T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

MUS ILINDEKI SAPLI MESE (Quercus robur subsp. pedunculiflora)
YAPRAK VE PALAMUDU iLE BU AGACTAN ELDE EDIiLEN GEZO
PEKMEZININ ANTIiOKSIDAN AKTIiVITELERININ TAYINi

YUKSEK LISANS TEZi

Remzi BOGA

DANISMAN
Dog¢. Dr. Ercan BURSAL

MUS-2013



T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

Remzi BOGA tarafindan yapilan “Mus flindeki Saph Mese (Quercus robur subsp.
pedunculiflora) Yaprak ve Palamudu ile Bu Agactan Elde Edilen Gezo
Pekmezinin Antioksidan Aktivitelerinin Tayini” konulu bu ¢alisma, jlirimiz
tarafindan Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul
edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Do¢. Dr. Ercan BURSAL
Uye : Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin ALLAHVERDI
Uye : Yrd. Dog. Dr. Nevin TURAN

Tez Savunma Sinavi Tarihi: 28/08/2013

Yukaridaki bilgilerin dogrulugunu onaylarim.

il eeid

Yrd. Dog. Dr. Hasan Ali AYGOR

Enstiti Midir Yrd.




ICINDEKILER

ICINDEKILER

TESEKKUR

SIMGELER VE KISALTMALAR
TABLOLAR

SEKIiLLER

OZET

ABSTRACT

1. GIRIS

1.1. Sapli Mese (Quercus robur subsp. pedunculiflora)
1.2. Serbest Radikaller

1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklar1

1.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Onemi
1.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri
1.2.3.1. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi
1.2.3.2. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkisi
1.2.3.3. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkisi
1.2.3.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicre Zarina Etkileri
1.2.4. Molekiiller Oksijen (O,) ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
1.3. Antioksidanlar

1.3.1. Dogal Antioksidanlar

1.3.2. Sentetik Antioksidanlar

1.3.3. Antioksidan Etki Ttirleri

1.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri
1.3.4.1. Endojen Antioksidanlar

1.3.4.2. Eksojen Antioksidanlar

1.4. Oksidatif Stres

2. MATERYAL VE METOT

3. ARASTIRMA BULGULARI

4. TARTISMA VE SONUC

5. KAYNAKLAR

OZGECMIS



TESEKKUR

Yiiksek Lisans Egitimim siiresince yetismemde biiyiik emegi gegen, bu siirecte sabrini
ve bilgilerini esirgemeyen, tez ¢alismalarimda her tiirlii konuda destek olan deneyimlerinden
cok sey kazandigim degerli hocam saym Dog. Dr. Ercan BURSAL’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Caligsma materyali olan bitkinin tetkik ve teshisinde bana yardime1 olan Yiiziincii Y1l
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii &gretim iiyesi Dog. Dr. Fevzi
OZGOKCE hocama tesekkiir ederim. Ayrica tez yazim asamasinda her tiirlii destek ve
katkilarini esirgemeyen arkadasim Muhammet Seyit POLAT a tesekiir ederim.

Remzi BOGA

Agustos, 2013



Simgeler
%

’C

A

dk

M

mg

ng

ul

mM

Kisaltmalar

ABTS
BHT
BHA
CAT
DPPH-
ROS
RNS

Re
ROO-
RO-
RS-
RSO-
OH-
PG
POD
GSH
GSSG
GSSG-Rx
0"
IgG
SOD
MDA
H2 O 2
CuZnSOD
FADH,
Hb
LDL
NAD(H)"
TCA
uv
WHO

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde Deger
Santigrat derece
Radikal

Alfa

Dakika

Molar
Miligram
Mikrogram
Mikrolitre
Milimolar

2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit radikali
Biitillenmis Hidroksitoluen
Biitillenmis Hidroksianisol
Katalaz
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali
Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Azot Tiirleri

Organik Radikali

Peroksit Radikali

Alkoksi Radikali

Tiyil Radikali

Siilfenil Radikali

Hidroksi Radikali

Propil Galat

Peroksidaz

Glutatyon

Okside Glutatyon

Glutatyon Rediiktaz

Stiperoksit Radikali

Immiin globiilin G

Stiperoksit Dismutaz
Malondialdehit

Hidrojen Peroksit

Bakir Cinko Siiperoksit Dismutaz
indirgenmis Flavin Adenin Diniikleotit
Hemoglobin

Low Density Lipoprotein (Diisiik Yogunluklu Lipoprotein)
Nikotinamit Adenin Diniikleotit
Triklor Asetik Asit

Ultraviyole

Diinya Saglik Orgiitii



SEKILLER

Sekil 1.1. Saplt mese (Quercius robur subsp. pedunculiflora) yaprak ve palamudu
Sekil 1.2. Sirali yapraklari sicak suda bekletme
Sekil 1.3. Antioksidan bir maddenin serbest radikale elektron transferi

Sekil 1.4. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu

Sekil 1.5. Serbest radikallerin hiicreye etkileri

Sekil 1.6. E vitamini

Sekil 3.1. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ve
standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli konsantrasyonlarindaki
(10-30 pg/ml) indirgeme kuvvetlerinin karsilastirmasi

Sekil 3.2. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ve
standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli konsantrasyonlarindaki
(10-30 pg/ml) DPPHe radikali giderme aktivitelerinin karsilagtirmasi

Sekil 3.3. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ve
standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli konsantrasyonlarindaki
(10-30 pg/ml) ABTS™ giderme aktiviteleri

Sekil 3.4. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) liyofilize
su ekstresinin 30 pg/ml konsantrasyonunda ABTS™ giderme aktivite yiizdesinin
standart birer antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi

12

23

32

33

34

35



TABLOLAR

Tablo 1.1. Serbest radikal kaynaklari
Tablo 1.2. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar
Tablo 1.3. Dogal antioksidanlara bazi 6rnekler

Tablo 1.4. Eksojen antioksidan ilaglarin kullanimi

13

16

25



OZET

Serbest oksijen radikalleri viicutta siirekli olarak olusturulurlar. Antioksidan
mekanizmalar bu radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldirirlar. Bu oksijen radikalleri hiicre
hasarina yol acar, bu olaya “oksidatif stres” adi verilir. Bu caligmada Mus ve Bitlis
yoresindeki mese agacinin (Quercus robur subsp. pedunculiflora) palamut, yaprak ve
yapraklardan elde edilen gezo pekmezinin antioksidan aktivitelerinin miktarinin tayini
amaglanmistir. Bu agacin palamut, yaprak ve gezo pekmezinin etanol ve su ekstreleri elde
edildi. Elde edilen bu ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH, ferik tiyosiyanat
metodlar1 ile belirlendi. Sonuclar ise standart antioksidan olarak kullanilan BHA, BHT ve
askorbik asit ile karsilastirildi. Palamut ekstrelerinin diger ekstrelere gore yliksek antioksidan

aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Serbest radikaller, antioksidanlar, gezo pekmezi, mese

palamudu
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ABSTRACT

Oxygen free radicals are created continuously in the body. Antioxidant mechanisms
eliminate the damage of these radicals. These oxygen radicals lead to cell damage, this event
is called "oxidative stress". In this study, it is aimed to determine the amount of antioxidant
activities of acorn, leaves and gezo molasses that obtained from the leaves of oak (Quercus
robur subsp. pedunculiflora) in Mus and Bitlis province. Ethanol and water extracts of acorn,
leaves, and gezo molasses of this tree were obtained. Antioxidant activities of extracts were
determined according to the ABTS, DPPH and ferric thiocyanate methods. The results were
compared with BHA, BHT and ascorbic acide which are used as standard antioxidants.

According to the other exracts, high antioxidant activities of acorn extracts were determined.

Key words: Free Radicals, Antioxidants, Gezo molasses, oak acorn
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1. GIRIS

Bitkiler besin maddeleri olmalarinin yaninda tedavi amaclh da kullaniimalari
insanlik tarihi kadar eskidir. Bitkiler igerdikleri maddelerle insan ve hayvan sagligi
yoniinden 6nem tasirlar. Cesitli hastaliklarin varligi ve bunlarin tedavi edilmesi
amactyla bu gecen zaman igerisinde bitkilerin kullanimi ve her birisine ait spesifik
Ozellikleri insanlar tarafindan kesfedilerek gelistirilmistir (Baytop 1999). Sentetik
olarak elde edilen ilaclarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar tekrar dogal
kaynakl1 ilaglar1 kullanmaya sevketmistir. Bitkisel ilaglarin tedavide kullanilmasinin
basgka bir Uistlinliigli de birkac etkiye birden sahip olmalaridir. Oysa sentetik ilaglar
sadece tek etkiye sahiptirler. Bu ylizden yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak tizere
bitkiler iizerinde yapilan arastirmalar giin gectikge Onemini artirmaktadir (Baytop
1984).

