tiyol radikalleri (RS-) gibi 6nemli serbest radikallerde
mevcuttur. Bunlardan 6zellikle poliansature yag asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1
omrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol radikalleri ise oksijenle tekrar tepkimeye girip siilfenil (RSO-)

veya Thiyl peroksil (RSO;-) gibi radikalleri meydana getirirler (Akkus, 1995).

1.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri sirasinda
meydana gelebildigi gibi organizmada bazi yabanci maddelerin metabolize edilmesi sirasinda ve
organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz birakilmasiyla da meydana gelebilir. Bu nedenle
serbest radikal olugturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir (Firat, 1997;

Yanbeyi, 1999).

1.3.1. Endojen serbest radikal kaynaklar

Normal metabolizma sirasinda ¢esitli basamaklarda serbest radikal yapisina sahip ara iirtinler

meydana gelmektedir. Metabolik prosesin ilerleyebilmesi i¢in bu bilesiklerin ara iirlin olarak

olugmalar1 kaginilmazdir (Firat, 1997).

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu

Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi

pek cok bilesik otooksidasyon ile serbest radikalleri olusturur. Tiim bu bilesikler ilk 6nce O, daha

sonra O, ’nin tepkimeleri ile diger radikaller olusur.



Oksidan enzimler

Birgok enzimin katalitik sikluslar1 swrasinda da serbest radikaller agiga c¢ikar. Ksantin
oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz bdyle enzimlerden olup O~ olusumuna sebep

olurlar.

Mitokondriyal elektron transferi

Mitokondriyal solunun zinciri swasmda NADPH; FADH, gibi indirgeyicilerin
elektronlarmin molekiiler oksijene aktarilmasi sirasmnda, solunum zinciri tasiyicilarmin
indirgenmesi sonucu serbest radikal yapisma sahip triinler olugmaktadir (Cavdar ve ark., 1997).

Iskemi, hemorji, travma, enfeksiyonlar, radyoaktivite etkisi veya alerjik durumlarda
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden elektron

kagaklar1 daha fazla olur bu sebeple oksidan molekiillerin diizeyi artar (Islekel ve ark., 2000).

Plazma membrani

Fagositik hiicre membraninin NADPH oksidaza bagli serbest radikal iiretimi serbest
radikallerin onemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve proteinkinazin
aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asidin salinimina yol agar. Arasidonik asidin
enzimatik oksidasyonuyla da ¢esitli serbest radikal ara {iriinler meydana gelebilir. Mikrozomal ve
plazma membrani tarafindan radikal tiretiminin 6nemli enzimleri olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz

(arasidonik asit metabolizmasi) aktivitesi, serbest radikaller icin 6nemli bir kaynaktir (Akkus, 1995).

Mikrozomal membran elektron transferi zincirleri

Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin yer aldigi mikrozomal membran sistemi
birgok sentez ve yikim enzimleri yaninda, flavoprotein (NADH-sit ¢ rediiktaz ve NADH-sit b5
rediiktaz) ve hemoprotein (sitb5, sit p450)’lerin rol aldig iki elektron transport sistemini igerir.

Mikrozomlarda yer alan bu elektron transport sistemleri, bir yandan normal metabolizma

sonucu olugan nonpolar bilesikleri hidroksillenmis tiirevlerine doniistiiriip bunlara daha polar 6zellik
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kazandirirken diger yandan organizmaya yabanci maddeleride metabolize eder. Elektron transport
sistemlerinin  aktivitesi sirasinda sadece oksijen tiirevi radikaller meydana gelirken,
ksenobiyotiklerin metabolizmas1 sirasinda ek olarak yiiksek toksisiteye sahip karbon merkezli

radikallerde meydana gelebilir (Cheeseman ve Slater, 1993; Firat, 1997).

Peroksizomlar

Cok onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Bu organeldeki D-aminoasit oksidaz,
irat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi a¢il CoA oksidaz gibi oksidazlar O, iiretmeden

bol miktarda H,O; iiretimine sebep olurlar (Akkus, 1995).

1.3.2. Ekzojen serbest radikal kaynaklarn

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan sadece dis etkenlerin varliginda olusan
tepkimeler sonucunda da serbest radikaller agiga ¢ikabilir. Bunlar; antineoplastik ajanlar, radyasyon,
aliskanlik yapan maddeler (Alkol ve uyusturucular), g¢evresel ajanlar (hava kirliligi yapan
fotokimyasal maddeler, pestisitler, sigara dumani, solventler), anastezik maddeler, aromatik

hidrokarbonlar ve strestir (Guemouri ve ark., 1991).

1.4. Serbest Radikallerin EtKileri

Serbest radikaller hiicrenin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi temel hiicresel
bilesenlerinde hasara yol agma 6zelligine sahiptirler (Cakatay ve Kayali, 2006). Siiperoksit radikali
ve hidroksil radikali stoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda
lipid peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu
membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilfhidril gruplar1
ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir. Niikleer ve mitokondrial DNA okside olur.

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artigi hiicre hasarinin énemli bir nedenidir. Serbest
radikallerin neden oldugu hiicre hasarmin bircok kronik hastaligin komplikasyonlarma katkida

bulundugu disiiniilmektedir. Aterogenez, bronsit, parkinson hastaligi, duchenne tipi muskiiler
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distrofi, alkolik karaciger hastaligi, down sendromu, serviks kanseri, akut renal yetmezlik,
yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar vs. gibi durumlarda serbest oksijen radikallerinin neden

oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur.

Niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona
ve Olime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH') deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol agar. Aktivite olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
Oliimiine yol agabilir (Halliwell, 1997).

Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon atomlarmdan hidrojen ¢ikarir veya cift
baglara katilma tepkimeleriyle sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik asitlerle
tepkimeye girme yetenegi daha smnirhdir. Siiperoksit anyonu giiclii bir oksitleyici oldugundan
guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.
Reaktif oksijen tiirleri DNA’nin oksidatif hasar1 sonucu karsinogenesis hastaliklar ve yaslanmada

onemlidir (Frei, 1994).

Proteinlere etkileri

Proteinler, serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamig bag ve siilfiir iceren aminoasitlerden
(triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin vs.) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon
merkezli radikallerden karbonillerin 6lgiilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 6lgiilebilir. Serbest
radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda, enzim aktivitesinde azalma, protein
fonksiyonlarinin kaybi, protein agregasyonu, ¢apraz baglanmalar meydana gelir (Mathers ve ark.,

2004).
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Karbonhidratlar iizerine etKileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar lizerinede 6nemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve hidrojen peroksiti
meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun protein ¢apraz baglanmalarma yol acarak
agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran kalinlasmasina ve sonugta katarakt,
mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklari ileri siiriilmektedir. Serbest radikaller bu etkilerinden
dolayr ¢ok cesitli hastaliklarin patogenezinde Onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, behget hastalig, ¢esitli deri, kas
ve goz hastaliklari, kanser ve yaslilik gibi bir¢ok hastaliktada serbest radikal {iretiminin arttig1 ve
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir (Ames ve ark., 1993;

Maxwell, 1995; Halliwell, 2003).

Membran lipidlerine etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca
tepkimeye girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir tepkimesi seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir.
Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin (LOO") olugmas,
reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarmm 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.
Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna nonenzimatik lipid peroksidasyonu denir.
Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baglica yag asitleri poliansature yag
asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron
iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin lipid radikali

niteligi kazanmasiyla baglar (Halliwell ve Chirico, 1993).

HO- + LH » H,O0 + L

[lerleme sathasinda, olusan lipid radikaline O, ilavesi ile devam eder ve lipid peroksit radikali
(LOO-) olusur. Lipid peroksit radilkalleri zar yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini

etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileride agiga ¢ikan hidrojen
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atomlarimi alarak, lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiirler. Bdylece olay kendi kendine

katalizlenerek devam eder.

L- + O
LOO- + LH

LOO:
LOOH + L-

v

v

Yikim safhasi olarak bilinen safha tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipidin
parcalanmasi ile sonuglanir. Burada iirlinlerin baslicalar1 malondialdehit, 4-hidroksinonenal, 4-
hidroksi-2,3-transnonenaldir (Onat ve Emerk, 1998).

Bu zincir tepkimeleri sonlanma safhast adi verilen sathada antioksidanlar tarafindan

sonlandirilabilirler.

LH + VitE

v

L- + VitE

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir tepkimesidir. Direk olarak membran yapisina ve
indirek olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Lipid peroksitlerin
derisimi arttikga zarlarin akigkanliklar1 da azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre icine gecisi
kolaylasir. Boylece hiicre fonksiyonlarinda bozukluklara, doku hasarma ve bir¢cok hastaliga sebep
olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle tepkimelerin ¢ogu membrana bagli
molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi sekilde etkilenir.
Peroksidasyonla olusan malondialdehit membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Buda deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyi
bilesenlerinin agregasyonu gibi membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkilerde malondialdehitin ni¢in

mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (Kdse ve Dogan, 1992; Akkus, 1995).

1.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirlerine Kars1 Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu bir kismi ise olusmus serbest radikallerin
zararl etkilerini Onler. Bu islevleri yapan radikaller ve bunlarin etkilerini onlemeye c¢alisan
maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (Fidan ve Diindar, 2007).

Antioksidanlar peroksidasyon zincir tepkimesini engelleyerek ve reaktif oksijen tiirlerini

toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, endojen (dogal kaynakli) ve
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eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin

meydana gelisini Onleyenler, mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler yada enzim olanlar ve

olmayanlar seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisminda

bulunabilirler (Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

1)

2)

a)

b)

d)

Antioksidanlar etkilerini baglica iki sekilde gosterirler:

Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

a. Baglatici reaktif tiirevleri baslatici etki,

b. Oksijeni uzaklastirici veya derisimi azaltict etki,

c. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesidir.

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler.

Siipiirme Etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir ve radikalleri daha az zararli bir hale getirirler. Antioksidan enzimler ve
mikromolekiiller bu yolla etki ederler.

Sondiirme Etkisi (Quenching): Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak vitaminler; A
vitamini, C vitamini, E vitamini, flavonoidler, mannitol ve antosiyanidinler verilebilir.
Zincir Tepkimelerini Kirma Etkisi (Chain Breaking): Oksidan etkiyi durdurmasi
zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli yerlerinden kirmalariyla gerceklesir.
Hemoglobin seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.
Onarma Etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiil onarilir. Bu grupta DNA
tamir enzimleri, metionin sayilabilir.

Antioksidanlar oksidatif hasara kars1 dokular1 veya hiicreleri koruyucu 6zellikleri g6z oniine

alindiginda, yaslanmaya, doku hasarlarma ve toksik ajanlar ile zehirlenmeye kars1 koruyucu ajanlar

olarak gosterilmektedir (Ito ve Hirose, 1989). Hiicrelerin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini yerine

getirebilmeleri oksidan ve antioksidan maddeler arasindaki dengeye baghdir. Oksidanlarin

diizeyinde meydana gelen artiglarin veya antioksidanlarin sistemdeki dengesizliklerin basta kalp

hastaliklar1 ve kanserler olmak iizere goz, kas ve akg¢iger hastaliklarinda biiyiik role sahip olduklari

da bilinmektedir Diizgiin ¢aligan bir metabolizmada mitokondriyal sitokrom sistemi sitozoldeki

organelleri, oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz kaldigi durumlarda dogal

enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar ilk olarak hiicre

membranimdaki lipidleri etkileyerek lipid peroksidasyonunu baslatir ve sonugta ortaya ¢ikan biyo-

aktif aldehitler hiicre hasarina neden olur. Peroksidasyon sirasinda yeterli diizeyde Vit-C ve Vit-E
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gibi antioksidan vitaminlerin bulunmasi halinde bu tip hiicresel hasarlarin Oniine gecilebilir

(Gokpinar ve ark., 2006).

1.5.1. Endojen (Dogal) Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzim ve enzim olmayan antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar.

Enzim olan antioksidanlar

e Siiperoksit Dismutaz (SOD)

e Katalaz

e Selenyum bagimli Glutatyon Peroksidaz (GPx)
e Glutatyon-S-Transferaz (GST)

e Glutatyon Rediiktaz (GR)

e Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

e Hidroperoksidaz

Enzim olmayan antioksidanlar

e Glutatyon
e Melatonin
e Seruloplazmin
e Transferin
e Bilirubin

e Sistein

e Urat

e Albumin

e Miyoglobin
e Laktoferrin
e Metiyonin,

e Hemoglobin
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1.5.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1  seklinde

smiflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar

e Vitamin C
e Vitamin E

e Vitamin A

flac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

e Ksantin oksidaz inhibitorleri (Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit, Tungsten)

e NADPH oksidaz inhibitorleri (Adenozin, Lokal anestezikler, Nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar).

e Rekombinant siiperoksit dismutaz

® Trolox-C (Vitamin E analogu).

e Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH-Px aktivitesini arttiran ebselan ve
asetilsistein)

e Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (Mannitol, Albumin)

e Demir selatorleri ve Sitokinler

Gidalardaki eksojen antioksidanlar

e Butillenmis hidroksi toluen (BHT)
e Butillenmis hidroksi anisol (BHA)
e Sodyum benzoat

e Propil galat

e Etoksikuin
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1.6. Ksantin Oksidaz Enzimi

Ksantin Oksidaz (XO) (EC. 1.1.3.2) enzimi oksidorediiktazlar sinifina giren ve Mo igeren bir
flavoproteindir (Pei ve Li, 2000; Cete ve ark., 2005).