Glinlimiizde insan ve hayvanlarin tedavisinde bir¢ok ila¢ sentetik olarak
iretilmekte, buna karsilik son 30-40 yilda 6zellikle endiistrilesmis tilkelerde, bitkisel
ilaglara dogru biiyiik bir yonelis goriilmektedir (Ozer ve ark. 2001).

Tibbi bitkiler gelismekte olan iilkelerde yiizyillardir hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu iilkelerde ekonomik sartlarin zorlugu ve tibbi tedavilerin
yetersizliginden dolay1 insanlar1 bu arayislara zorlamistir. Nitekim Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) arastirmalarma gore, gelismekte olan iilkelerde yasayan insanlarin
%80’1 tedavi amaciyla yanlizca geleneksel ilaglar1 kullanmaktadir.

Ekonomik seviyesi yiiksek olan iilkelerden olan Amerika ve Kanada’da
1984°te bitkilerden elde edilen tibbi bilesiklerin geleneksel ilaglar1 da énemli bir rol
oynadigi, recgete edilen ilaglarin en az %25’inin dogal bitki {iriinleri oldugu tespit
edilmistir (Eloff 1998).

Mezopotamya uygarligi doneminde bilinen bitkisel ilaglarin miktar1 250
civarindadir. Tabletlerdeki regetelerde nane, rezene, safran, kekik, kitre, hashas, egir

koku gibi ilaglara rastlanmaktadir.



1.1.  Saph Mese (Quercus robur subsp. pedunculiflora)

Sekil 1.1. Sapli Mese (Quercus robur subsp. pedunculiflora) yaprak ve palamudu

Tirkiye’deki ormanlarda sadece mese agaci cinsinin 30’dan fazla tiiriine
rastlanmaktadir. Bu agaglardan insanlar cesitli sekillerde faydalanmaktadir (Sen
2001).

Sapli mese (Quercus robur subsp. pedunculiflora) siddetli karasal iklimin
hiikiim siirdiigii, kislarin daha soguk ve uzun, yagis miktarinin daha fazla, sicaklik
farklarinin yiiksek oldugu Dogu Anadolu Boélgesinin dogal bitki Ortiisiidiir. Dogu
Anadolu Bolgesinde mese ormanlart genellikle kurakeil mese tiirlerinden olusur.
Mese tiirlerinin yaygin olanlar1 sapli mese (Quercus robur subsp. pedunculiflora),
Dogu Anadolu palamut mesesi (Quercus brandii), Liibnan mesesi (Q. libani), maz1
mesesi (Q. infectoria), sapsiz mesesi (Q. petraea subsp. pinnatiloba) ve Ispir mesesi
(Q. macranthera subsp. syspirensis)’dir. Piiliimiir (Tunceli), Ispir (Erzurum), Bingél
cevrelerinde Ispir mesesi; Malatya, Elazi3, Bingdl, Bitlis ve Hakkari ¢evrelerindeki
daglik sahalarda Dogu Anadolu palamut mesesi; Elazig, Mus ve Bingdl ¢evrelerinde
sapli ve sapsiz mese; Malatya, Yesilyurt, Potiirge, Bing6l, Hazar Golii ¢evrelerinde
maz1 mesesi yaygindir (Giinal 2013).



Palamudun en ¢ok kullanildig1 yer, deri sanayisidir. Bu sebepten dolay1
palamud hakkinda bilgi verilirken dericilik tarihine géz atmak gerekir. Dericiligin
tarihi insanlk tarihi ile baslar. Ik insan giyecek olarak dnceleri bitkisel liflerden
daha sonralari da avladigi hayvanlarin derilerinden faydalanmistir. Anadolu’da
eskiden beri zengin bir palamud varligi mevcuttur (Inal 1958). Mezopotamya’nin
insanlik tarihindeki yeri deri sanayisi ile de yurt edilmistir.

Mus ve Bitlis yoresinde sapli mese agacinin yapraklar iizerinde yaklagik 10
yilda bir kez kolloidal, jelimsi bir madde olusur. Yore halki tarafindan bu maddeden
gezo pekmezi elde edilir. Bu pekmez eski donemlerden beri hem besin maddesi hem
de alternatif tipta kullanilagelmektedir. Gezo pekmezinin hammaddesi yaprak
tizerindeki bu salgi maddesi olup, bal gibi tathidir ve hos bir kokusu vardir. Koyliiler,
pekmez yapabilmek i¢in bol yaprakli mese dallarini kesip, sira yiiklii dallar1 belli bir
yerde toplarlar. Dallar su dolu kazanlara batirilir ve kazandaki su siranin etkisiyle
serbet haline getirilir. Sirali su buharlasip koyulasincaya kadar (6-7saat) ateste

karigtirtlarak kaynatilir ve pekmez halini alir.

Sekil 1.2. Siral1 yapraklar: sicak suda bekletme

Yorede bu pekmezin sifa verdigine inanilir. Yaprak iizerinde adeta kalin bir
tabaka halinde bulunan siranin yapist hakkinda bugiine kadar yeterince aragtirma

yapilmamustir.



1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda g¢iftlenmemis tek
elektron i¢ceren maddelere verilen isimdir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverigine girebilen bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri
de (ROT) denmektedir (Cavdar ve ark. 1997). Serbest radikal, bir veya birden fazla
tek elektron iceren yliksek reaktiviteli molekiil veya gruplardir (Akpoyraz ve Durak
1995).

Serbest radikal molekiilleri, ¢ok kararsiz, diger molekiillerle ¢ok hizli
reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek i¢in elektron almaya
gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile saldirdiginda onun elektronunu
calarak okside eder ve bu yeni molekiiliin kendisi bir serbest radikal haline doniistir.
Bu zincir reaksiyonlar dizisi canli hiicrenin zarar gormesi ile sonuglanir. Serbest
radikallerin yarattifi en biiylik zarar hiicre zarlar1 {iizerinedir. Bunlar hiicre
zarlarindan elektron alarak eslenir. Hiicre zar1 ve sonug olarak hiicre yapisin1 bozar.
Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya ¢ikar.
Eslenmemis elektron igeren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar gordiigi
reaksiyonlar dizisini baglatir.

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag
olusturmasi ile meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu
elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar cift
halde bulunur. Eger elektron c¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve kararsiz
duruma geger. Serbest radikallerdeki c¢iftlenmemis elektronlar kararli duruma
geemek ister ve kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni
bir serbest radikal haline doniistiiriir. Serbest radikallerin baglattig1 bu zincirleme
reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder
(GOkpinar ve ark. 2006).

Atomlar, proton ve ndtronlardan olusan pozitif yiikli bir ¢ekirdek ve
¢ekirdegin etrafinda bulunan negatif yiiklii elektronlardan olusurlar. Elektronlar hem
partikiil, hem de dalga 6zelligine sahip olup; ¢ekirdek etrafinda 151k hiz1 ile hareket
ederler. Bu nedenle elektronlarin ¢ekirdek etrafindaki yeri tam olarak tarif edilemez,

yalnizca bulunma olasiligimin en fazla oldugu yerden bahsedilebilir. Belirli



elektronlarin bulunma olasiliginin en yiiksek oldugu yer “orbital” olarak adlandirilir.
Her orbital zit spinli olmak iizere iki elektron igerebilir (Kiling 2002).

Kuantum kimyasina gore bir bag yapisina ancak iki elektron girebilir. Ayrica
iki elekronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru donen
bir elektronun esi asagiya dogru donen bir elektrondur. Elektron c¢iftleri oldukca
kararlhidir. Insan viicudunun neredeyse tiim elektronlari, elektron ¢ifti halinde bulunur
(Bursal 2009).

Radikaller, basit bir atom ya da kompleks yapil1 kimyasal bir organik molekiil
olabilir. Biitiin kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler daima atomlarin dig
orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis
elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii artirdig1 igin,
radikaller reaktivitesi ¢ok yliksek olan kimyasal maddelerdir. Elementlerin bir kismu,
atomik yapilarinda paylasilmamis elektron i¢erdiklerinden, dogada atomlar1 seklinde
degil; molekiiler sekilde bulunurlar. Ornegin hidrojen, karbon, azot, oksijen ve diger
baz1 elementler dogada atomlar1 seklinde serbest bulunmazlar. Soygazlar diye
adlandirilan elementler ise biitiin orbitalleri elektronlarla dolu oldugu i¢in ¢ok kararl
bir yapiya sahip olup serbest atom seklinde bulunabilirler ve reaktiviteleri yoktur

(Kiling 2002).