Ksantin oksidaz, ¢ok dnemli serbest oksijen radikali olan siiperoksit anyon radikalinin, en
onemli kaynaklarmdan birisidir. Bu enzim tiim ¢ekirdekli hiicrelerde yer alan metaloflavoproteindir.
Purinlerin hidroksilasyonunun katalizlenmesinde molibden, demir ve flavinin hidroksilasyonunda
gérev yapan enzim grubunun iiyesi olarak bilinir ve pirin niikleotidi metabolizmasinda hiz
kisitlayict enzim olarak gorev yapar. Ksantin oksidorediiktaz, ksantin dehidrogenaz ve ksantin
oksidaz olarak birbirine doniigebilir iki formda bulunur (Cai ve Herrison, 2000). Ksantin
dehidrogenaz, hem NAD’y1 hemde oksijeni indirgerken XO ise sadece O,’yi indirger ve bunun
sonucundada O, ve H,O; olusturur. Her iki enzimde, hipoksantinin ksantine, ksantini ise iirik aside
doniisiimiinii katalizler. Urik asit insanlarda piirin yikimmin son iiriiniidiir (Champe ve Harvey,
1997). Bu esnada molekiiler oksijen indirgenerek siiperoksit anyonuna doniistiiriiliir (Li ve Jackson,

2002).

Ksantin + H,O,
Urikasit + 20,” + 2H'
Urikasit + H,0,

v

Hipoksantin + O, + H,O
Ksantin + 20, + H,O,
Ksantin + O, + H,O

v

v

XO enziminin ¢ok arastirildigi konulardan biri iskemi-reperfiizyon (iskemik dokunun
yeniden kanlanmast) hasaridir. Dokular oksijensiz kaldiginda hasara ugrar ve belli bir periyottan
sonra hasar geri doniisiimsiiz hale gelir. Iskemi nedeniyle ortamin asitlesmesi, hasarli hiicrelerden
demir iyonlarinin salinimi, mitokondrial solunun zincirindeki aksamalar, ksantin oksidaz enziminin
etkisi ile dokularda reaktif oksijen partikiillerinin sentezi uyarilir. Kan akimi tekrar saglandiginda
ortama oksijenin ulagsmasiyla hasar daha da artar (Cavdar ve ark., 1997).

Hipoksantin analogu olan allopurinol kuvvetli bir ksantin oksidaz dehidrogenaz
inhibitoriidiir. Ksantin oksidazi inhibe ederek hipoksantin ve ksantin birikimine yol agar fakat bunlar
iirik aside kiyasla daha kolay ¢6ziinen maddelerdir (Champe ve Harvey, 1997). Allopurinol, iirik asit
olusumunu engelleyen ve hiperiirisemi tedavisinde kullanilan bir antioksidandir. Allopurinoliin,
ksantin oksidazi inhibe ettigi ve aym1 zamanda da lipid peroksidasyonunu ve hemoglobin
glikasyonunu azalttig1 bilinmektedir (Desco ve ark., 2002). Ancak antioksidan olarak bilinen iirik
asit diizeylerini de azaltti1 i¢in diyabette allopurinoliin etkisinin diger antioksidanlara gore daha

zay1f kalacag belirtilmektedir.
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Ksantin oksidaz enzimi daha ¢ok tipta ve gida endiistrisinde kullanilir. Ksantin oksidazin
tiptaki uygulamalarinda enzim aktivitesindeki artistan yararlanilir. Gut hastaliinimn teshis ve tedavisi
bu uygulamalardan biridir. Ksantin oksidazmn gida endiistrisinde de kullanimi vardir. Immobilize
ksantin oksidaz igeren sensorlerden balik tazeligi teshisinde faydalanilmaktadir. Calismanin esast
balik etindeki niikleotitlerin bozunmasina dayanir. Bu bozunma balik tazeligi tayininde belirteg

gorevi goriir (Hu ve Liu, 1998).

1.7. Ucucu Yaglar

Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan, kendine has koku, tat, renk ve goriiniimlerinin yani
sira ugucu Ozellige sahip olan maddeler ugucu yag diye adlandirilmaktadir. Oda sicakliginda sivi
halde olan bazen donabilen kolaylikla kristallesebilen ugucu, kuvvetli kokulu, su buhari ile
stiriiklenebilen yagimsi karigimlardir. Su ile karigmayip su yiizeyinde bir tabaka olusturduklarindan
dolay1 ‘yag’ adiyla anilirlar. Ancak sabit yaglarla aralarinda 6nemli farklar vardir. Sabit yaglar
gliserin ile yag asitlerinin esterlesmesi sonucu meydana gelen bilesiklerdir. Ugucu yaglar halk
arasinda ‘etrik yag’ ve giizel kokularindan dolay1 ‘esans’ gibi isimlerle anilirlar. Bu karigimlarda
terpenik hidrokarbonlar ve bunlarin oksijenli tiirevleri; organik asitler, alkoller, fenoller, ketonlar ve
esterler bulunur (Celik ve Yuvali, 2007).

Ugucu yag tasiyan bitkiler daha ¢ok sicak iklim bolgelerinde yetismektedir. Akdeniz bdlgesi
ucucu yag tasiyan bitkiler acisindan zengin bolgelerden biridir. Ugucu yaglar bitkinin herhangi bir
organinda (salg1 tiiylerinde, salg1 ceplerinde, salgi kanallarinda ve salgi hiicrelerinde)
bulunabilmektedir. Ugucu yagin bitkide protoplazmada bulundugu yada hiicre duvarinin re¢inemsi
tabakasinin bozunmas1 ile meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Ugucu yaglar genellikle sivi
olmalarma ragmen kati re¢inemsi halde de bulunabilirler. Yaglarin pek ¢ogu renksiz oldugu halde
kirmiz1 ve mavi renkli olanlarida vardir. Ancak zamanla oksitlenebilir, reginelesebilir ve renkleri
koyulasabilir. Ugucu yaglarin ¢ogu sudan hafiftir. Su ile karismadigindan suyun {istiinde toplanir
yagl bir tabaka olusturur. Ancak ugucu yaglar kokularinin suya gecmesine yetecek oranda da olsa
suda ¢oziiniir ve bu 6zellige dayanarak aromatik sular hazirlanir (Tanker ve Tanker, 2003).

Ucgucu yaglar petrol eteri, benzen, eter, etanol gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Ugucu
yaglar1 sabit yaglardan ayiran en onemli 6zelliklerden biri sulu etanolde ¢oziinebilmesidir. Ugucu
yaglar su buhari ile siiriiklenebilirler ve slizge¢ kagidi lizerinde leke birakmazlar. Sabit yaglar ise su
buhart ile stirliklenmezler ve silizge¢ kagidi iizerinde yagli bir leke birakirlar. Bu 6zellik ugucu

yaglar1 sabit yaglardan ayirir.
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1.8. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Ucgucu yaglarin en 6nemli kisimlar1 terpenik bilesikler ve onlarm yiiksek homologlaridir. Bu
bilesikler terpenik hidrokarbonlar (alifatik, monosiklik, bisiklik ve seskiterpen) ve bunlarin oksijenli
tiirevleridir (alkol, aldehit, keton). Terpenik maddelerden oksijensiz olanlar kolay ugucu
olduklarindan diisiik derecelerde bile sivi halde kalirlar.

Terpenlerin olusumundaki yap1 tas1 izoprendir ve karbon sayisina gore isimlendirilirler.
Izopren bes karbon yapisina sahip bir molekiildiir. Monoterpenler (CjoH;¢) 10 karbon atomu yada
iki izopren molekiiliinden, seskiterpenler (C;sH,4) onbes karbon atomu yada ii¢ izopren
molekiiliinden, diterpenler (Cy0H3;) yirmi karbon atomu yada dort izopren molekiiliinden,
triterpenler (CsoHag) otuz karbon atomu yada alt1 izopren molekiiliinden meydana gelirler. Ugucu
yaglarda monoterpenler ile seskiterpenler ana etken madde siniflar1 olarak bulunurlar. Diterpenler
ise ¢ok az ucucu yag cesidinde ve az miktarda bulunur. Ucgucu yagi olusturan bilesenlerin % 90’1
monoterpenik ve seskiterpenik yapidadir (Caldefie-Chezet ve ark., 2006). Kimyasal bilesimleri
yoniinden ugucu yaglar ¢ok farklilik gdstermesine ragmen genel olarak biiyiikk ¢ogunlugu biitlin
canli organizmalarda mevcut olan ve biyolojik 6nemi bulunan terpenoik maddelerden olusmustur.
Ucgucu yaglarda bulunan maddeleri dort grup altinda toplayabiliriz.

1. Terpenoik maddeler

2. Aromatik maddeler

3. Diiz zincirli hidrokarbonlar

4. Azot ve kiikiirt tastyan bilesikler

1.9. Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Ugucu yaglar bitkilerden; 1s1 ve suya hassasiyetleri, yogunluklar1 ve sudaki ¢oziiniirliiklerine
bagli olarak farkli yontemlerle elde edilebilirler. Ugucu yag eldesinde kullanilan baslica yontemler:
1) Mekanik (Sikma) Ydntem
2) Ekstraksiyon Y ontemi

a) Organik ¢oziiciilerle ekstraksiyon

b) Sabit yaglarla ekstraksiyon

¢) Swilastirilmis gazlarla ekstraksiyon
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3) Destilasyon Yontemi
a) Su Destilasyonu (Hidrodestilasyon)
b) Buhar Destilasyonu
¢) Buhar-Su Destilasyonu
d) Kuru Destilasyon
f) Hidrodiflizyon

Mekanik yontem

Baz1 ugucu yaglar destilasyon yontemi ile bozunmaktadir. Bu gibi yaglarin elde edilebilmesi
icin sikma yada benzeri mekanik yollar uygulanir. Limon esansi elde edilitken meyve, lizeri
yeterince keskin ve ¢ikimtili bir kesenin i¢ ¢eperlerinde yuvarlanir. Bdylece ugucu yag tasiyan salgi
ceperleri par¢alanmis olur. Sikilmis kabuklarin su ile yikanmasi sonucu ayrilan yag-su emiilsiyonu
da bir kapta toplanir. Bu emiilsiyon santrifiij edilerek ugucu yag elde edilir. Bircok narenciye esansi
bu yontemle elde edilir. Ayrica presleme sonucunda elde edilen {iriinleri berraklastirmak icin siizme,

santrifiij, alkol ile seyreltme, 1sitma gibi islemler uygulanir (Toroglu ve Cenet, 2006).

Ekstraksiyon yontemi

Bazi bitkilerin esanslar1 su buhariyla bozunabilir veya bazi bitkilerin ugucu yagi ¢ok az
oldugundan esanslarini destilasyonla ¢ikarmak giictiir. Bu gibi hallerde ekstraksiyon metodu
kullanilir. Bu metot ile ugucu yag uygun ¢oziiciiler yardimiyla bitkiden alinir. Coziiciiye gecen esans
destilasyon yolu ile ¢oziiciiden ayrilir. Ekstraksiyon islemi benzen, petrol eteri, hegzan gibi
coziiciilerle yapilabildigi gibi sabit yaglarla yada sivilastirilmis gazlarla da yapilabilmektedir. Bu
yontemin en belirgin 6zelligi islem sirasinda sicakligin belli derecede sabit tutulabilmesidir. Bitkisel
ve hayvansal droglardan etken maddeleri ¢ikarmak amaciyla ¢ok cesitli ekstraksiyon yontemleri

kullanilmaktadir (Baser ve ark, 2000).
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Destilasyon yontemi

Ucgucu yaglarin su buhari ile siiriiklenebilme 6zelliginden yararlanilarak destilasyonla elde
edilmeleri miimkiindiir. Su destilasyonu, buhar destilasyonu, su-buhar destilasyonu, kuru
destilasyon, ve hidrodiflizyon uygulanan en Onemli destilasyon yoOntemleridir. Bizim
calismalarimizda ugucu yag eldesi i¢in belirtilen destilasyon yontemlerinden sadece su destilasyonu

yontemi kullanilmis olup bu ydontem hakkinda agiklamalar yapilmastir.

1.10. Su Destilasyonu Yontemi

Ucucu bilesiklerin eldesinde yaygimn olarak kullanilan geleneksel bir yontemdir. Kiigiik
Olcekli tiretimlerde Clevenger tipi aparatla yapilan destilasyon, endiistriyel uygulamalarda biiyiik
destilasyon kazanlarinda gergeklestirilmektedir. Yontemin esasi; sogutucu ile itibatlandirilan bir
cam kolon igerisinde su ve bitki materyalinin 2-8 saat siire ile kaynatilarak su buhari ile birlikte
hareket eden yag molekiillerinin yogunlastirilip sudan ayristirilmasimna dayanmaktadir (Linkers ve
Jackson, 1997). Kullanilacak olan su miktar1 kullanilan bitkisel drogu ortecek kadardir. Eger su
miktar1 az olursa materyal asir1 1stnmadan dolay1 kavrulabilir. Sistem disaridan isitilir ve dokulara
niifuz ederek once kuvvetli polar maddeleri ¢ozer. Diislik polariteye sahip maddeler ise daha sonra
destillenir. Karigim hiicre cidarindan difiizyona ugrar ve 1s1 etkisiyle buharlagir. Buharlagsan su ve
beraberindeki yag sogutucuda yogunlastirilir ve buradan ayirma kabina gelir. Ayirma kabinda yag

ve su yogunluk farki esasina dayanilarak ayrilir.

1.11. Botanik Bilgiler

1.11.1. Labiate (Lamiacceae) familyasi

Labiate; adagay1, dagg¢ayi, nane, kekik gibi birgok faydali bitkileri i¢ine alan yaklasik 200
cins ve 3000 tiirle genis bir ailedir. Ulkemizde bu familyanin 45 cinsi, 558 tiirii ve 742 taksonu var
olup, endemizm orant % 42°dir. Bu familya tibbi ve aromatik bitkiler yoniinden biiyiik dneme

sahiptir (Satil ve ark., 2007).
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Labiate familyasi, bir yada cok yillik genellikle salgi tiiylii ve kokulu otsu veya ¢alimsi
bitkileri icermektedir. Familya i¢in karekteristik 6zelliklerin baglicalari, govde dort koseli, yapraklar
stipulasiz, ¢ogu zaman basit bazen parcali diziliglidir. Cigekler her nodusta vertisillastrum
durumundadir. Ugucu yag, sap1 tek basi sekiz hiicreli ve pul seklindeki Labiate tiirii salgi
tiiylerindedir. Bu familya bitkileri baslica Akdeniz ve Ege havzasinda yaygindir. Ozellikle
Micromeria, Origanum, Salvia, Thymus ve Thymbra bu bdlgelerde yetisen aromatik Labiate {liyeleri
olup ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay1 farmakoloji ve parflimeri sanayisinde dnemlidir

(Tanker ve ark., 2004).

1.11.2. Salvia cinsi

Salvia L. cinsi Labiate familyasina ait en ¢ok ¢ali ve otsu formlar1 igeren ve diinyada iliman
kusaktan sicak kusaga kadar dogal yayilis gdsteren en yaygin cinslerden biridir. Bu cins Labiate
familyasinin en 6nemli ve en genis cinsidir. Diinya iizerinde yaklasik 900 tiir igerir. Bu cins,
Tiirkiye’de 89 tiir, 94 takson seklinde tanimlanmis ve bunlarin %50’sinin ise endemik oldugu rapor
edilmistir (Baser, 2002).

Salvia cinsinin ¢igekleri bariz iki dudaklidir ve dort adet stamen bulunur. Stamenlerin ise 6zel

yapilar1 vardir.

1.11.3. Salvia kronenburgii Rech.Fil.

Salvia Kronenburgii Vangolii havzasina 6zgii 1500-2500 metre yiiksekliginde yetisen bir
endemiktir. Vangdlii havzasi bitki cografyasi agisindan iran-Turan foloristik bdlgesinde yer
almaktadwr. Salvia Kronenburgii tiiriiniin toplandig1 lokalitelerde kahverengi ve kestane rengi
topraklar hakimdir. Bitkiler dik, egimli, s1g tash ve siddetli erozyonlu topraklarda toplanmistir.
Kiime formunda, yar1 ¢alimsi, kazik ve olduk¢a derine uzanan bir kdke sahip olan tiiriin govdesi
tiiyli, dort koseli dik ve yiikselicidir. Yapraklar: alt ve {ist yiizde tiiylii olup agst damarlanma

mevcuttur. Cigekleri ise zigomar simetrili vertisillat dizilislidir (Cirig ve Segcmen, 1990).
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1.11.4. Salvia tiirlerinin halk arasindaki kullanilis1 ve farmakolojik etkileri

Salvia tirleri ugucu yag bakimindan oldukca zengindir. Bu tiire ait ¢cok sayida bitkinin
biyolojik aktivitelerinden dolay1 tedavi amacli, gida endiistrisinde, aromatik 6zelliklerinden dolay1
koku ve tat verici ayrica siis bitkisi olarak kullanimi oldukga eski zamanlara kadar dayanmaktadir
(Demirci ve ark., 2003).

Salvia tiirlerinden elde edilen bir¢ok diterpenoidin antioksidant, antifeedant, antidiyabetik,
antibaktariyel, yada sitotoksik 6zellik gosterdikleri belirlenmistir (Perry ve ark., 2003). Tiirkiye’de
yetisen kirkin iistiinde Salvia tiiriinde yapilan ¢aligmalarda antibakteriyel antitimor (Topgu ve ark.,
1997). ve antitiiberkilos bilesikler elde edilmistir ayrica Salvia multicaulis Vahl.’dan izole edilen 16
terpenoidal bilesigin oldukca yliksek antitiiberkiiler aktivite gdsterdigi belirlenmistir (Ulubelen ve
ark., 1997).

Yapilan bir arastirmada, iizerinde calisilan Salvia tiirlerinden, Salvia syriaca L., Salvia
amplexicaulus Lam. ve Salvia eriophora Boiss’den kardiyoaktif, Salvia viridis L., Salvia
ceratophylla L.”dan antibakteriyel bilesikler izole edilmistir ( Ulubelen, 2003).

Salvia triloba ‘Anadolu adagayr’ ve ‘Dagelmasi’ olarak bilinir. Gaz ve idrar soktiiriici,
sindirim diizenleyici, ter kesici 6zellikleri vardir. ‘Misk adagay1’ olarak bilinen Salvia sclarea, mide
rahatsizliklarinda, kabizlik giderici, terlemeyi azaltic1 ve yatistirict olarak kullanilmaktadir. Ugucu
yag ise parflimeri, gida ve eczacilik alanlarinda kullanilmaktadir.

Ulkemizde adagayi, disotu ve meryemiye isimleriyle tanman Salvia officinalis ve Salvia
fruticosa gibi tiirleri gida, parfiimeri ve kozmetik sektoriinde olduk¢a biiylik bir 6neme sahiptir.
Tibbi kullanimlarida spazmolitik, antiseptik, kanamay1 durdurucu gibi olduk¢a genistir (Ayan ve

ark., 2006).

1.11.5. Asteraceae familyasi

Yeryiiziinde 1000’e yakin cins ve 20.000 kadar tiirle temsil edilen ¢icekli bitkilerin en zengin
familyas1 olarak bilinir. Tiirkiye’de 130 kadar cins ve 1130°dan fazla tiiri bulunmaktadir (Bage1 ve
ark., 2008).

Bitkilerin ¢ogu iki yada ¢ok yillik, otsu bir kismi ¢ali veya aga¢ formundadwr. Yapraklar,
basit yada bilesik, veya hepsi tabandadir. Cicekler konik yada kiiresel erdisi veya tek eseylidirler.
Meyva tepesinde bir papus, bir kaliks artig1 veya tepede boyle bir organ1 olmayan bir akendir.

Familya bitkilerinin ¢ogu salg1 tliyii ve Ortii tiiyleri tasir. Bu familyada ugucu yag, iniilin, ve lateks
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en sik rastlanan bilesiklerdir. Igerdikleri bu bilesikler nedeniyle bitkilerin gogu eczacilikta, gida
endiistrisinde ve diger sanayi alanlarinda kullanilmaktadir (Se¢men ve ark., 1998; Tanker ve ark.,

2004).

1.11.6. Artemisia cinsi

Genellikle aromatik, bir, iki veya ¢ok yillik otsular ve calilardir. Yapraklar almasli ve
genellikle parcalidir. Kapitula kiiciik, homogram veya heterogamdir. Cigeklerin hepsi tiipsii, ¢icek
tablasi ¢iplak veya bazen piloz tiiyliidiir. Cogunlugu Kuzey Yarim Kiirede yayilis gdsteren 250’ye
yakin tiirii vardir. Ulkemizde bilinen 22 tiirii bulunmaktadir. Kuzey, I¢ ve Giiney Anadoluda su
kenarlarinda tarlalarda, yamaglarda ve steplerde yayilis gosteren kokulu, ¢alimsi tiirleri ihtiva eder

(Seg¢men ve ark., 1998).

1.11.7. Artemisia taurica Willd.

Bu tiir genellikle 900-1900 m yiikseklikte, kuru caywrlarda ve step alanlarda yayilis
gostermektedir. Govdesi dik ve dallanmis 60 cm ye kadar yiikselebilen, tabanda odunlagmisg
yapraklar mevcut, yukar1 kisimlar1 yogun beyaz tiiylii, yapraklar pargali her iki ylizeyi beyaz tiiylii
cok yillik bir artemisia tiirtidiir (Davis, 1975).

1.11.8. Artemisia tiirlerinin halk arasindaki kullanilis1 ve farmakolojik etkileri

Artemisia tlrleri genel olarak, ilag, parfiimeri, tat ve lezzet endiistrisinde kullanilirlar (Scora
ve Kumamoto, 1984). Halk arasinda istah agici, kuvvetlendirici ve uyarict olarak kullanilir. Ayrica
ates dusiiriicli 6zellikleri vardir (Baytop, 1991).

Artemisia absinthium ¢ok eski tarihlerden beri kullanilan bir bitkidir. Hipokrat tarafindan
sariliga kars kullanilmistir. Istah agici, ates diisiiriicii ve kuvvetlendirici olarak % 5°lik ¢ozeltileri
halinde verilmistir. Ayn1 bitkinin halk arasinda dahilen dizanteri ve vereme karsi, haricen ¢ibanlar1
tyilestirici olarak kullanildig1 kayithdir (Diilger ve ark., 1999). Artemisia herba alba, mide
rahatsizliklarmin tedavisi i¢in, karmn kramplar1 ve viicudun dis yiizeyindeki yaralarin iyilestirilmesi

amactyla kullanilir. Ayrica bitkiden elde edilen ugucu yagin soguk alginlig1 ve dksiiriige karsi etkisi
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gozlenmigstir (Abid ve ark., 2007). Artemisia annua ihtiva ettigi artemisinden dolay1 sitmaya kars1
etkili bir bitkidir. Buna ilave olarak antimikrobik oldugu, ayrica dermatolojide mantara kars: etkili
oldugu gosterilmistir.

Artemisia dracunculus’un yapraklar1 Misir’da yemeklere baharat olarak katilir. Ugucu yagi
sofra sosu, salata mayonezi, konserve, ¢orba ve likorlerde tatlandirict olarak kullanilir (Graven ve
ark., 1990). Artemisia vulgaris mide kuvvetlendirici, spazm ¢oziicii ve kurt diisiiriicti etki gosterir.
Cin’de ‘Ai Hao’ adiyla bilinen meshur ila¢ bu bitkiden yapilmaktadir. Diyare ve kanamalar igin
etkilidir. Afrika Artemisia’si, Giiney Afrika’da birgok hastaligi o6zellikle bronglar ve solunum
sistemiyle ilgili rahatsizliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilir (Graven ve ark., 1990).

Artemisia absinthium’un ugucu yag1 fazla miktarda tujon ihtiva eder. Bu ketonun giizel
kokusundan sabun, parfiim, losyon ve deterjan yapiminda yararlanilir (Libbey ve Sturts, 1989). Yine
Artemisia’nm bir tiirlinden elde edilen ve ac1 pelin yag1 ad1 verilen ugucu yag seker hastaligina karsi
kullanilmaktadir. Seker hastaliginin bazi durumlari lizerine iyi bir etkisi olmakla beraber, kan ve

idrardaki seker miktar1 lizerine agik bir etkisi goriilmemistir.