Antioxidant

p <

Free radical

i
O

Sekil 1.3. Antioksidan bir maddenin serbest radikale elektron transferi



1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklar:

Viicudumuzda siirekli olarak oksidan maddeler olugmaktadir. Bu oksidan
maddelerin kaynagi, cogunlukla besinlerden enerji liretimi ve tiikketimi (metabolizma)
sirasindaki kimyasal olaylardir. Metabolizmadaki serbest radikaller, reaktif oksijen
tiirlerinden olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin olugsma kaynaklar1 ise elektron
transport sistemi, bazi enzimatik reaksiyonlar, oksidasyon reasiyonlar1 gibi metabolik
kaynaklar ve UV 1sinlari, radyasyon, ila¢ yan etkileri, sigara, beslenme, kanserojen
maddeler gibi dis kaynaklardir.

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin
aktif yerinde ara iirlinler olarak devamli serbest radikaller olusabilir. Bazen bu
serbest radikal ara irilinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle
kazara etkilesirler ve sonucta serbest oksijen radikalleri olusur. Normal hiicrelerde en
bliyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden
sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
biiyilk oranda indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal iiretimi artar
(Akkus 1995, Tietz 1995). Serbest radikal ve reaktiflerin baz1 endojen ve ekzojen
kaynaklar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir (Aksoy 2002, Bursal 2009).

Tablo 1.1. Serbest radikal kaynaklar

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri

Redoks reaksiyonlari Sigara dumani

Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki Zararli 1ginlar (x-ray, UV)
Oksidadif reaksiyonlar Ksenobiyotikler
Otooksidasyon reaksiyonlari Ilaclar

Aragidonik asit metabolizmasi Organik solventler
Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz) Pestisitler

Glikoliz, yag asitleri ve TCA devrinde olusan NADH ve FADH, de bulunan
ylksek indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda
elektron transport sistemi adi verilen bir yolla molekiiler oksijene (O,) transfer edilir.
Mitokondrial elektron transport sisteminde, elektronlarin O,’ye transferi sirasinda
oksijenin kismi indirgenmis riinleri olusur. Bu iiriinler ¢ok reaktif yapidadirlar ve

biyomolekiillerin yapilarina girerek doniisiimsiiz zarar gormelerine sebep olurlar
6



(Keha ve Kiifrevioglu 2000). Metabolizmada olusan ve dis kaynakli radikal ve

reaktiflerin olusum yollar1 asagidaki Sekil 1.4’te gosterilmistir.

O3
ETS zinciri, radyasyon, ilaclar,
l zehirler vh. etkiler

Siiperoksit radikalleri Oy

thf e-
Glutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit Hi“: — > IH0
w| o/
- . ¥
2,0 ¢ 2GSH GSSG

h f
Hidroksil radikalleri ~“H \_/

l
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Sekil 1.4. Serbest radikal ve reaktiflerin olusumu (Nelson and Cox 2004).

1.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Onemi

Serbest radikaller hem zararli hem faydali ¢ogu biyolojik siireclerde temel rol
oynayan yiiksek reaktif bilesiklerdir. Bu tiirlerin niteligi ve belirlenmesi doku ve
hiicre iizerinde patolojik ve normal fonksiyonlarin 1iyi anlagmasina katki
saglamaktadir.

Viicutta iretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak
degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi igin
reaktif ~ formlarna  ¢evrilmesi  zorunludur.  Orne§in,  ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin ve eikozanoidler gibi
biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ¢ok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimleri ve
sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi gereklidir (Ercan

2008).



Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji iiretimi ve
pek cok diger metabolik islevde temel olusturur. Bununla beraber eger zincir
reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bilim
adamlart 1950'lerden bu yana serbest radikallerin yaglanma ve dejeneratif
hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler. Cogu elektronlar ¢ift halde bulunurken,
serbest radikal bu elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama
sonucta serbest radikal kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti haline gecer,

diger elektron serbest radikal olur (Nelson ve Cox 2004; Giilgin 2007).

1.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller biyokimyasal reaktiflikleri nedeniyle proteinler, lipidler,
karbohidratlar, niikleik asitler ve biyolojik membranlar gibi yapilar {izerine olumsuz

etkiler yaparlar.

1.2.3.1. Serbest Radikallerin Proteinlere EtKisi

Reaktif oksijen tiirlerinin bazi amino asit kalintilar1 ile reaksiyona girerek
modifiye ve fonksiyonal olmayan proteinleri olusturdugu in vitro olarak
gosterilmistir (Butterfield ve ark. 1998). En kolay etkilenen amino asitler, kiikiirt
veya selenyum igeren rezidiilerdir. Genel antioksidan sistemlerinin hepsi proteinleri
bu tiir modifikasyonlardan korumaya calisirlar (Nordberg ve Arner 2001).

Proteinler, doymamig yag asitlerine gore serbest radikallere karsi daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglhdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle kiikiirt radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida distilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin
gibi proteinlerin tersiyer yapilart bozulur, normal fonksiyonlarin1 yerine

getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri (ROT) iireten reaksiyonlara maruz



kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem
proteinleri de serbest radikallerden ©nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,") veya hidrojen peroksitle (H,O,)

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur (Akkus 1995, Tietz 1995).

1.2.3.2. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkisi

Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal modifikasyon dolayisiyla mutajenik etkili
olduklar1 gosterilmistir. DNA’nin yarilmasi, DNA-protein ¢apraz baglari, piirinlerin
oksidasyonu gibi baz1 degisiklikler reaktif oksijen tiirlerinin ve 6zellikle bunlar
icinde OH¢’in reaksiyonlarindan dolayr olmaktadir. Hidroksil radikali (OHe)
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar (Akkus
1995). Eger DNA-onaric1 sistemler tim DNA’y1 hemen yeniden olusturamazlarsa
replikasyon sirasinda hatali eslemeden dolay1 bir mutasyonla sonucglanacaktir. Bazi
durumlarda goriilen apoptozisin ROT araciligiyla gerceklestigi ger¢egi kismen ROT-
aracili DNA hasarina bagli olabilir, ayrica mitokondriyal gegirgenligin artmasi,
sitokrom C’nin salinmasi, intraselliiler Ca*nin artmasi ve diger etkilere de baghdir
(Nordberg ve Arner 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondriyal hasardan dolay1 hiicrenin ve tiim
organizmanin yaglanmasinda o©nemli bir faktor olduklart diisiiniillmektedir
(Cortopassi 1999).

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit (H20;) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre cekirdegine
ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.

Niikleik asitler, serbest radikallere bagl degisikliklere duyarlidir (Tietz 1995).

1.2.3.3. Serbest radikallerin Lipitlere Etkisi

Reaktif oksijen tiirleriyle ilgili olarak, lipid peroksidasyon c¢ok arastirilan bir

konudur. Coklu doymamis yag asitleri, birden ¢ok ¢ift bag icermelerinden dolay,



serbest radikal ataklarina en uygun hedefler olmaktadir. Bu gibi oksidasyonlar
aterosklerotik plaklarin olusumunun da nedeni olarak gosterilmektedir. Plak
olusumundan kaynaklanan kardiyovaskiiler hastaliklar, en azindan bat1 iilkelerinde,
total hastalik miktarinin énemli bir boliimiinii olusturmaktadir (Nordberg ve Arner
2001). Bu nedenle, lipid peroksidasyonun oOnlenmesi veya diisiisii son derece
Oonemlidir.

Serbest oksijen radikalleri, hiicre ve organel zarlarinda lipit peroksidasyonuna
neden olabilmektedirler. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen
molekiillerin, hiicre membraninin ana bileseni olan lipidler oldugu diistintilmektedir.
Organizmada yeterli miktarda reaktif atom ya da molekiill varh@inda lipid
peroksidasyonu kolaylikla baglar. Oksijenin sebep oldugu lipid oksidasyonu tipik bir
radikalik zincir reaksiyonudur. Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlari
i¢in de zararhidir (Serbetgi 2007).

Biyolojik membranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipidlerindeki
doymamus yag asitlerinin varlig1 nedeniyle oksidatif ataklara duyarhidirlar. ROT leri
ile hiicre hasar1 meydana gelirken lipit-serbest radikaller ve lipit peroksitler de
olugmaktadir. Bu tip reaksiyonlar serbest radikal otooksidasyonu olarak
isimlendirilirler ve zincirleme reaksiyonun baslatilmasi i¢in bir tetikleyici (baslatici)
faktor gereklidir. Sozii edilen bu faktoriin OHe radikali oldugu kabul edilmektedir.
Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar arasinda en oOnemlilerinden olan lipit
peroksidasyonu, membran yapisinda yer alan ¢ok doymamis yag asitlerinin oksijen
radikallerine maruz kalmas1 sonucunda olusur.

Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Malondialdehit (MDA), non-enzimatik oksidatif lipit
peroksitlerinin pargalanmasi sonucu olusan toksik etkili son fiiriinlerden birisidir.
Ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda veya eikozanoid
sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler MDA’nin  asil  kaynagim
olusturmaktadir. MDA miktarinin 6l¢iimii, lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda
siklikla kullanilmaktadir. Bunun yanisira, peroksidasyon sirasinda olusan dien
konjugatlarinin 6l¢iimii de in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini yansitmaktadir

(Giilbayzar 2006).

10



Lipid hidroperoksidleri ve lipidperoksi radikalleri serbest oksijen radikalleri
gibi ayni1 hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona girerek, hiicresel ve metabolik
fonksiyonlar tizerinde toksik etkilerini gostermektedirler. Bu etkiler:

Membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve capraz baglanmalarina
neden olan MDA, i¢ membranin deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hiicre yilizeyindeki determinantlarin  agregasyonu gibi baz1  O6zelliklerini
degistirebilmektedir.

Transmembran iyon gradientini bozarak, Ca®" gibi iyonlara kars1 spesifik
olmayan gegirgenligi arttirabilmektedirler.

Mitokondride oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler ve mikrozomal enzim
aktivitelerinde degisiklik olusturabilirler. Subselliiler organellerin (lizozom gibi)
biitiinliigliniin  kaybolmasima yol agabilirler. Ayrica, DNA ile reaksiyona

girebilmektedirler (Ercan 2008).

1.2.3.4. Serbest Oksijen Radikallerin Hiicre Zarina Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O,") ve hidroksil radikali
(OHe) sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda
lipit peroksidasyonunu baslatir.

Membranlarda lipit peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran
gecirgenligi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein stilthidril
gruplart ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal

DNA okside olur (Akkus ve Tietz 1995).
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Sekil 1.5. Serbest radikallerin hiicreye etkileri (Altinisik 2000)
Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur.

Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin

onemli bir nedenidir (Altinisik 2000).
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Tablo 1.2. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar (Caligkan 2006).

Aterosklerozis (Damar sertligi)

Savunma Sistemindeki asir1 yiikklenme veya hatalar

Beyindeki diizensizlikler

Anoksia

Kandaki oksijen azlig1

Noral lipofuskinosis

Hiicrelerdeki yapisal bozulmalar

Parkinson hastalig

Hiicrelerdeki yapisal bozulmalar

Alzheimer hastalig1

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agirt 0,", H,0, ve HCLO

Uretimi

Down Sendromu

Savunma Sistemindeki asir1 yiikklenme veya hatalar

Multiple selerosis

Hiicrelerdeki yapisal bozulmalar

Kronik graniilomat6z hastalik

Antioksidan sistemdeki gen hasari

Diabetes

Mellitus Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen

konsantrasyonundaki degisim

Inflamatory (atesli) diizensizlikler

Astim

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 0,", H,0, iiretimi

Romatizmal artirit

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 0,", H,0, iiretimi

Demir yiiklenmesi

Idoyopatik hemokromatosis sonucu

Gegis metallerinden oksijene elektron transferi

Talasemia

Gegis metallerinden oksijene elektron transferi

Akciger diizensizlikleri

Asbestosis

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agir1 O,™, H,O tiretimi

Yetiskin solunum stresi sendromu

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agir1 O,™, H,O, {iretimi

Zehirlenme (reperfusyon)

Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen

konsantrasyonundaki degisim

Deri bozukluklari

Solar radyasyon zehirlenmesi

Yiiksek veya diisiik radyasyon enerjisi ile doku hasart

Bloom sendromu

Savunma sistemindeki asir1 yiiklenme veya hatalar

Olusan zararli (toksik) maddeler

Zenobiyotikler,

[lag ve toksin kullaniminda

Bloom sendromu

Savunma sistemindeki asir1 yiiklenme veya hatalar

Metal iyonlar1 (Hg, Fe, Cu, etc.)

Gegis metellerinden oksijene elektron transferi

Sitositatikler (blomyein)

Ilag ve toksin kullaniminda

Kanser

Mesane, Bagirsak, Gogiis, Kolorektal, Karaciger, Akciger,

Losemi, Deri, Prostat
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1.2.4. Molekiiler Oksijen (O3) ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Insanlar havasiz yerde yasayamaz ve yasamini siirdiirmek icin havanin
molekiiler oksijenini (O,) tliketirler. Toplam oksijen tiiketiminin %90'indan fazlasini
elektron transport sisteminde (solunum zinciri), %5-10'unu da diger oksijen
gerektiren reaksiyonlarda harcanir. Elektron transport sisteminde molekiiler oksijen,
metabolik yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino asitlerin karbon iskeleti) tiireyen
NADH ve FADH;'den elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu yolda oksijen
molekiiliiniin kuvvetli oksitleyici giici, ATP'nin yiiksek enerjili fosfat bagi haline
doniistirilir.

Molekiiler oksijen gerektiren fakat ATP’nin olusumu reaksiyonuyla
eslesmeyen  diger reaksiyonlar, aminoasitlerin  katabolizmasi, ilaglarin
detoksifikasyonu ve steroid hormonlarin sentezi gibi spesifik metabolik yollar igin
onemlidirler. Bu reaksiyonlarda diger oksidazlar (oksijeni suya veya hidrojen
perokside indirgeyen enzimler) ve oksijenazlar (oksijeni okside olan molekiile
baglayan enzimler) gorev alirlar (Tietz 1995).

Bilinen biitiin canli tiirleri, serbest formdaki molekiiler oksijen her canli tiirii
icin ayni anlami ifade etmez. Aerobik canlilar yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler
oksijene gereksinim duyarken, anaerobik canlilar biiyiime ve ¢ogalmalar1 icin
oksijene bagimli degildirler. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni,
oksijenden kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu
reaktif tiirlere karsi anaerobik canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir.
Oksijen sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlari i¢in mutlaka molekiiler oksijene
bagimli olan canlilarda da toksik etkilidir.

Aeorob organizmalarin atmosferdekinden yiiksek konsantrasyonlarda
oksijene maruz kaldiklarinda, oksijenin bu organizmalara kars1 toksik oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir. Bu toksisitenin asil sebebi ise, oksijenin serbest
radikallere indirgenmesidir. ilk kez 1956 yilinda Denham Harman tarafindan
yaslanmanin serbest radikal hasarinin bir sonucu oldugu goriisii ortaya atilmistir. Bu
goriise gore radyasyona maruz kalan canlilarda yasam siiresini kisaltan serbest
radikaller olugmakta ve yaslanmaya benzer degisiklikler meydana gelmektedir. Bir
serbest radikal, ortaklanmamis veya eksik sayida elektron iceren herhangi bir atom,

iyon veya molekiil olarak tanimlanabilir. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin
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en yaygin kaynagi ise oksijendir. Molekiiler oksijen (O), hiicresel metabolizma ve
enerji liretimi icin 6nemlidir. Ancak oksijenin pargalanmasi, biyolojik dokulara kars1
onemli hasar olusturacak reaktif ajanlar1 da beraberinde getirmektedir. Serbest
radikallerin tretildigi bir takim kaynaklar vardir ve bunlarin en 6nemlisi oksijenin
suya kadar indirgendigi mitokondrilerdir. Bu sirada siiperoksit (O,"), hidrojen
peroksit (H,0O,) ve hidroksil radikali (OHe) gibi kisa Omiirlii molekiiller iiretilir
(Giirgoze ve ark. 2006).

Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahiptir. Ortaklanmamis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller
serbest radikal olarak tanimlanirlar. Molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi
suretiyle oksidasyon reaksiyonlart meydana gelir. Molekiiler oksijen, biradikal
dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturma
egilimindedir (Akkus ve Tietz 1995).

Oksijen radikalleri ya da serbest radikaller, molekiiller oksijenden tiiremis
olan atom ya da atom gruplaridir. Ancak tiim reaktif oksijen tiirleri serbest radikal
degildir, Bundan dolay1 serbest oksijen radikalleri yerine, “reaktif oksijen tiirleri”
tanimi1 daha ¢ok kullanilmaktadir (Senses ve ark. 1999).

Bu reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksit radikali (O,"), hidrojen peroksit

(H20,), hidroksil radikalinin (OH¢) olusum reaksiyonlar1 asagida verilmistir.

1.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidanlar denir (Elliot
1999). Antioksidanlar gidalarda veya viicutta, yiikseltgenebilen substratlara gore
daha diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar ve oksidatif hasara sebep olan substratin
oksidasyonunu biiyiik olgiide geciktirir veya engellerler. Viicudun iirettigi serbest
radikallere (oksidanlara) karsi savunma mekanizmasi anlaminda bir enzim sistemi
vardir. Bu enzimlerin etkinligini artiran maddelere antioksidan denir. Antioksidanlar
viicut hiicreleri tarafindan iiretildigi gibi, gidalarla da alinabilen kimyasal

maddelerdir. En iyi antioksidan kaynag1 dogal besinlerdir. Gida katki maddesi olarak
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ilk antioksidanlar 2. diinya savasinda gidalarin korunmasi i¢in kullanilmistir (Galip

2007).