1.12. Arastirmanin Amaci

Degisen yasam kosullari, ¢evre kirliligi, endiistri artiklari, giines 1sinlari, X isinlari, egzoz
gazlari, agir metaller, sigara, alkol, ozon ve c¢esitli kimyasallar giiniimiiz insanmin kacamayacagi
unsurlardir. Bu olumsuzluklar serbest radikallerin olusumuna sebep olur. Bu olumsuzluklarm yani
sira daha bircok sebebe bagli olarak artan ROT miktarina karsin antioksidan metabolizmanin
koruyucu etkisi ¢ogu zaman yetersiz kalabilmektedir. Bu mekanizmalara alternetif olarak son
yillarda ilag, gida ve kozmetik olmak tizere ilgili endiistriyel alanlarda tibbi ve aromatik bitkilerin
antioksidan olarak degerlendirilmesine biiyilk ©Onem verilmektedir. Dogal antioksidanlarin
kullanimimin profilaktik etki gostererek oksijen radikallerinin neden oldugu pek cok hastaligin
olusum riskini azalttig1 gosterilmistir. Bitkisel organizmalarda metabolizma {iriinleri olarak meydana
gelen fenolik yapili terpenik bilesikler kimyasal yapilarindan dolayr potansiyel antioksidan
aktiviteye sahiptirler. Ugucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal bilesik bulundugu gosterilmistir ve
bunlarm en 6nemlileri terpenler, fenilpropanlar vs.dir (Dorman ve ark., 2000; Candan ve ark., 2003).
Bu amagcla giiniimiizde adin1 sik¢ca duydugumuz aromaterapide (bitkisel yaglarla tedavi), ugucu
yaglarin yeni kullanim alanlarindan biri haline gelmistir.

Farkli bitki ve baharatlardan elde edilen ugucu yaglarm bioaktif ilkeleri tizerindeki

caligmalar, ugucu yaglarin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktivitesi gibi bircok
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fonksiyonel 6zelliginin kesfedilmesi nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir (Candan ve ark., 2003;
Vardar ve ark., 2003).

Son yillarda dogal kaynakli ilaglarda goriilmeyen veya az olan yan etkilerin sentetik ilaglarda
dikkati ¢ekecek kadar fazla olmasi insanlar1 tekrar bitkilerle tedaviye yoneltmistir. Bu ¢alismada
Artemisia Taurica Willd. ve Salvia Kronenburgii Rech.Fil. bitkilerinin yapraklarmin ugucu
yaglarinin kimyasal analizi ve bu bitkilerden elde edilen yaglarin serbest radikalleri (stiperoksit,
hidroksil ve DPPH) temizleyerek antioksidan ozellik gosterip gostermediginin ayrica Ksantin
Oksidaz Enzimine etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. Boylece hem halkin bitkiyi bilingli olarak
tilketmesi, hem bu bitki lizerinde yapilacak daha sonraki farmakolojik caligmalara 11k tutmasi

saglanabilir.

2. KAYNAK BILDIRILISLERI

Giliniimiizde dogal florada bulunan bir¢ok bitki ihtiva ettigi etkili maddeler yoniinden hem
halk arasinda ilag olarak kullanilmakta hemde iizerinde tibbi ¢alismalar yapilmaktadir. Ozellikle
ucucu yaglar en eski tarihlerden beri tedavide kullanilan ilaglar igerisinde yer almistir. Ugucu yaglar
kimya bakimindan organik heterosiklik, hidroaromatli ve kokulu bilesimlerdir. Ugucu yag iceren
tim bitkiler deri tahrislerinde, iltihap giderici, idrar soktiiriicii, olarak kullanildig1 gibi birgok
sindirim sistemi rahatsizliklarinda da kullanilmaktadir. Ugucu yag iceren droglar ve bunlardan elde
edilen ugucu yaglar tibbi olarak kullanilabildigi gibi giiniimiizde gida sanayisinde ve kozmetik

sanayisinde de genis capli kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Salvia (Adagay1) yapraklar ilk caglardan beri tedavi amaci ile kullanilmaktadir. Orta ¢agda
bu bitkiler her derde deva ilag olarak kabul ediliyordu. Anadolu’da 90 kadar adagay: tiirii
bulunmaktadir. %3 oraninda ugucu yag, triterpenler ve flavon tiirevleri bulunmaktadir. Bat1 ve
Giiney Anadolu’da bitkinin yapraklarindan hazirlanan c¢aylar fazla miktarda kullanilmaktadir.
Tiirkiye’nin ihra¢ {riiniidiir (Baytop, 1999). Salvia tiirleri en ¢ok lizerinde arastirma yapilan
bitkilerden biridir.

Fellah ve ark., Salvia officinalis’in antioksidan Ozellikleri ve kimyasal kompozisyonu
lizerine yaptiklari ¢alismada ana bilesenlerin 1,8-sineol ve alfa tujon oldugunu buna karsilik az

miktarda da beta thujone bulundugunu ve giiclii antioksidan oOzelliklere sahip olduklarini
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bildirmektedirler (Fellah ve ark., 2006). Diger bir ¢alismada Salvia cryptantha (Montbret et Aucher
ex Benth.) ve Salvia multicaulis (Vahl.)’nin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerine bakilmistir
(Tepe ve ark., 2004). Kocabas ve ark., Salvia fructicosa Mill.’in ugucu yag orani ve bu oran iizerine
cesitli glibrelerin etkilerini incelemislerdir (Kocabas ve ark., 2007). Giil¢in ve arkadaslari, Salvia
sclarea L.’ nin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmisler (Giilgin ve ark., 2004).
yine baska bir ¢alismada Salvia palaestina Bentham ve S. Tomentosa Miller tiirlerinin ugucu yag
kompozisyonona bakilmistir (Bagc1 ve Kocgak, 2008). Salvia tiirlerinden, Salvia syriaca L., Salvia
amplexicaulus Lam. ve Salvia eriophora Boiss’den kardiyoaktif, Salvia viridis L., Salvia
ceratophylla L.’dan antibakteriyel bilesikler izole edilmistir ( Ulubelen, 2003). Ayrica Salvia
multicaulis Vahl.’dan izole edilen 16 terpenoidal bilesigin oldukca yiliksek antitiiberkiiler aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Ulubelen ve ark., 1997).

Calisma kapsaminda yer alan Salvia kronenburgii ile ilgili literatiir taramasinda ise bitkinin
terpenoidlerinin incelendigi (Topg¢u ve ark., 2004). ve bitkinin ugucu yagmin antimikrobiyal

aktivitesinin ¢aligildig1 goriilmiistiir (Altun ve ark., 2007). Baska ¢alismalara rastlanmamuistir.

Artemisia turleride eski misirlilar ddneminden beri tedavide kullanilmaktadir. Anadolu’da 20
kadar Artemisia tiri yetismekte ve bunlarin bir kismi degisik adlar altinda tedavi amaciyla

kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Cesitli Artemisia tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri lizerine bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Artemisia absinthium L.’un etanolik ekstraksiyonunun antipiretik etki gosterdigi kanitlanmigstir
(Ikram ve ark., 1977). Diilger ve ark., Artemisia absinthium iizerine yaptiklar1 antimikrobiyal
aktivite ¢aligmalarina gore ¢esitli ¢ozgenlerle hazirlanan ekstrelerin ¢esitli Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere kars1 bir antimikrobiyal etki olusturdugunu belirtmislerdir. Artemisia annua iizerine
yapilan bir baska caliymada bitkinin ugucu yaginda pinen, sineol tuyon, tuyil alkol ve geraniol
bulundugu saptanmistir (Diilger ve ark., 1999; Ma ve ark., 2007). Bu ugucu yagin cesitli bakteri ve
funguslara kars1 antimikrobiyal etkisi de incelenmistir (Juteau ve ark., 2002). Artemisia herba alba,
mide rahatsizliklarinin tedavisi i¢in, karin kramplar1 ve viicudun dis ylizeyindeki yaralarin
iyilestirilmesi amaciyla kullanilir. Ayrica bitkiden elde edilen ugucu yagin soguk alginligi ve
Oksiirlige karsi etkisi gozlenmistir (Abid ve ark., 2007). Artemisia tiirlerinin bir ¢ogunun ugucu
yaglarinda ise antifungal, antibakteriyel ve antioksidan ozelliklerine bakilmis (Burits ve ark., 2001;
Sayyah ve ark., 2004; Kordali ve ark., 2005) ancak Artemisia taurica ile ilgili literatiir taramasi
sonucu, sadece yag icerigine bakildig1 (Kozhina ve ark., 1969) ve bitkideki farkli komponentlerin

incelendigi goriilmiistiir (Safarova ve Serkerov, 1998).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada kullanilan; gallik asit, kuersetin, allopurinol, TBA, NBT, ksantin, ksantin oksidaz,
Sigma (USA) sirketinden, EDTA, TCA, FeCl;, K;HPO4, KH,PO4, NaH,PO4, NaHPO,4, AICl;, BHT,
hidrojen peroksit, folin belirteci, askorbik asit, metanol, hekzan, HCI, H,SO4 kimyasallar1 Merck

(Germany) sirketinden, Deoksiriboz Aldrich-Chem. Firmasindan temin edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

e Otomatik pipetler: Socorex, Acord

e Spektrofotometre: Pharmacia/Pharmacia LKB-Nova Spec.Il
e Spektrofotometre: Unicam UV/VIS SpectrometerUV2

e pH metre: Jenway 3010 pH meter

e Magnetik karistici: Elektro Mag

e Su banyosu: Memmert

e Hassas Terazi: Gec Avery

o Karstirict ( vorteks ): Mixer VM 20

o Ceketli Isttict: Labor Alliance

e Clevenger Aleti: Caligkan Cam Ankara

e Karistiricili Isitici: Termal Laboratuar Aletleri

3.3. Kullanilan Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan Salvia Kronenburgii Rech.Fil. bitkisinin toprak {istii kisimlari, Van,
Giirpinar’in kuzeybatis1 Kurubas Gegidi mevkiinde, egimli yamaglardan Mayis 2008 tarihinde,
Artemisia Taurica Willd. bitkisinin toprak {istii kisimlar1 ise Van’in Giirpinar ilgesi, Zernek Baraji
kuzey yamaglarindan Agustos 2007 tarihinde toplandi. Her iki bitkide Yiiziincii Y1l Universitesi
Biyoloji Boliimiinden Yrd.Dog.Dr. Niliifer Selguk tarafindan tanimlandi.
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3.4. Bitki Materyalinden Ucucu Yag Elde Edilmesi

Golgede kurutulan ve toz haline getirilen 100 g bitki drnekleri Clavenger cihazinda 500 mL
su ile 3 saat siiresince su buhari destilasyonuna tabi tutuldu. Elde edilen ugucu yaglar + 4°C’de

saklandi.

3.5. Ucucu Yaglarin GC-MS Analizleri

Ugucu yaglarm kalitatif ve kantitatif analizleri Adana Cukurova Universitesinde
Thermo Finnigan-Trace GC-MS ile oto sampler kullanilarak yapildi. 1uL 6rnek hacmi split metot
kullanilarak, 50 split oraninda enjekte edildi. Kromatografik ayirma, TR-MS kapiler kolon (%5-fenil
%95-dimetilpolisiloksan, uzunluk= 60 m i¢ ¢ap=0.25 mm ve film kalinlig1 25um ) kullanilarak 50
split oraniyla split mod enjeksiyonuyla yapildi. Analiz ImL/dk akis hiz1 ile tasiyici gaz helyum
kullanilarak yapilmistir. Kolon sicakhigi 50-250 °C arasinda 3 °C/dak artisiyla programlandi.
Enjeksiyon ve iyon kaynagi sicakliklari sirastyla 250 °C ve 200 °C iyonlagtirma voltaji 70 eV, kiitle
aralig1 41-400 a.m.u. uygulandi. Ayrilan bilesenler NIST ve Wiley kiitle spektrum kiitiiphanesi veri

sonuclar1 karsilastirilarak belirlendi.

3.6. Toplam Fenol iceriginin Ol¢iimii

Ucgucu yagm toplam fenol igeriginin belirlenmesinde Folin-Ciocelteu belirteci kullanildi
(Gamez-Meza ve ark., 1999). Methanol:su (60:40, v/v) igerisinde hazirlanmig olan %0.3’lik HCI
ile, seyreltilmis 150 pL ugucu yag orneklerine 3 mL %?2’lik Na,CO; eklendi. 2 dk. sonra 150 uL
Folin belirteci (1:1, destile su ile seyreltilmis) eklendi ve 30 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek,
orneklerin absorbanslar1 765 nm dalga boyunda kontrol 6rnege (150 pL methanol, 150 uL Folin
belirteci ve 3 mL Na,COs ) karst okundu. Standart egrinin hazirlanmasi i¢in methanol:su (50:50,
v/v) igerisinde hazirlanan gallik asit ¢ozeltileri kullanildi. Ugucu yaglarm fenol igerikleri asagidaki

hesaplama sonucu mg g”' yag seklinde gallik asit esdegeri olarak verildi.
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cxV

Burada: C — Toplam fenolik derisimi, mg g

¢ —Gallik asit derigimi, mg mL™
V —seyreltilmis 6rnek hacmi, 150 pL

m — ucucu yagin kiitlesi, g

3.7. Toplam Flavanoid Iceriginin Saptanmasi

Artemisia Taurica Willd. ve Salvia Kronenburgii Rech.Fil. toprak istli kisimlarindan elde
edilen ugucu yaglarin flavanoid iceriginin saptanmasinda metanolde ¢ézlinmiis olan ugucu yaglarin
I mL’sine 1 mL %2’lik metanolik AICl; ¢ozeltisi eklendi ve tepkime karigimi 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Orneklerin absorbanslar1 394 nm dalga boyunda kontrol érnege ( ImL
metanol, 1 mL %2’lik AICl;) karst okundu (Lamaison, ve ark., 1990). Flavanoid derisimi kuersetin
kalibrasyon egrisi ¢izilerek hesapland1 ve ugucu yaglarin toplam flavanoid miktarlar, mg g yag

seklinde kuersetin esdegeri olarak verildi.

3.8. Toplam Antioksidan Kapasitenin Saptanmasi

Yontemin temeli asidik Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesiyle asidik pH’ta yesil renkli
fosfat/Mo (V) kompleksinin olugsmasina dayanmaktadir (Prieto ve ark., 1999). Elde edilen ugucu
yaglarin metanolde ¢ézlinmesiyle hazirlanan 6rneklerden 0.2 mL alindi ve 2 mL belirte¢ ¢ozeltisi
(0.6 M siilfiiriik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4mM amonyum molibdat) eklendikten sonra 95°C’de
90 dk inkiibe edildi. Ornekler buz banyosunda oda sicakligma sogutuldu ve 695 nm dalga boyunda
kontrol 6rnege (0.2 mL metanol, 2 mL belirte¢ ¢6zeltisi) karst okundu. Toplam antioksidan kapasite
a-takoferol asetat standart egrisi ¢izilerek hesaplandi ve ugucu yaglarin toplam antioksidan

kapasiteleri mM a-takoferol asetat g”' yag seklinde verildi.
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3.9. DPPH Radikalini Temizleme Ozelligi

Bu yontem, kararli serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH)’in elektron veya hidrojen
atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliinda bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi ile
karekteristik mor renginin agilmasmin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir
(Cuendet ve ark., 1997).

Elde edilen ucucu yaglarin DPPH radikalini temizleme 6zelligini belirlemek i¢in, metanolle
seyreltilerek hazirlanan ucucu yaglarin farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerine, metanolde hazirlanan
DPPH c¢ozeltisinden (% 0.004) 5 mL eklenerek 30 dk. inkiibe edildi. Orneklerin absorbanslar1 517
nm dalga boyunda kontrol 6rnege (5 mL DPPH ¢ozeltisi) karsi okundu. Herbir ugucu yagin
inhibisyon ylizdeleri asagidaki esitlikten hesaplandi.

Akontrol _ Aérnek
% inhibisyon = X 100

Akontrol

Elde edilen % inhibisyon degerleri ugucu yaglarin derisimine kars1 grafige gecirilerek ucucu
yaglarin DPPH radikalini % 50 inhibe eden degerleri (ICso) hesaplandi.
Pozitif kontrol olarak, antioksidan besin katki maddesi olarak kullanilan butillenmis hidroksi

toluen (BHT) ve antioksidan vitamin olan askorbik asit kullanild1.

3.10. Hidroksil Radikalini Temizleme Ozelligi

Elde edilen ugucu yaglarin hidroksil radikalini temizleme 6zelligi Fe/askorbat/EDTA/H,0,
sistemi ile olusturulan hidroksil radikallerinin deoksiribozu bozundurmasiyla agiga ¢ikan
tiyobarbitiirik asit reaktif tirlinlerinin 6l¢iimii ile belirlendi (Kunchandy ve Rao., 1990).

Bu amagla 3 mL’lik deney ortamina bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin n-hezanda
seyreltilerek hazirlanmig farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerine 100 pL 3.0 mM deoksiriboz, 100 pL 1
mM FeCls, 100 pL 1 mM EDTA, 100 pL 1 mM askorbik asit ve 100 uL. 1 mM H»O, eklenerek son
hacim 20 mM fosfat tamponu ile ( pH 7.4) 1 mL’ ye tamamlandi. Tepkime karigimi 37° C de 1 saat
inkiibe edildi. 1 mL % 1’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) ve 1 mL % 2.8’lik triklorasetik asit (TCA)
eklenerek 30 dk kaynatildi. A¢iga ¢ikan malondialdehitin, TBA ile olusturdugu renkli kompleksin
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532 nm dalga boyundaki absorbansi kontrol 6rnege (100 uL deoksiriboz, 2.9 mL pH=7.4 fosfat
tamponu) kars1 okundu.

% inhibisyon degerleri DPPH radikali temizleme 6zelligindeki gibi hesaplandi. Elde edilen
% inhibisyon degerleri ugucu yaglarin derisimine karsi1 grafige gecirilerek ICsy degerleri hesaplandi.

Pozitif kontrol olarak BHT kullanild.

3.11. Siiperoksit Radikalini Temizleme Ozelligi

Salvia ve Artemisia ugucu yaglarinin siiperoksit radikalini temizleme 6zelligi ksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit radikalinin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi
metodu ile belirlendi (Robak ve Gryglewski., 1988; Lee ve ark., 2002).

Bu amagla 2 mL’lik deney ortamina ugucu yaglarin hekzanda seyreltilerek hazirlanmig farkl
derisimlerdeki ¢ozeltilerine, 100 pL 2nM ksantin, 100 uL 12 nM NBT, 100 pL 1.0 U mL™' ksantin
oksidaz ve 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4) eklendi. 25 Cta 10 dk inkiibe edildikten sonra 560 nm
dalga boyunda o6rneklerin absorbanslari kontrole (100 pL NBT, 1.9 mL tampon) kars1 okundu.

Elde edilen % mhibisyon degerleri, ugucu yaglarin derisimlerine kars1 grafige gecirilerek her

bir ugucu yagin ICsy degerleri hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit kullanild1.

3.12. Ksantin Oksidaz Cahismalari

Ksantin oksidaz (XO) (EC. 1.1.3.2.) aktivitesi Prajda ve Weber’in yontemine gore,
ksantinden trik asit olusumu esasinda 293 nm’de absorbans artisinin spektrofotometrik olarak
Ol¢limii prensibi ile tayin edildi (Prajda ve Weber, 1975). Bu yOntemin esasi; numunenin, ksantin
iceren bir tamponla ksantin oksidaz esliginde iirik asit olusumunun spektrofotometrik olarak takip
edilerek belirlenmesine dayanir.

Ksantin Oksidaz tayvininde kullanilan Cozeltiler

0.1 M Fosfat Tamponu : 4.354 g K;HPOyu, 3.404 g KH,PO4 250 mL distile suda ¢oziilerek pH 7.4
olacak sekilde ayarlandi..

Ksantin Cozeltisi: 12.20 mg (Ma= 174.199 gmol") ksantin pH 7.4 olan fosfat tamponuyla ile 100
mL’ye tamamlandi. (birka¢ damla 0.25 M NaOH kullanilarak)
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Allopurinol : 1.36 mg allopurinol (Ma=136.1 gmol™) tartilarak pH 7.4 olan fosfat tamponuyla 1000
mL tamamlandi. Ksantin oksidaz inhibitorii olarak bilinen allopurinol % inhibisyon ¢aligmalarinda
pozitif kontrol olarak kullanild1.

Ksantin Oksidaz: 0.01 U/mL olacak sekilde fosfat tamponda hazirlandi.

Numuneler ve diger tiipler Cizelge 3.1.’de belirtildigi gibi hazirlanarak islemler sirasiyla
yapildi. Absorbanslar1 293 nm dalga boyunda okundu. Ksantin oksidaz % inhibisyon degerleri ise
(1-B/A) x 100 esitliginden yararlanilarak hesaplandi. (A degeri = kontrol Absenzimi - kontrol
AbSenzimsiz » B degeri = numune AbSsenzimli - numune AbSenzimsiz )-

Enzim kinetik ¢alismalarinda 1 iinite XO, 37°C’de pH 7.4’te 1 dk’da olusan iirik asit olarak
tarif edildi ve asagidaki esitlik kullanilarak pmol dk™ olarak hesaplandu.

Vtoplam AA

€d Venzim Cprotein At

Vioplam — Toplam hacim

AA - Absorbanslar arasindaki fark

€ - Molar sogurum katsayis1
d - Kiivet kalmligi
At - Tepkime siireleri arasindaki fark Corotein — protein miktari

Venzim— Enzim hacmi

Cizelge 3.1. Ksantin oksidaz 6l¢limiindeki islem basamaklar1

Numune Numune Kontrol Koérii | Kontrol
Koru
Tampon (pH=7.4) 100 puL 70 uL 150 uL 120 pL
Ksantin oksidaz - 30 uL - 30 uL
Numune 50 uL 50 uL - -
37°C 5 dk. 37°C 5 dk. 37°C 5 dk. 37°C 5 dk.
inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
Ksantin 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
37°C 10 dk 37°C 10 dk 37°C 10dk 37°C 10 dk
inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon

Arastirma kapsaminda yapilan tiim deneysel ¢aligmalar {i¢ tekrarli yapilip sonuglar standart

sapmalariyla birlikte verilmistir. Ayrica tiim grafikler Sigma Plot grafik ve istatistik programi

kullanilarak ¢izilmistir, ‘t” regrasyon testi uygulanarak anlamlilik icin p<0.01 secildi.
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4.BULGULAR

4.1. Bitkilerin Ucucu Yag Verimleri

Artemisia Taurica Willd. ve Salvia kronenburgii Rech. Fil. bitkilerinin toprak {istii
kisimlarmin ugucu yag verimleri mL yag / 100 g kuru bitki seklinde Cizelge 4.1.’de verildi.
Bitkilerin 100 gram toprak {stii kistmlarindan elde edilen ugucu yag miktar1, Artemisia taurica igin

0.590 + 0.065 mL, Salvia kronenburgii i¢in 0.716 £ 0.035 mL, oldugu gozlendi.

Cizelge 4.1. Ugucu Yag Verimleri

Ornekler % (V/W)

Artemisia Taurica Willd. 0.590 + 0.065

Salvia Kronenburgii Rech.Fil. 0.716 = 0.035




4.2. Ucucu Yaglarin GC-MS Analizleri
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4.2.1. Salvia Kronenburgii Rech.Fill ucucu yaginin GC-MS analizi

Salvia ugucu yagimin GC-MS analizi sonucu elde edilen kromotogram Sekil 4.1.°de

gosterilmistir. Ucucu yagin bilesenleri, alikonma zamanlari (RT), alanlar1 ve bagil bulunma

yiizdeleri ise Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Salvia kronenburgii Rech. Fil. ugucu yag kromotograma.
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No Bilesen RT Alan Bilesim
1 o-Pinen 15.27 15909137 1.58
2 Kamphen 16.17 1296833 0.13
3 B-Pinen 17.54 1327824 0.13
4 o-Simen 19.86 1430258 0.14
5 DL-Limonen 20.13 207236972  20.62
6 1.8-sineol 204 248721241  24.75
7 (E)-B-osimen 20.62 2181889 0.22
8 Linalool oksit trans 22.12 21507022 2.14
9 Linalool oksit cis 22.93 16966827 1.69
10 Linalool 23.5 58134949 5.78
11 6-Metil-hepta-3,5-dien-2-one 23.9 2284962 0.23
12 o-Kamfenolenik aldehit 25.17 3880727 0.39
13 2,6-dimetil-1,3,5,7-oktatetraecn 25.63 6846047 0.68
14 trans- Pinokarveol 26.03 6963486 0.69
15 (E)-3-Karen-2-ol 26.21 21725354 2.16
16 B-Terpineol 26.29 2586624 0.26
17 L(-)-Kamfor 26.52 22545951 2.24
18 Dihidrokarveol 27.21 2073294 0.21
19 a-Terpinenol 27.4 2106112 0.21
20 Borneol 27.64 8431329 0.84
21 cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol 27.77 4510259 0.45
22 4-Karvomenthenol 27.84 2084334 0.21
23 p-mentha-6,8-dien-2-ol 28.22 6065094 0.60
24 o-Asetiltoluen 28.36 4193256 0.42
25 a-Terpinenol 28.61 7963446 0.79
26 1,2-dimetil-3-vinyl-1,4-cyclohezadien 28.83 9375753 0.93
27 Terpinilasetat 29.2 1793994 0.18
28 1-Verbenon 29.44 12813970 1.28
29 L-Karveol 29.84 48806273 4.86
30 Isobornil format 30.2 2739070 0.27
31 cis-Karveol 30.46 6631774 0.66
32 Geraniol format 30.57 8710832 0.87
33 Cis-Geraniol 30.88 3210580 0.32
34 Karvon 31.21 83426017 8.30
35 p-Mentha-1,8-dien-3-on 32.34 1671112 0.17
36 cis-Karvon oksit 32.58 4545397 0.45
37 p-mentha-1,8-dien-7-al 32.69 2775185 0.28
38 Geranil Asetat 36.59 127360711  12.67
39 Dehidroaromadendrene 46.21 6966524 0.69
40 Ledene oksit 46.46 2327805 0.23
Toplam 99.37
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Salvia ugucu yagm % 99,37’sine karsilik gelen 40 bilesen saptandi. ilk {i¢ ana bilesenin
1.8- sineol (%24,75), DL-Limonen (% 20,67) ve Geranil asetat (%12,67) oldugu belirlendi.