1.3.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidan kaynaklari; baharatlar, sifali bitkiler, c¢aylar, yaglar,
tohumlar, tahillar, kakao kabugu, hububatlar, meyveler, sebzeler, enzimler,
proteinlerdir. Arastirmacilar flavonoidler (quercetin, kaemferol, myricetin),
katesinler veya fenoller (karnosol, rosmanol, rosamaridifenol) ve fenolik asit
(karnosik asit, rosmarinik asit) gibi ¢esitli kisisel antioksidanlar1 kapsayan bitki 6zleri

kadar iyi olan C vitamini tokoferoller ve karotenoitlerde yogunlasirlar.

Tablo 1.3. Dogal antioksidanlara bazi &rnekler (Galip 2007)

Kaynak Materyal Ornek Antioksidan

Sebze Yaglar Soya Yagi Tokoferoller

Tropikal Yaglar Hurma Yagi Tokoferoller

Bitkisel Yaglar Hurma Yag Karotenoitler

Sifali Bitkiler ve Biberiye ve Adagay1 Kompleks fenolikler

Baharatlar

Tahillar Bugday ve Karabugday Flavonoidler

Baklagiller Soya Izoflavonlar

Cekirdek yaglar Kanola ve Hardal Fenolik Asit,
Fenilpropanoitler

Caylar Yesil Cay Katesinler ve Polifenoller

Meyve Kabuklari Uziim Cekirdegi ve Kabugu Polifenoller ve Taninler

ve Cekirdekler

Dogal antioksidanlarin ana kaynagi olarak bitki 6zleri ve baharatlar ortaya
cikar, Uriin gelistiriciler sentetik antioksidanlara alternatif olarak bitki 6zlerini
degerlendirdiler. Yine de; tohum yaglari, findik/ceviz yagi, tahil hububat yaglar,

baklagiller, hayvani {iriinler ve mikrobiyal kaynaklar dogal antioksidanlarin ana
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kaynaklaridirlar. Buna ragmen anilan dogal iiriinler antioksidanlarin saf kaynaklar1
olarak nitelendirilemezler, ancak iireticiler bu kaynaklar1 dogal antioksidanlarin elde

edilmesi i¢in kullanirlar (Galip 2007).

1.3.2. Sentetik antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar gida muhafaza, katki, verim artig1 gibi farkli amaglart
yapmak iizere Uretilen kimyasal maddelerdir. Butillenmis hidroksi anisol (BHA),
butillenmis hidroksi toluen (BHT), propil Gallat (PG), Tersiyer butilhidrokinon
(Selen 2008). Nondihidroguairatik asit (NDGH {llkemizde yasak) yapay

antioksidanlar sinifina girerler.

1.3.3. Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar toplayici, bastirici, onarict ve zincir kiricr etki olmak {izere
dort ayn sekilde etki ederler.

Toplayici, siipiiriicii etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine
toplayic etki denir.

Bastiric1 etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara
bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya
bastirict etki adi verilir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve antisiyanoidler bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

Onarici etki (repair etki): Hasara ugramig sistemlerin tekrar tamir edilmesi,
eski haline getirilmesini saglarlar.

Zincir kirict etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir
kirict etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin ve minareler zincir kirict etki gosterirler

(Giirsoy 2005).
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1.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Bitki ve hayvan hiicrelerinde ¢ok sayida savunma ve korunma mekanizmasi
mevcuttur. Organizmanin normal oksijen metabolizmasinin toksik etkilerine karsi
kendisini korumasi i¢in bu mekanizmalar gereklidir (Fridovich 1976). Bu bakimdan
biyolojik sistemlerde antioksidan savunma mekanizmasinin arastirilmasi ile ilgili
calismalar biliylik 6nem kazanmistir. Cilinkii yaslanmaya sebep olan en Onemli
faktorlerden biri de oksidatif hasarin radikalik mekanizmaya sahip olmasidir. Cildin
kologen tabakasini tahrip eden serbest radikaller olusturarak yaslanma siirecini
baglatir (Serbetci 2008).

Canlilarda oksidan etkiye karsi iki cesit savunma sistemi vardir. Bunlar
endojen (viicut icerisinde iiretilen) ve ekzojen (dis kaynakli) antioksidan etkilerdir.
Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan
antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar,
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim
olmayanlar ise, bilirubin, albumin, {trik asit, a-tokoferol, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen
radikallerine kars1 ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (Giilgin 2001; Ercan

2008; Serbet¢i 2008).

1.3.4.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan sistem, antioksidan enzimler, hasarli molekiilleri
uzaklastiran proteazlar ve fosfolipazlar gibi sistemler, yeni bilesikleri sentezleyen
sistemler, tamir sistemleri, hemoglobin, miyoglobin, ferritin ve seruloplazmin gibi
metal baglayicilar gibi alt sistemlerden olusur. Ayrica glutatyon ve irik asit gibi
viicut i¢i kiiciik molekiil kiitleli bilesikler de birer antioksidan olarak gorev yaparlar.

Di1s kaynakli olarak alinan antioksidanlar viicut i¢i antioksidan sisteme destek olur.

Enzimatik Antioksidanlar
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Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit Dismutaz (SOD) siiperoksit anyon
radikallerinin dismutasyonunu molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden,
molekil agirhigr 17-85 k DA araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi
oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine karsi 6nemli
bir defanstir. SOD’nin fonksiyonu aerobik organizmalar: siiperoksitin zararl etkisine
karst1 korumaktir. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica
dismutasyonunu katalize eder. SOD katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir.
SOD
0y + 0 +2H — H0, + O

Kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore ii¢ sinif dismutaz enzimi vardir:
Bakir ve Cinko iceren dismutazlar (Cu, Zn SOD) genel olarak okaryotik hiicrelerin
sitozoliinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disiilfit bagi ile birbirine bagli iki ayni alt
birimden olusur ve alt birim basina birer ¢inko ile bakir igerirler. Enzimin etkinligi
icin bakir mutlaka gerekli iken ¢inko; Co™", Hg2+, Ca®" ile yer degistirebilir.
Dismutasyon bakir ile siiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir.

Mangan igeren dismutazlar (Mn SOD) prokoryotlarda ve mitokondri
matriksinde bulunur. Birbirinin ayni iki alt birimden olusan ve her alt birimde bir
atom Mn igeren dismutazlardir.

Demir iceren dismutazlar (Fe SOD) prokaryotlarda ve bazi bitkilerde bulunur.
Mn siiperoksit dismutaza benzer yapidadir (Ozdemir 2011).

Katalaz (CAT): Esas olarak peroksizom denen hiicre organellerinde bulunur.
Hidrojen peroksidin su ve molekiiller oksijene doniistimiinii saglar. SOD ve katalazin
ilk reaktif {irlinler olan siiperoksit radikal ve hidrojen peroksidi katalize edici etkileri
nedeniyle teorik olarak antioksidan etkilerinin diger antioksidanlara gbre avantajli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli olan enzimatik antioksidanlar
sindirim sisteminden degismeden emilirlerse etkin olabilirler. SOD ve katalaz hem
bitkisel hem hayvansal iiriinlerde bulunmaktadir. Bu iki antioksidanin aktivitesini
gosteren 30 kadar botanik ekstre calisilmis ve bu ekstrelerle yapilan bazi
caligmalarda antioksidan etkileri (lipit peroksidasyon {iriinlerinde azalma), stres

azaltici etkileri gosterilmistir (Dervis 2011).

19



Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz (GPx), pek c¢ok hiicrede
sitozollerde bulunan bir enzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan
olusturulan hidrojen peroksit ve yag asidi hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir.
Ancak kapasitesi smirhidir.  Diigiik  hidrojen peroksit konsantrasyonunda
calismaktadir. Kofaktor olarak selenyum elementi kullanir. Hidrojen peroksit ve
organik peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz
enzimi ve baslica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek
reaksiyonlarin devaminmi saglar (Ercan 2008). Glutatyon peroksidaz fagositik
hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger antioksidanlarla birlikte GPx,
solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik
hiicrelerin zarar gdrmesini engeller. Eritrositlerde de GPx oksidan strese karsi en
etkili antioksidandir. Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz
yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir
integral pargasidir. Yapilan c¢alismalarda diyabetli hastalarda serum glutatyon
peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu rapor edilmektedir (Memigogullar1 2005).
Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Subunitleri bir Se atomu igerdiginden, hiicreleri cesitli hasarlara karsi

koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir (Giinald1 2009).