4.2.2. Artemisia Taurica Willd. ucucu yagimin GC-MS analizi

Artemisia ugucu yaginin GC-MS sonucu elde edilen kromotogrami Sekil 4.2.’de verilmistir.
Ugucu yagim bilesenleri, alikonma zamanlar1 (RT) ve bagil bulunma oranlar1 ise Cizelge 4.3.’de

verilmistir.

RT: 0,00 - 68,70
26,76 NL:
1005 8,20E7

95 20,39 TIC MS
3 dsermaye

90— mahirehani

3 m2
85;
807

757
705
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55

504 2428
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404
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Sekil 4.2. Artemisia taurica Willd. ugucu yag kromatogrami.
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Cizelge 4.3. Artemisia taurica ugucu yagmin bilesenleri

No Bilesen RT Alan Bilesim
1 Santolina trien 13.58 13138504 0.58
2 a- Pinen 15.34 8123008 0.36
3 Kamphen 16.24 39954195 1.75
4 Sabinen 17.23 11457823 0.50
5 o-Simen 19.88 27318607 1.20
6 1.8-sineol 20.39 810254681 35.57
7 Trans-karyofillen 24.28 317842287 13.95
8 Tujon 24.84 178052243 7.82
9 Kamfor 26.76 858268028 37.68
Toplam 99.42

Artemisia ugucu yagmin % 99.42°sine karsilik gelen 9 bilesen saptanarak, ilk {ic ana

bilesenin Kamfor (% 37.68), 1.8- sineol (% 35.57) ve Trans-karyofillen (%13.95) oldugu belirlendi.

4.3. Ugucu Yaglarin Toplam Fenol ve Toplam Flavanoid Miktan ile Toplam Antioksidan

Kapasitesi

Elde edilen ugucu yaglarin toplam fenol ve flavanoid miktarlar1 ile toplam antioksidan

kapasiteleri Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii ugucu yaglarinin toplam fenol ve toplam

flavanoid miktarlar ile toplam antioksidan kapasiteleri

Ornekler Toplam fenol Toplam Flavonoid Toplam antioksidan kapasite
(mg gallik asit g”' yag) (mg kuersetin g™) (mM o-Takoferol asetat g)
Artemisia ugucu yagi 5.137+0.050 7.984 + 0.233 438.4 +£4.198

Salvia ugucu yagi 10.848 = 0.077 12.600 + 0,224 818.4+7.563




39

Cizelgedeki sonuglara gore; Artemisia ve Salvia ugucu yaglarinin toplam fenol, flavonoid
miktarlar1 ile toplam antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, Salvia ugucu yagiin daha yiiksek

degerlere sahip oldugu bulundu.

4.4. DPPH Radikalini Temizleme Ozelligi

Antioksidan tiirlerin varligimda DPPH’in karekteristik mor rengi agilmaktadir. Metanolde
coziilerek hazirlanan ugucu yaglarmm 9%0.004’lik DPPH ¢o6zeltisinin rengini agma Ozellikleri
spektrofotometrik olarak izlenerek DPPH radikalini siipiiren yiizdeleri saptandi. Artemisia ve Salvia
ucucu yaglarmnin derisimlerine karsilik gelen inhibisyon yiizdeleri sirasiyla Sekil 4.3. ve Sekil

4.4.°de verildi.

100
80 |
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Sekil 4.3. DPPH radikali inhibisyonunun Artemisia taurica ugucu yag derisimleriyle degisimi.
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Sekil 4.4. DPPH radikali inhibisyonunun Salvia kronenburgii ugucu yag derisimleriyle degisimi.

Yapilan caligmalar sonucunda bitkilerin ugucu yaglar1 ile pozitif kontrollerin en yiiksek

DPPH radikali inhibisyon yiizdeleri ile DPPH radikalini % 50 inhibe eden derisim degerleri (ICs)
hesaplanarak Cizelge 4.5.”de verildi.

Cizelge 4.5. Artemisia ve Salvia ugucu yaglarinin ve pozitif kontrollerin en yliksek DPPH radikali
inhibisyon yiizdeleri ile DPPH radikalini % 50 inhibe eden derigimleri

Ornekler % Inhibisyon ICso (nL mL™)
Artemisia ugucu yagi 82.175 £0.366 14.238 +0.129
Salvia ugucu yagi 83.712 £ 0.408 7.438 £0.100
BHT 52.420 + 0.990 24.210+0.926
Askorbik asit 60.000 + 1.699 16.752 + 0.804

Ucucu yaglarin DPPH radikalini siiplirme aktiviteleri karsilastirildiginda Salvia ugucu
yaginin, Artemisia ugucu yagindan daha aktif oldugu gozlenirken, pozitif kontrollerde ise askorbik
asittin, BHT'ye gore daha aktif oldugu gozlendi. Ancak ugucu yaglarin DPPH radikali siipiirme

aktivitelerinin pozitif kontrollerden daha ytiksek olduklar1 belirlendi.
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4.5. Hidroksil Radikalini Temizleme Ozelligi

Artemisia ve Salvia ugucu yaglarmmin derigimlerine karst % inhibisyon grafikleri Sekil 4.5.

ve Sekil 4.6.’da gdsterilmistir.
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Sekil 4.5. Hidroksil Radikali inhibisyonunun Artemisia taurica ugucu yag derisimleriyle degisimi.
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Sekil 4.6. Hidroksil Radikali inhibisyonunun Sa/via kronenburgii ugucu yag derisimleriyle degisimi.
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Cizelge 4.6.’da ise ugucu yaglar ile pozitif kontrollerin, hidroksil radikali olusumu inhibisyonunda

sahip olduklar1 en yiiksek inhibisyon yiizdeleri ile hidroksil radikali olusumunu % 50 inhibe eden

derisimleri verilmistir.

Cizelge 4.6. Artemisia ve Salvia ugucu yaglar1 ve pozitif kontrollerin hidroksil radikali olusumu en

yiiksek inhibe eden yiizdeleri ile hidroksil radikali olusumunu % 50 inhibe eden

derisimleri
Ornekler % Inhibisyon ICso (nL mL™")
Artemisia ugucu yagi 76.206 + 0.344 0.404 +0.016
Salvia ugucu yagi 78.275+1.503 0.192 +0.001
BHT 58.212 £ 0.276 29.984 +1.149

Hidroksil radikali olusumunu % 50 inhibe eden derisimlere gore en yiiksek aktivite Salvia
ucucu yaginda daha sonra Artemisia ugucu yaginda gozlendi. Pozitif kontrol olan BHT ile

karsilagtirildiklarinda her iki ugucu yagin hidroksil radikalini temizlemede pozitif kontrolden daha

etkin olduklar1 goriildi.
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4.6. Siiperoksit Radikalini Temizleme Ozelligi

Artemisia ve Salvia ugucu yaglarm farkli derisimlerinin, siiperoksit radikali olusumunu

inhibe eden yiizdeleri sirasiyla Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de verilmistir.

70 -
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Sekil 4.7. Siiperoksit radikali inhibisyonunun Artemisia taurica ugucu yag derisimleriyle degisimi.
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Sekil 4.8. Siiperoksit radikali inhibisyonunun Salvia kronenburgii ugucu yag derigimleriyle

degisimi.
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Ugucu yaglarm ve pozitif kontrollerin siiper oksit olusumu inhibisyonunda sahip olduklar1 en

yiiksek inhibisyon yiizdeleri ile siiperoksit radikali olusumunu % 50 inhibe eden derisimleri Cizelge
4.7.°de verildi.

Cizelge 4.7. Artemisia ve Salvia ugucu yaglari ile pozitif kontrollerin en yiiksek siiperoksit radikali

inhibisyon ylizdeleri ve sliperoksit radikali olusumunu % 50 inhibe eden derisimleri

Ornekler % Inhibisyon ICso (nL mL™)
Artemisia ugucu yagi 60.000 + 4.810 0.205 + 0.047
Salvia ugucu yagi 57.142 + 3.092 0.335 £0.045
BHT 52.891 +0.858 55.242 +1.196
Askorbik asit 50.217 £ 0.716 82.512 +3.854

Stiperoksit radikali gidermede %60 inhibisyon ile en yiiksek aktivite Artemisia ugucu
yaginda gozlenirken %57 inhibisyonla Salvia ugucu yagi ikinci swrada yer almaktadir. Ugucu
yaglarin siiperoksit radikali siipiirme aktiviteleri pozitif kontrollerle kiyaslandiginda ise yaglarin,
stiperoksit radikali olusumunu % 50 inhibe eden derisimleri her iki kontrolden daha yiiksek oldugu
bulundu. Pozitif kontrollerde ise BHT' nin, askorbik asite gore siiperoksit radikali temizlemede daha

aktif oldugu goézlendi.

4.7. Ksantin Oksidaz Calismalari

Hekzanda farkli derisimlerde hazirlanan Artemisia ve Salvia ugucu yaglarmin ksantin
oksidaz enzimine etkileri ¢alisildiginda enzimin inhibe oldugu goézlendi. Farkli derisimlerdeki yag
cozeltilerine karsilik gbzlenen inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.9.’da verildi. Bu grafikten yararlanilarak
hesaplanan ugucu yaglarin ksantin oksidaz inhibisyonunda sahip olduklar1 en yiliksek inhibisyon

yiizdeleri ve ICs degerleri ise Cizelge 4.8.’de verildi.
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Sekil 4.9. Ksantin oksidaz inhibisyonunun Artemisia taurica (®) ve Salvia kronenburgii (0) ugucu

yag derisimleriyle degisimi.

Cizelge 4.8. Artemisia ve Salvia ugucu yaglarmin ksantin oksidaz inhibisyon yiizdeleri ve ICs

degerleri
Ornekler % Inhibisyon ICso (nL mL™")
Artemisia ugucu yagi 75.29+ 0.1 0.321+0.3
Salvia ugucu yagi 41.03 £0.7 —

Sekil 4.10.’da goriildiigii gibi ksantin oksidaz enzimini en yiiksek inhibe eden ugucu yag
Artemisia taurica olarak belirlendi. A.Taurica ugucu yagmin ksantin oksidazi % 50 inhibe eden ICsg
degerinin 0.321 + 0.3 uL mL" oldugu gbzlenirken, S.Kronenburgii ugucu yagmmn ksantin oksidazi
% 50 den daha az inhibe etmesinden otiirii ICs degeri gézlenmedi.

Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii ugucu yaglarinin inhibisyon kinetikleri ¢alisilip,

inhibisyon tiirlerinin bulunmas1 amaciyla ¢izilen Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri

Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.”de verildi.
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Sekil 4.10. Ksantin oksidaz'in, Artemisia taurica ugucu yagi ile etkilesiminde (A) Michealis-
Menten grafigi, (B) Lineweaver-Burk grafigi. (e: kontrol, Artemisia Taurica'nin

derisimleri ¥: 0.64, 0:0.32, ¢:0.156 uL mL ™).
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Sekil 4.11. Ksantin oksidaz'in, Salvia kronenburgii ugucu yagi ile etkilesiminde (A) Michealis-
Menten grafigi (0: kontrol, Salvia kronenburgii 'nin derisimleri ®: 0.8 ¥: 0.3 o: 1 uL
mL 7). (B) Lineweaver-Burk grafigi (e: kontrol, Salvia kronenburgii 'nin derisimleri

¥:1.0, 0:0.8, 0:0.3 uL mL ™).
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Inhibisyon tiiriinii belirlemek amaciyla cizilen Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanan

maksimum hiz (Vmax) ve maksimum hizin yarisindaki substrat konsantrasyonu derisimi (Kp)

Cizelge 4.9.”da verildi.

Cizelge 4.9. Ksantin oksidaz ile farkli derisimlerdeki Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii

ucucu yaglarmin etkilesiminde V. ve Ky, degerleri

Derisim Vmax K.
Ugucu yaglar (uL mL™) ( pmol dk™) ™M™
~ Kontrol 0.0309 90.91
Artemisia taurica ) ¢4 0.0309 161.29
0.32 0.0309 133.33
0.156 0.0308 107.52
‘ Kontrol 0.0329 90.91
Salvia 0.3 0.0284 80.00
kronenburgii
0.8 0.0213 60.61
1.0 0.0149 47.85

Artemisia taurica ugucu yagmin enzim kinetik ¢alismalarinda, maksimum hiz degismezken,

K degeri artmis olup, inhibisyon tiiriiniin; kompetitif (yarigmali) inhibisyon oldugu goézlendi.

Salvia kronenburgii ugucu yagmin degisik derisimlerinde ise hem Vy.x hem de K, degerleri

azaldigindan inhibisyon tiiriiniin; unkompetitif (yarisma dis1) inhibisyon oldugu saptandi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde dogal florada bulunan birgok bitki ihtiva ettigi etkili maddeler yoniinden hem
halk arasinda ilag olarak kullanilmakta hemde iizerinde tibbi ¢alismalar yapilmaktadir. Ozellikle
ucucu yaglar eski tarihlerden beri tedavide kullanilan ilaglar igerisinde yer almistir. Farkli bitki ve
baharatlardan elde edilen ugucu yaglarin bioaktif ilkeleri iizerindeki caligmalar, bu yaglarin
antimikrobiyal, antioksidan, antikanser aktivitesi gibi bir¢ok fonksiyonel 6zelliginin kesfedilmesi
ayrica dogal kaynakl ilaglarda goriilmyen veya az olan yan ekilerin sentetik ilaglarda dikkati
cekecek kadar fazla olmasi nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir (Candan ve ark., 2003; Vardar ve
ark., 2003). Bu calismada; Artemisia taurica Willd. ve Salvia kronenburgii Rech.Fil. bitkilerinin
toprak tstii kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal analizi ve serbest radikalleri
(hidroksil, siiperoksit ve DPPH) temizleyerek antioksidan o6zellik gosterip gostermedigi ayrica
Ksantin oksidaz enzimine etkileri degerlendirilerek bitki {izerinde yapilacak daha sonraki
farmakolojik ¢aligmalara 1g1k tutmas1 amag¢lanmastir.

Deneysel calismalarimiza ilk olarak ugucu yag eldesiyle baslandi. Bitklilerin ugucu yag
verimleri mL yag / 100 g kuru bitki seklinde Cizelge 4.1.’de verildi. 100 g kuru bitki 6rneklerinden
en fazla ugucu yag Salvia kronenbugiii toprak iistii kistmlarindan (0.716 + 0.035 mL) elde edildi.
Artemisia taurica ugucu yaginin verimi ise 0.590 + 0.065 mL olarak belirlendi.

Calismamizda kullanilan her iki ugucu yagin toplam antioksidan aktiviteleri ile toplam fenol
ve flavonoid igerikleri incelendi. mg gallik asit g™ olarak verilen toplam fenol igeriginin Artemisia
taurica ugucu yaginda 5.137 £ 0.050 mg g, Salvia kronenburgii ugucu yagmda 10.848 + 0.079 mg
g oldugu belirlendi. mg kuersetin g yag seklinde verilen toplam flavonoid igeriginin ise Artemisia
taurica ugucu yag1 (7.984 + 0.233 mg ), Salvia kronenburgii ugucu yagi (12.600 + 0.224 mg g™)
siralamastyla arttigi bulundu. Toplam antioksidan aktivite mM o-Takoferol asetat gr' olarak
verilerek Artemisia taurica ugucu yagi icin 438.4 + 4.198 mM g, Salvia kronenburgii ugucu yagi
icin 818.4 + 7.563 mM g olarak belirlendi. Uzerinde calistigimiz ugucu yaglarda toplam
antioksidan aktivite ile toplam fenol ve flavonoid miktarlar1 arasinda dogru orantinin oldugu
goriilmektedir. Bu durum bugiine kadar bir¢ok bilimcinin ortaya koydugu fenolik madde artisi ile
antioksidan kapasitenin artmasi arasmndaki dogru orantiy1 birkez daha gdstermektedir (Vinson ve
ark., 1998; Yildirim ve ark., 2000). Daha onceki calismalarda bazi arastirmacilar bitkilerdeki fenol
ve flavonoid miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda boyle bir pozitif korelasyon bulurken (Vinson
ve ark., 1998; Giilgin ve ark., 2001) bazilar1 ise bu iki belirleme arasinda bdyle bir iliski
bulunmadiginit (Maillard ve ark., 1995; Bacco ve ark., 1998) belirtmislerdir. Buradanda toplam
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antioksidan aktivitenin her zaman fenolik madde miktarma bagli olmadigi ancak antioksidan aktivite
belirlemede 6nemli bir parametre oldugunu sdyleyebiliriz.

Bitkiler, dogal antioksidan bilesiklerin baglica kaynagini olusturmaktadir. Meyve ve
sebzeler, baharatlar, bitkisel yaglar ve tohumlarin igermis olduklar1 antioksidan bilesikler pek ¢ok
arastirmaya konu olmus, antioksidan etkilerinin de fenolik bilesiklerden ve 6zellikle flavonoid
yapisindan kaynaklandigi gosterilmistir (Dapkevicius ve ark., 1998; Merken ve ark., 2001). Fenolik
bilesikler bitkilerde en fazla miktarda bulunan meyve ve ¢iceklere renklerini veren, ¢evresel stres
faktorlerine karsi bitkilerde koruma saglayan fitokimyasallardir. Kimyasal yapt ve sekillerinden
kaynaklanan farkliliklar nedeniyle fenolik bilesiklerin biyolojik sistemlerdeki etkileride farklidir.
Bitkilerde bulunan fenolik asitler, flavonoidler, izoflavonoidler ve takoferoller baslica fenolik
bilesiklerdendir (Fidan ve Diindar, 2007). Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi; serbest radikallerin
elektron veya hidrojen atomunu alarak, zincir tepkimelerini sonlandirarak serbest radikalleri
temizleme, ge¢is metalleriyle bilesik olusturma, singlet oksijen atomunu engelleme veya azaltma
gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Fonksiyonel besinlerden biri olan flavonoidler antioksidan
ozellikleri olan onemli bilesenlerdendir. Bircok kronik hastaliin gelismesinde serbest oksijen
radikallerinin rolii oldugundan, antioksidan aktiviteye sahip olan flavonoidler daha da Onem
kazanmaktadir (Cotelle, 2001). Flavonoidler antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz,
lipoksigenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar1 ile selat olusturarak,
diger antioksidanlarla etkilesime girerek, siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil
radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler. Flavonoidlerin antioksidan
etkilerinin yani sira antiviral, antialerjik, antitimdr gibi pek cok 6zellikleride bulunmaktadir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi onlarm redoks 6zelliklerinden dolayidir. Flavonoidlerin diisiik
redoks potansiyeline sahip olmalarindan dolay1 (0.23 < Et < 0.75) redoks potansiyelleri 2.13-1.0
arasinda olan okside olmus siiperoksit, hidroksil radikalleri gibi serbest radikallere hidrojen atomu

vererek onlar1 indirgeyebilirler.

FL-OH + R , FL-O° + RH

FL-O radikali ikinci bir radikalle tepkime verebilir ve kararli kinon yapisi elde edilir (Piette,
2000).

Caliymamizda bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimini saptamak amaciyla
GC-MS analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucunda; Artemisia ugucu yaginda 9 bilesen
tanimland1 ve bu bilesenlerinde toplam yagm % 99.42’sini olusturdugu belirlendi. Artemisia taurica

ucucu yaginda ilk ii¢ ana bilesen; kamfor (% 37.68), 1.8-sineol (% 35.57) ve trans karyofillen (%
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13.95) olarak saptandi. Kozhina ve arkadaslarinin Artemisia taurica ugucu yagi iizerine yapmis
olduklar1 caligmada yagin ana bilesenleri, kamfor ve 1.8- sineol olarak belirlenmistir (Kozhina ve
ark., 1969). Bu literatiir, ayn1 bitkinin toprak {stii kisimlarinin ugucu yaglarinin analiz edildigi
calismamizdaki sonuglara yakin benzerlik gostermektedir. Farkli Artemisia tiirlerinin ugucu yag
iceriklerine iliskin birgok calisma mevcuttur. Artemisia alfa ugucu yaginin ana bilesenleri; kamfor
(% 26.8), davanon (% 16.6), bornil asetat (% 3.8) olarak belirlenmistir (Burist ve ark., 2001). Yine
Artemisia santanicum, Artemisia spicigera ve Artemisia absinthium ugucu yaglarin da kamfor, 1.8-
sineol, borneol, limonen, Artemisia dracunculus ugucu yaginda anethol, osimen ve limonen,
Artemisia annua ucgucu yagmda ise kamfor, karyofillen ve selinen ana bilesenler olarak
belirlenmistir (Juteau ve ark., 2002; Sayyah ve ark., 2004; Kordali ve ark., 2005).

Van yoresine endemik bir tiir olan Salvia kronenburgii ugucu yagmm GC-MS analizi
sonucunda yagin % 99.37’sine karsilik gelen 40 bilesen tanimlands. i1k ii¢ ana bilesen 1.8-sineol (%
24.75), limonen (% 20.62) ve geranil asetat (% 12.67) olarak belirlendi. Calismamiz sonucunda
belirlenen bu bilesenler Altun ve arkadaslarinin bitkinin ugucu yag igergini belirlemek amaciyla
yapmis olduklar1 ¢alismanin sonuglariyla da benzerlik gostermistir (Altun ve ark., 2007). Salvia L.
cinsinin farkli tiirleriyle yapilan arastirmalarda Salvia candidissima’da B-pinen, Salvia furiticosa ve
Salvia tomentosa’da 1.8-sineol, Salvia officinallis’de kamfor ana bilesenler olarak tesbit edilmistir
(Bayrak ve Akgiil, 2001). Yine Demirci ve arkadaslarmin Tiirkiye’de endemik olarak yetisen Salvia
caespitosa, Salvia divaricota, Salvia hyporgeia ve Salvia pilifero tlizerine yaptiklar1 ¢alismada ana
bilesenler olarak pinen, limonen, 1.8-sineol ve thymol belirlenmistir (Demirci ve ark., 2003).
Goriildigu gibi ayn1 bitki tiirtinden elde edilen ugucu yaglarda kimyasal kompozisyon ve biyolojik
aktiviteler yoniinden farkliliklar bulunmas: bitkinin genetik yapisina, ugucu yagm elde edildigi
organa ve ¢evresel etmenlerin degisimine baglanabilmektedir (Karaman ve ark., 1999; Perry ve ark.,
1999).

GC-MS analizleri sonucunda her iki u¢ucu yagn ilk ii¢ ana bilesenleri géz oniine alindiginda
1.8-sineol’iin ortak bilesen oldugu, Salvia ugucu yaginda miktar olarak ilk ana bilesen iken
Artemisia ugucu yaginda ikinci ana bilesen oldugu goriilmektedir. Ugucu yaglarda ana bilesen
olupta ortak olmayan diger bilesenler Salvia ugucu yagi icin limonen ve geranil asetat; Artemisia
ucucu yagi i¢in kamfor ve trans karyofillen seklindedir. Bu ana bilesenlerin kimyasal yapilar1 Sekil

5.1.’de verilmistir.
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Sekil 5.1. Ugucu yaglarda bulunan ana bilesenlerin kimyasal yapilari.

Bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan bu bilesenler incelendiginde, 1.8-sineol, limonen,
kamfor ve geranil asetat bilesiklerinin monoterpen yapida olduklari, trans karyofillen’in ise
seskiterpen oldugu goriilmektedir.

Ucucu yaglarda bugiine kadar 2000’den fazla bilesenin bulundugu gdsterilmistir (Toroglu ve
Cenet, 2006). Ucucu yaglarin kimyasal yapilarinin en biiyiik grubunu terpenler olusturmaktadir.
Bununla birlikte az miktarda alkoller, aldehitler, esterler, fenoller, azot ve kiikiirt igeren bilesikler
bulunmaktadir (Kilig, 2008). Terpenler hidrokarbonlarin genis ve ¢esitli bir sinifidir. Bitkilerde ve
hayvanlarda bir¢ok farkli islevleri bulunurken gidalarda aroma bilesenleri olarak Snemlidirler.
Terpenler izopren birimlerinden tiiretilirler. Bundan dolayida terpenler izopren (CsHg) birimlerine
donebilen dogal {irlinler olarak tanimlanirlar. Monoterterpenler, seskiterpenler, diterpenler,
sesterpenler, tri ve tetra terpenler olarak incelenirler. Monoterpenler iki izopren {initesinin
baglanmasiyla olusan on karbonlu bilesiklerdir. Monoterpenler antispazmotik, antibakteriyel,
antifungal ve hatta antikanser Ozellikleri nedeni ile genis bir kullanim alanma sahiptirler.
Seskiterpenler ise bir¢ok farkli organizmada rastlanan biiyiik bir madde grubudur. Seskiterpenler
fizyolojik etkileri yoniinden incelendiklerinde tasidiklari bilesiklerden ileri gelen fitotoksik ve
antibiyotik 6zellikleri oldugu goriilmiistiir (Beal, 1991).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/02/Camphor_structure.png
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Artemisia ve Salvia ugucu yaglarinda ortak ana bilesen olarak bulunan 1.8-sineol
antibakteriyel, antialerjik, sedatif (sakinlestirici), antilaryngitic (ses tellerinde olusan enfeksiyonlara
kars1), hypotensive (tansiyon diisiiriicii) gibi 6zellikleri olan ve antiinflatuvar etkisi nedeniyle astim
ve brongit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir monoterpendir (Juergens ve ark., 2003;
Faleiro ve ark., 2003).