Glutatyon-S-Transferazlar ~ (GST):  Organizmaya  giren  ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda gorev almaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak iizere lipit hidroperoksidlere kars1 glutatyon-S-transferazlar
“Selenyum” bagimsiz aktivite gostermektedirler. Antioksidan aktivitelerine ek olarak
baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup bilirubin, hem ve bazi
kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri doniigsiiz olarak baglanarak bunlarin

hiicre i¢i transportunda da gorev almaktadirlar (Ercan 2008).

Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve
diger lipit peroksitlerin yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona
doniismektedir. Oksidasyona ugramis bu yapiyr tekrar kullanmak icin rediikte

glutatyona doniistliren enzim glutatyon rediiktazdir (Ercan 2008).
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Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom
oksidaz siiperoksit radikalini suya cevirerek etki gostermektedir.

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Onemli bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliiler ortamda
cok diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Hiicre icerisinde indirgen formda (GSH)
bulunur. Endojen {iretilen peroksidlere kars1 okside olarak onlar1 indirger. Glutatyon
peroksidaz bu reaksiyonu katalizler. Glutatyon etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi
icin biiylik kismi rediikte halde tutulmalidir. Bu reaksiyonu da Glutatyon Rediiktaz
katalizler. Glutatyonun Glutatyon rediiktazla indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a
ihtiyag duydugu i¢in heksoz monofosfat yoluyla baglantilidir. Yapilan ¢aligmalarda
diyabette GSH diizeylerinin saglikli kisilerden anlamli sekilde diisiik oldugu rapor

edilmektedir (Memisogullar1 2005)

Seruplazmin: Ferro demiri (Fe*") ferri demire (Fe’) yiikseltgeyerek fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu engeller.

Transferin: Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu 6nler

Laktoferrin: Diisiik pH’l1 ortamlardaki demir iyonlarin1 baglar.

Sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Urik asit Genelde metal baglayici olarak ¢alisirken degisik radikalleride toplar.

Glikoz: Hidroksil radikali gidericisidir.

Albiimin: HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal iyonlarin1 baglar.

Bilirubin: Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir(Aydemir,Karadag Sar1.,2009).
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Melatonin: Melatonin HO- radikalini temizleyen c¢ok gii¢lii bir antioksidandir. HO-
ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir. Bu da ortamdaki
0," radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterir. Diger antioksidanlara gére ¢ok
giiclii bir antioksidan olmasinin nedenleri:

Lipofilik olmasi nedeniyle hiicrenin hemen tiim organellerine, bir¢ok dokuya rahatca
girerek genis bir alanda aktivite gosterir.

Hiicre ¢ekirdegine girebilmesi nedeniyle DNA’y1 oksidatif hasara kars1 korur.

Cok yiiksek dozlarda ve uzun stireli kullaniminda bile toksik bir etkisi yoktur.
Prooksidan aktiviteye sahip degildir.

Yaslanma ile birlikte melatonin de azaldig1 icin yaslanma ve yaslanmaya

bagli bazi hastaliklarin patogenezinde Onemli rolii olabilecegi bildirilmistir.
Melatoninin  besin destegi olarak kullaniminin  birgok yarar1 oldugunu
belirtmislerdir. Bunlar;
Jet lag sorununu Onlemesi ve yeniden normal uyku diizenine doniilmesini
kolaylastirmasi, agr1 ve stresten kaynaklanan uyku problemlerinin diizeltilmesi,
uykusuzluk sorununun c¢oziimiinde yardimci olmasi, yasliliga bagli belirtileri
ertelemesi, antioksidan oOzellikleri ile katarakt olusumunu ve kalp damar
hastaliklarinin  gelisimini  geciktirmesi, kis aylarinda goriilen mevsime bagl
depresyonun azaltilmasi gibi siralanabilir.

Sonug olarak, melatoninin klinik agidan etkili bir antioksidan ve dolayisiyla

antikanserojen olduguna inanilmaktadir (Gok ve ark 2006).

1.3.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak {izere
siiflandirilabilirler.

Vitamin Eksojen Antioksidanlar sunlardir:
a-tokoferol (E vitamini): Vitamin E yagda ¢6ziinen zincir kirict bir antioksidandir.
Vitamin E terimi bir grup tokoferol ve tokotrienoller i¢in kullanilmaktadir. Bu grup
icine giren tokoferoller (a, B, v, 6 ) ve dort tokotrienol (a, B, y, 6 ) antioksidan
aktiviteye sahiptir. Bunlardan o tokoferol dogada en bol bulunan Vitamin E’dir ve

yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptir. Tokoferoller ROS’nin 6zellikle singlet oksijen
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ve OHe radikalini etkisiz hale getiren detoksifiye etme 6zelligine sahip antioksidatif
bir fonksiyon tagimaktadirlar. Vitamin E lipid peroksidasyonunu engellemekte ve
diger oksidatif reaksiyonlar sirasinda meydana gelen radikallerin etkisini
onlemektedir. Bunlarin yanisira hiicresel sinyal olarak da gorev yapmaktadir (Kog ve

Ustiin 2008).

OH

H,C

uﬂ
v =
I

Sekil 1.6. E vitamini

B-karoten: Karotenoidler, sadece bitkiler aleminde sentezlenir, ama besin zinciri
araciligiyla hayvanlara transfer edilirler. Bazi karotenoidlerin spesifik gorevlere
sahip olduklar1 veya 6nemli pro-vitamin olduklar1 bilinmektedir.

Bir provitamin A bilesigi olan B karoten, kanser ve ateroskleroz gibi
hastaliklar da dahil oksidasyon ile olusan hastaliklar1 kontrol etmede énemli bir rolii
olmasi1 nedeni ile diyetsel yagda ¢oziinebilen antioksidan olarak gorev yapmaktadir
(Diken 2009). B-karoten yliksek konsantrasyonlarda pro-oksidan olarak davranmakta
ve proteazlart aktive etmektedir. Ayrica B-karoten diger ROT’lar1 da etkisiz hale
getirmektedir. Diisiik oksijen basincinda B-karoten peroksil radikali ile direk
reaksiyona girmekte ve bu durum yiiksek oksijen basincinda vitamin E’nin ayni

etkisi ile sinerji olusturmaktadir (Caylak 2011).

Askorbik asit (vitamin C): Kan ve plazmada serbest radikallere kars1 ilk savunmay1
saglar. Lipit peroksidasyonunu engeller. Vitamin E nin rejenerasyonunu saglar ve
antioksidan  etkinligini  artirir.  Prooksidan  Ozelliklerinden  bahsedilse de
kanitlanmamistir. Yiiksek doz C vitamininin (2g) yan etkisi bulunmamakla beraber
ozel bir faydasi saptanmamustir. Insan derisinde ultraviyolenin olusturdugu oksidatif
strese kars1t Onleyici olabilecegi diisiiniilmekle beraber kanitlanmamustir (Dervis

2011).
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Vitamin C bir keto laktondur. Suda eriyen vitaminlerden olan askorbik asit
ozellikle taze yesil sebze, meyve ve truncgillerde bol miktarda bulunur. Cok giiclii
bir indirgeyici ajan olan vitamin C siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda
enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir. Bu nedenle hiicre dis1 ortamda
antioksidan savunmadan mindr olarak enzimler, major olarak E ve C vitamini,
transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, beta karoten, iirik asit,
glukoz, sistein, trakeobronsial mukus ve a -1 antitripsin sorumludur. Diisiik dansiteli
lipoproteinlerin (LDL- kolesterol) peroksidasyonu aterosklerozun progresyonuna
neden oldugu i¢in peroksidasyonu engelleyen E vitamini hiicre dis1 ortamda 6nemli
bir role sahiptir. E ve C vitamininin diisiik plasma konsantrasyonlari ile birlikte olan
artmis myokardial infarktiis siklig1 bunu kanitlamaktadir. Bununla birlikte C vitamini
hidrojen peroksit varliginda demir veya bakir iyonlartyla birlikte reaksiyona girerek
oksidan ozellik de gosterebilir. Normalde siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
hiicre dis1 ortamda endotel hiicreleri, lenfositler, trombositler, fibroblastlar ve diger
hiicreler tarafindan olusturulurlar. Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit 6zellikle
serbest demir ve bakir iyonu varliginda hidroksil grubu gibi daha tehlikeli radikallere
dontisebilir. O halde organizmanin hiicre disi ortamda antioksidan savunma araci
demir ve bakir iyonlarinin bagli duruma getirilmesi olmalidir. Buna transferrin 6rnek
olarak verilebilir. Demir transport proteini olan transferin saglikli insanlarda % 20 -
30 oraninda demir ile yiikliidiir. Boylece plazmadaki serbest iyonik demirin etkinligi
sifira dek diiser (Cavdar ve ark.1997).