Salvia ugucu yagmnin ikinci ana bileseni olan DL-limonen ise turunggillerin ve diger birgok
bitki tiirlinlin yapisinda yaygin olarak bulunan bir monoterpendir. Kokusu nedeniyle kozmetik
sanayisinde ve temizlik iirlinlerinde kullanilmaktadir. Calismalar; limonenin antiinflamatuvar,
antikanser, antimikrobiyal etkisinin oldugunu, hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde de antitiimor
etkiye sahip oldugunu kanitlamistir. Bu etkilerinin yani sira kalp ve damar tikanikliklarinda etkilidir
(Mazzanti ve ark., 1998; Sever ve Ozbek., 2005; Ozbek ve ark., 2007). Salvia ugucu yagmin iigiincii
ana bileseni olan geranil asetatin sedatif, antibakteriyel, antiviriitik ve ferahlatici etkileri
tanimlanmistir (Lima ve ark., 1996; Duarte ve ark., 2006).

Artemisia ugucu yaginin ilk ana bileseni olarak belirlenen kamfor tabiatta bircok bitkinin
yapisinda bulunan bisiklik monoterpendir. Kan dolasimmi kuvvetlendirici, kalp yetmezligini
giderici, akciger hastaliklarini giderici ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir (Baricevic ve ark., 2001;
Mirva ve ark., 2001; Copek ve ark., 2003). Artemisia ugucu yaginm % 19.95’lik kismini olusturan
lclincli ana bileseni karyofillenin ise antiinflamatuvar (iltahap giderici) Ozellik gosterdigi
bildirilmistir (Kamatou ve ark., 2005; Duarte ve ark., 2006).

Dogal antioksidanlar, oksidatif hasara kars1 dokular1 veya hiicreleri koruyucu 6zellikleri géz
Ontine alindiginda yaslanmaya, doku hasarina, toksik ajanlar ile zehirlenmeye ve bir¢cok hastaliga
kars1 koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedirler (Ito ve Hirose, 1989). Bu nedenle son yillarda
antioksidan Ozellik gosteren bilesikler hakkindaki arastirma ve uygulamalar gittikge giincellik
kazanmaktadir. Bitkiler, bitki oziitleri ve esansiyel yaglarmin degisen derecelerde antimikrobiyal,
antioksidan, antifungal vs. gibi etkilere sahip olduklar1 tarihin eski donemlerinden beri
bilinmektedir. Tibbi bitkilerden elde edilen ekstraklarin gidalarda koruyucu olarak, eczacilikta, tipta,
parfim ve kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanilan hammaddeler olmalari nedeniyle ¢ok sayida
arastirma ele alimmigs ve antioksidan etkilerinin olduguna dair 6nemli sonuglar elde edilmistir
(Nielson ve Rios, 2000; Karanika ve ark., 2001). Bitki 6ziitlerinin hidroksil, siiperoksit, hidrojen
peroksit gibi serbest radikalleri temizleme 6zellikleri ve bu 6ziitlerin DPPH radikali iizerine etkileri
ile ilgili cok sayida calisma bulunmaktadir (Diilger ve ark., 1999; Kosar va ark., 2002; Parejo ve
ark.,2002; Karanika ve ark.,2001; Abid ve ark., 2007). Ancak bitki u¢ucu yaglarmin reaktif oksijen
tiirlerine (ROT) etkisi ile ilgili ¢ok az ¢aligma mevcuttur (Candan ve ark., 2003; Vardar ve ark.,

2003; Kordali ve ark., 2005). Calismamizda kullanilan Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii
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ucucu yagarinm ROT’lara etkisi ile ilgili literatiire rastlanmamistir. ROT’larin yaslanma, diyabet,
kanser gibi bir¢ok kronik hastaligin olusumunda 6nemli olduklar1 bilindiginden, ¢alismamizda
Artemisia ve Salvia ugucu yaglarinin antioksidan 6zelliklerinin daha detayli incelenmesi amaciyla
bu yaglarin reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii aktiviteleri incelendi.

Ucucu yaglarin DPPH radikali inhibisyon ozellikleri; % inhibisyon degerlerine gore
incelendiginde 83.712 + 0.408 inhibisyonla DPPH radikalini siipiiriicii en yiiksek aktivite Salvia
ucucu yaginda gozlendi. Artemisia ugucu yaginin % inhibisyon degeri ise 82.175 + 0.366 olarak
belirlendi. Ugucu yaglarm DPPH radikalinin % 50 sini siipiirdiigli derisimlere bakildiginda yiiksek
radikal siipiiriicti etki, % inhibisyon degerine paralel olarak Sa/via ugucu yaginda (7.438 + 0.100 pL
mL™) gozlemlendi. Artemisia ugucu yaginda ise radikal siipiiriicii etkinin (14.238 + 0.129 uL mL™)
daha disiik oldugu belirlendi. Bilindigi gibi diisiik ICsy degeri yliksek antioksidan kapasiteyi
gostermektedir. Elde edilen ugucu yaglarin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi pozitif kontrollerle
karsilastirildiginda (BHT ve askorbik asit), pozitif kontrollerin bu radikali siipiirmede yaglara gore
daha zay1if olduklar1 belirlendi.

Hidroksil radikali; DNA bazi, lipidler, aminoasitler ve karbohidratlar gibi canli hiicrelerde
bulunan molekiiller i¢in en zararli olan serbest radikal tiiriidiir. Fe"3/askorbat/EDTA/H,0, sistemi ile
olusturulan hidroksil radikali ile deoksiribozun bozunmasmin, ¢alisilan yag Ornekleriyle inhibe
edildigi bulunmustur. Calismamizda Artemisia ve Salvia ugucu yaglarinin hidroksil radikalini
siiptirmede pozitif kontrollerden daha etkin olduklar1 belirlendi. Artemisia ve Salvia ugucu
yaglarmm ICsy degerleri sirasiyla 0.404 + 0.016 uL mL™ ve 0.192 = 0.001 pL mL™" olarak bulundu.
Bu degerler siipiirme gii¢liniin bir 6l¢lisii olan % inhibisyon degerleriyle de uygunluk gosterdi.
Salvia ugucu yagmda hidroksil radikalini siipiirme aktivitesinin daha yiiksek bulunmasi icermis
oldugu fenol ve flavanoid miktarina baglanabilir.

Bilindigi gibi siiperoksit radikali hem cevresel etkenler, hemde organizmadaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerde en ¢ok ve en kolay fliretilen reaktif oksijen tiirlidiir. Uzun bir yar1
Omre sahip olup bu 6zelliginden dolayida olustugu bolgelerden daha uzak bolgelere tagmabilir. Bu
nedenle biyolojik sistemlerde onemli bir yere sahip olan radikaldir. Calismamizda ugucu yaglarin
stiperoksit radikali inhibisyon yiizdeleri karsilagtirildiginda % 60.00 + 4.810 inhibisyon yiizdesiyle
Artemisia ugucu yaginin Salvia ugucu yagma gore (% 57.142 + 3.092) daha etkin oldugu bulundu.
Yaglarin stiperoksit radikalinin % 50’sini siliplirdiigii 1Cso degerleride; Artemisia ugucu yaginda
0.189 + 0.049 pL mL", Salvia ugucu yagmnda ise 0.335 + 0.045 pL mL™ olarak belirlendi. Bu
sonuglardan ugucu yaglarin artan siliperoksit radikali inhibisyon ylizdeleri ile azalan ICsg

degerlerinin paralel oldugu goriilmektedir. Yine elde edilen ugucu yaglarin siiperoksit radikali
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inhibisyon etkileri pozitif kontrollerle karsilastirildiginda (BHT ve askorbik asit), pozitif kontrollerin
yaglara gore daha zayif olduklar1 belirlenmistir.

Deneyimizin son asamasinda ugucu yaglarin ksantin oksidaz enzimine etkileri incelendi.
Bilindigi gibi ksantin oksidaz enzimi siiperoksit anyon radikalinin en Onemli kaynaklarindan
birisidir. Hipoksantini ksantine, ksantini ise iirik aside doniistiiren tepkimeleri katalizler. Bu esnada
molekiiler oksijen indirgenerek siiperoksit anyonuna doniistiiriiliir. Bitki 6ziitlerinin ksantin oksidaz
enzimi inhibisyonu ve inhibisyon kinetigi ile ilgili bircok calisma mevcuttur (Sweeney ve ark.,
2001; Candan, 2003; Filha ve ark., 2006; Lin ve ark., 2008). Chrysin, luteolin, flavon, kuersetin gibi
bir¢ok flavonoidin de ksantin oksidaz inhibisyonuna sebep olduklar1 belirlenmistir (Nagao ve ark.,
1999). Literatlir taramalarimiz sonucunda Artemisia taurica ve Salvia  kronmenburgii ugucu
yaglarinin ksantin oksidaz inhibisyonu ve inhibisyon kinetigi ile ilgili literatiire rastlanmamastur.

Ucucu yaglarin inhibisyonlar1 Cizelge 4.8.’de verilen ICsy degerleri gz Oniine almarak
degerlendirildiginde Artemisia ugucu yagmm % 75 inhibisyon yiizdesi (ICso= 0.321 + 0.3 uL mL™)
ile ksantin oksidaz inhibisyonunda en etkin ugucu yag oldugu gozlendi. Salvia ugucu yaginin % 41
inhibisyon ylizdesine sahip oldugu belirlendi, ksantin oksidazi % 50 inhibe edecek aktivite
gostermediginden ICsg degeri gozlenmedi.

Ugucu yaglarin, toplam antioksidan aktivite ve DPPH ile hidroksil radikali temizleme
ozelliklerinin, toplam fenol ve flavonoid miktarlar1 arasinda dogru orantmin oldugu goézlenmisti.
Ancak ucucu yaglarin siiperoksit radikallerini temizlemesi ile fenol ve flavonoid miktarlar1 arasinda
dogru orantinin olmadig1 gozlendi. Ugucu yaglarla toplam fenol, flavonoid miktarlar1 ile toplam
antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, Salvia ugucu yagmin daha yiiksek degerlere sahip
oldugu bulunmus olmasina ragmen stiperoksit radikali gidermede %60 inhibisyon ile en yiiksek
aktivite Artemisia ugucu yaginda gozlendi. Bu da siiperoksit radikalini iireten mekanizmanin yani
ksantin oksidaz inhibisyonunun Artemisia ugucu yaginda daha fazla olmasiyla agiklanabilir.

Calismamizda ucucu yaglarin ksantin oksidaz enzimi i¢in inhibitér madde icerdigi goriiliince
tepkimenin inhibisyon tiiriinii saptamak amactyla inhibisyon kinetikleri ¢alisild1. Inhibisyon tiirlerini
belirlemek amaciyla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve tepkimeler i¢cin V. ve Ky, degerleri tesbit
edildi. Artemisia ugucu yaginin artan derisimleriyle birlikte Vi degismeyip Ky, degeri arttigindan
inhibisyon tiirlinlin kompetitif (yarigmali) inhibisyon oldugu belirlendi. Kompetitif inhibitorler
serbest enzimin aktif bolgesine baglanmak i¢in substratla yarigmakta ve enzim- substrat kompleksini
olusturarak inhibisyona neden olmaktadirlar. Substrat derisimi arttirilarak inhibisyon 6nlenebilir.

Salvia kronenburgii ugucu yaginin artan derisimlerine karsin hem Vp,x hemde K,, degeri
azaldigindan inhibisyon tiirliniin unkompetitif (yarigma dis1) inhibisyon oldugu saptandi

Unkompetitif inhibitorler, serbest enzime degil, enzim-substrat kompleksine baglanarak, enzim-
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substrat-inhibitor kompleksini olustururlar. Unkompetitif inhibitdr ve substrat enzim iizerinde ayni
bdlgeye baglanmak i¢in yarigsmadigindan substrat derigiminin arttirilmasi inhibisyonu dnlemez.
Yapilan tiim in-vitro ¢alismalar sonucunda; Artemisia taurica ve Salvia kronenburgii ugucu
yaglarinin reaktif oksijen tiirleri ve ksantin oksidaz enzimi inhibisyonunda etkin olduklar1 gézlendi.
Artemisia ugucu yaginin siiperoksit radikali ve ksantin oksidaz enzimi inhibisyonunda Salvia ugucu
yagina oranla daha etkin oldugu, Salvia ugucu yagmin ise hidroksil radikalini ve DPPH’1 siiplirmede
etkin oldugu belirlendi. Tiim sonuglar dogrultusunda bu bitkilerin, antioksidan olduklar1 gézlenmis
ve reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu bir ¢ok hastaligin tedavisinde ve hatta ksantin oksidaz
inhibitorii olan allopurinol gibi gut hastaliklarm tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Ancak

bu olasi fikirlerin in vivo ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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