Askorbik asit ¢ok c¢abuk oksidize oldugu ic¢in pisirirken ve hazirlarken
bulunan askorbik asitin ¢ogu ise yaramaz hale geliyor. Bu yiizden C vitamini ihtiva
eden besinlerin hafif pisirilmesi, yenilebiliyorsa ¢ig yenmesi ve hazirlarken de

kesildikten kisa bir siire sonra tiiketilmesi 6neriliyor (Miiftiioglu 2003).

Folik asit (folat): B, vitamini ve folik asit metabolizmalar1 birbiriyle iligkili olan ve
merkezi sinir sistemindeki ¢esitli metabolik yollar i¢in gerekli olan vitaminlerdir. Bu
vitaminler; yiiksek konsantrasyonlar1 noronlar i¢in toksik olan, ndronal plastisiteyi
bozan ve noronal dejenerasyonu aktive eden homosisteinin metionine doniismesinde;
dopamin, serotonin, ndrepinefrin gibi norotransmitterlerin sentezinde ve noral

membranlardaki fosfolipidlerin metilasyonunda goérev alan SAM (S-Adenozil
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metiyonin)'in sentezinde; metil malonik asitten, Siiksinil Co A olusumunda kofaktor

olarak kullanilirlar (Sen ve ark. 2009).

Tablo 1.4. Eksojen antioksidan ilaglarin kullanim1 (Aydemir ve Karadag Sar1, 2009)

Antioksidan madde Reaksiyonu

Allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit, tungsten | Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksit

uretimini inhibe eder.

Adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum kanal | NADPH oksidaz inhibitoriidiirler

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuarlar

Trolox-C Vitamin E analogu olarak goérev yapar.
Ebselen, asetilsistein Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) arttirir.
Mannitol Hidroksil radikalini toplayici etki gosterirler.
Desferroksamin Serbest ferri demiri (Fe") baglar.

Demir salatorleri Hiicre i¢ine girerek serbest demiri baglayarak,

fenton reaksiyonunu ve hidroksil radikali

olugumunu engeller.

1.4. Oksidatif Stres

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin
aktif yerinde ara iiriinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olustugunu
biliyoruz. Bazen bu serbest radikal ara iiriinler enzimlerin aktif yerinden sizmakta,
molekiiler oksijenle kazara etkileserek serbest oksijen radikalleri olusturmaktadirlar.

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma
sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen 6nleyemez ve oksidatif stres olarak
adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Bu durum viicudun paslanmasi diye de
tanimlanabilir.  Oksidatif stres ile birlikte olusan ve reaktif oksijen
tiirleri/metabolitleri olarak bilinen molekiiller 6zellikle lipit, protein ve DNA gibi
hiicre bilesenlerine zarar verir (Oksante Ar-Ge Laboratuvari1 2012).

Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT), antioksidan savunma sistemleri
veya kisaca antioksidanlar olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Ancak
bazen hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla

reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusabilir. Organizmada Hiicresel savunma
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mekanizmas1 vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stres durumunda
reaktif tiirlerin miktarinda artig olur ve bu tiirler basta lipidler, proteinler ve niikleik
asitler olmak iizere vucudumuzun birg¢ok sistemine zarar verirler (Serbet¢i 2008).

Disaridan alinan antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere iki grupta
incelenebilir. Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda dogal bir sekilde
meydana gelmektedir. Bunlar karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler,
glutatyon ve endojen metabolitleri icerir. Bitkisel kaynakli antioksidanlar singlet ve
triplet oksijen kuenceri, serbest radikal gidericisi, peroksit pargalayicisi, enzim
inhibitdrleri ve sinerjistler olarak fonksiyon goriirler. Sebze ve meyveler de bir¢ok
nantioksidan igerirler. Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz
meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda, c¢iceklerde, koklerde ve kabuklarda bol
miktarda bulunmaktadir (Serbet¢i 2008). Bundan dolay1 bol miktarda sebze ve
meyve tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini azalttigi gibi, kanserde ve olim
oraninda diisiis meydana getirmektedir (Ames ve ark. 1993). En 6nemli dogal
antioksidanlar arasinda askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen
sayilabilir. Askorbik asit, bitkilerde ve bazi memelilerin karacigerinde glukozdan
sentezlenir. Askorbik asit baz1 enzimlerde kofaktor olarak gérev yapar. Bunlardan en
onemlisi, kollagenin biyosentezinde yer alan prolinin hidroksiproline enzimatik
hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon reaksiyonlarina katilmasidir.

Sentetik olarak kullanilanlar biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG), troloks ve
diger sentetik antioksidanlardir (Mavi 2005). En yaygin olarak kullanilan bu sentetik
antioksidanlarin bazi yan etkilere sahip oldugunun bilinmesidir. Bunun sonucu
olarak tiiketiciler bunlarin saglik acisindan giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler
tasimaktadir (Giilgin ve ark. 2004a; 2004b). Ornegin BHT non-toksik olmakla
beraber, karacigerde sitokrom P—450 sistemine hasar verdigine dair bazi ¢alismalar

mevcuttur (Serbet¢i 2008).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan biki materyali:

Calismada kullanilan bitki materyali Mus ili Haskoy il¢esi Karaagag Kdyiiniin 4 km
giineyindeki ormanlik alanda toplanmistir. Bitkinin tlirtiniin teshisi Yiizlinci Yil
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dali
Ogretim iiyesi Dog. Dr. Fevzi OZGOKCE tarafindan yapilmstir.

2.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

Antioksidan kapasite belirleme i¢in yapilan metotlarda kullanilmak {izere;
1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPHe) radikali, ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-
tiyazolin-6-siilfonik asit), Linoleik asit ve Tween-20 Sigma-Aldrich’ten satin alindi.
FeCl,, NH4SCN, potasyum persiilfat (K,Os3S,), Na,HPO4 K;3Fe(CN)s, TCA
(Triklor asetik asit), FeCls, etanol ve saf su Mus Alparslan Universitesi Kimya

Bolimu Laboratuvarindan temin edildi.

2.1.3. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre  : Shimadzu, UV-1800

Derin dondurucu : Arcelik

pH-metre : Thermo scientific
Hassas terazi : RADWAG AS220/C/2
Otomatik pipetler : A.D.R. Group

Vorteks : Fisons, Whirlimixer
Evaporator : IKA-Labotechnik

Saf su cihazi : Niive NS103
Magnetik karigtirict : MK350

UV-Spektrofotometre kiiveti : 3 cm’’liik quartz kiivet
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2.2. Metot

2.2.1. Numunelerin su ekstrelerinin hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz mese yapragi, mese palamudu kabugu ve mese
palamudu c¢ekirdegi kisimlarindan 200’er g tartilip, blendir (parcalayici) cihazi ile
pargalandi.

Mese yapragi su ekstresi (MYS), palamut kabugu su ekstresi (PKS), palamut
cekirdegi su ekstresi (PCS) hazirlanmast i¢in blendirda pargalanmig 100’er gram
numune lizerlerine 200 ml saf su ilave edildi. 12 saat boyunca oda sicakliginda
manyetik karistiric1 iizerinde karistirildi. Daha sonra karisim tiilbent bezinden
stiziilerek ve geriye kalan posa tekrar 100 ml saf su ile aymi sartlarda ekstrakte
edilmeye devam edildi ve tiilbent bezinden siiziildii. Ekstreler birlestirildikten sonra
siizge¢ kagidindan siiziilerek, siiziintiiler balonlara alindi ve derin dondurucuda
donduruldu. Dondurulmus ekstreler 50 mm-Hg basing altinda liyofilizatorde
kuruluga kadar liyofilize edildi. Bu numunelerden stok ¢6zelti hazirlandi. Bu amagcla
20 mg liyofilize edilmis ekstre 20 ml saf suda ¢oziinerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Gezo pekmezi su (GPS) ekstresi hazirlamak i¢in 50 mg pekmez numunesi 50
ml saf su iizerine eklenerek bir giin boyunca oda sicakliginda manyetik karistirici

tizerinde karigtirildi. Hazirlanan ekstre kullanilincaya kadar 4°C’de bekletildi.

2.2.2. Numunelerin etanol ekstrelerinin hazirlanmasi

Mese yapragi etanol ekstresi (MYE), palamut kabugu etanol ekstresi (PKS),
palamut c¢ekirdegi etanol ekstresi (PCE) hazirlanmasi i¢in blendirda parcalanmis
100’er g numune {izerlerine 200 ml etanol ilave edildi. 12 saat boyunca oda
sicakliginda manyetik karistirict lizerinde karistirildi. Daha sonra karigim tiilbent
bezinden siiziilerek ve geriye kalan posa tekrar 100 ml etanol ile ayni sartlarda
ekstrakte edilmeye devam edildi ve tiilbent bezinden siiziildii. Ekstreler
birlestirildikten sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek, siiziintiiler balonlara alind1 ve

derin dondurucuda donduruldu. Derin dondurucudan c¢ikarilarak ekstreler

28



evaporatorde ¢oziicii uzaklastirildi. Bu numunelerden stok ¢ozelti hazirlandi. Bu
amagla 20 mg ekstre 20 ml etanolde ¢oziinerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Gezo pekmezi etanol ekstresi (GPE) hazirlamak i¢in 50 mg pekmez numunesi
50 ml saf etanol iizerine eklenerek 12 saat boyunca oda sicaklifinda manyetik
karigtirici lizerinde Kkarigtirildi. Hazirlanan ekstre kullanilincaya kadar 4°C’de

bekletildi.

2.2.3. Toplam indirgeme kapasitesi

Hazirlanan ekstrelerin toplam indirgeme kuvveti Oyaizu (1986) yontemine
gore yapildi. Bunun i¢in daha 6nce hazirlanmis olan stok ¢ozelti kullanildi. Bu stok
cozeltinin farkli konsantrasyonlar1 alinarak deney tiiplerine aktarildi ve hacim saf
suyla 1 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH
6,6) ve 2,5 ml %]1’lik potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)¢] ilave edildi ve karigim
50°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 ml
%10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 ml alind1 ve
bunun tizerine 2,5 ml destile su ve %0,1°lik 0,5 ml FeCl; ilave edildikten sonra
absorbans 700 nm’de kore kars1 okundu. Ko6r olarak saf su kullanildi. Kontrol i¢in ise

numune yerine saf su kullanildi (Bursal 2009).

2.2.4. DPPH’ (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) Giderme AKktivitesi

Ekstrelerinin DPPH™ serbest radikali giderme aktivitesi Blois metoduna
(1958) gore yapildi. Serbest radikal olarak 1 mM’lik DPPH" ¢ozeltisi kullanildi.
Numune olarak indirgeme kuvvetlerinde kullanilan 1 mg/ml konsantrasyonundaki
stok ¢oOzeltisi kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla degisik konsantrasyonlarda ¢ozelti
olusturacak sekilde stok c¢ozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3 ml olacak sekilde
destile etanol ile tamamlandi. Daha sonra her bir numune tiipiine stok DPPH’
cozeltisinden 1 ml ilave edildi. 30 dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibe
edildikten sonra etanolden olusan kore karsi 517 nm’de absorbanslar ol¢iildii.

Kontrol olarak 3 ml etanol ve 1 ml DPPH’ ¢6zeltisi kullanildi. Azalan absorbans
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geriye kalan DPPH’ ¢ozeltisi miktarin1 yani serbest radikal giderme aktivitesini

vermektedir.

2.2.5. ABTS™ (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikali

giderme aktivitesi

Ekstrelerinin ABTS™ radikali giderme aktivitesi Re ve ark. (1999) yaptig1
calismaya gore belirlendi. Oncelikle 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiye 2,45 mM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS' radikalleri iiretildi.
ABTS"™ radikal ¢ozeltisi kullanilmadan &nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de
absorbansi 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile 0,750+0,025 nm’ye ayarlandi.
ABTS™ radikal giderme aktivitesine bakilan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarina
birer ml ABTS" radikal cozeltisi ilave edilerek ve 30 dakika inkiibe edildi.

Tampondan olusan kore karsi 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

2.2.6. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna
gore belirlendi (Mitsuda ve ark., 1966). Ekstrelerden olusturulan stok ¢ozeltilerden
istenilen konsantrasyonlara karsilik gelen miktarlar vezin kaplarina otomatik pipetlerle
pipetlendi ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir vezin
kabina 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak 2,5 ml tampon
¢ozelti ve 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu kullanildi. Inkiibasyon 37 ° C’de
gergeklestirildi. Her 12 saatte bir vezin kaplarindan 100’er pl alind1 4,7 ml etanol
bulunan deney tiiplerine konuldu. 100 pl Fe** ¢ozeltisi daha sonra da 100 pl SCN
¢ozeltisi ilave edildi. Kor olarak 4,8 ml etanol bulunan deney tiipiine 100 ul Fe** ve
100 ul SCN c¢ozeltilerinin ilavesiyle hazirlandi. Numunelerin 500 nm’deki

absorbanslar1 kore kars1 okundu.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Antioksidan aktivite tayin metotlari; gida, ilag veya tibbi amaclh kullanilan
bitkilerin veya onlardan saflastirilan biyolojik aktif maddelerin biyolojik aktivite
kapasitelerinin aydinlatilmasi bakimindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
amagla DPPH’, ABTS™ ve O," radikal giderme aktiviteleri, metal selatlama
kapasitesi, total indirgeme kapasitesinin aragtirilmasi gibi metotlar siklikla
kullanilmaktadir (Bursal 2009). Bu calismada da radikal giderme aktivitesi i¢in bu
metotlardan DPPH" serbest radikal giderme aktivitesi ile ABTS™ katyon radikali
giderme aktivitesi gerceklestirildi. Ayrica antioksidan aktivite icin total indirgeme
kapasite tayini ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini
metotlar1  kullanildi. Bulgular BHA, BHT ve askorbik asit gibi antioksidan

aktiviteleri bilinen standart antioksidanlar ile karsilastirildi.

3.1. Total indirgenme kapasitesi
Antioksidan ¢alismalarda kullanilan bu metotta, test ¢ozeltisinin sar1 rengi

ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay: farkl

tonlardaki yesil rengine doniismektedir (Bursal 2009).
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Sekil 3.1. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ve standart
antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/ml) indirgeme

kuvvetlerinin kargilastirmasi

Calismada kullanilan mese yapragi etanol (MYE), palamut kabugu etanol
(PKS), palamut ¢ekirdegi etanol (PCE), gezo pekmezi etanol (GPE), mese yapragi su
(MYS), palamut kabugu su (PKS), palamut ¢ekirdegi su (PCS) ve gezo pekmezi su
(GPS) ekstrelerinin indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar gibi artan ekstre
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir. Fakat bu artmanin standart
antioksidanlar kadar belirgin ve anlamli olmadig1r Sekil 3.1°den anlasilmaktadir.
Ekstrelerin indirgeme potansiyeli farkli konsantrasyonlardaki (10 pg/ml, 20 pg/ml ve
30 pg/ml) cozeltilerinin 700 nm’deki absorbanslar1 Slgiilerek belirlenmistir (Sekil
3.1).

3.2. DPPH’ serbest radikali giderme aktivitesi ile ilgili caliyma bulgular:

DPPH’ radikali giderme aktivitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda 517 nm’de
azalan absorbans geriye kalan DPPH’ ¢6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderme
aktivitesini vermektedir. Calismada kullanilan bazi ekstrelerin (PCE) standart

antioksidanlar olan BHA, BHT ve askorbik asit gibi etkili bir sekilde DPPH" serbest
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radikali giderme aktivitesi sergiledigi, bazi ekstrelerin (MYE, PCS ve PKE) az etki
gosterdigi, bazi ekstrelerin (PKS, GPE, MYS ve GPS) ise etki gostermedigi Sekil
3.2’deki bulgulardan goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ve standart
antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/ml) DPPH’

radikali giderme aktivitelerin karsilastirmasi

DPPH’ radikali ile ilgili hesaplamalar agsagidaki esitlige gore yapildi. Burada
Anumune DPPH™ radikal ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra bulunan absorbans
degeri, Axontol is€ sadece DPPH’ radikal ¢ozeltisi igeren kontrol degerinin absorbans

degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT ve askorbik asit kullanildi.

DPPH" giderme aktivitesi (%)= (1 - MJ x100

Kontrol

Ekstreler ile standart antioksidanlar 30 pg/ml konsantrasyonunda sirasiyla
askorbik asit > BHA > BHT > PCE > MYE > PCS > PKE > PKS > MYS > GPE >
GPS seklinde DPPH™ radikali giderme aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Bu
degerler yine sirasiyla %95.8 > %93.1 > %84.9 > %80.0 >%35.8 > %27.6 > %22.2 >
%6.5 > %4.9 > %3.4 > %0 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gére PCE 6nemli
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miktarda MYE, PCS ve PKE ise orta derecede serbest radikal gideren dogal
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. PKS, MYS, GPE ve GPS ise ¢cok

diistik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

3.3. ABTS™ giderme aktivitesi bulgulari

ABTS™" giderme aktivitesi de sulu karisimlarin, igeceklerin, ekstrelerin veya
saf maddelerin radikal giderme aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Miller ve
ark. 1996). Ekstreler (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) ile
calismada kullanilan askorbik asit, BHA ve BHT gibi standart antioksidan
bilesiklerin ABTS™ giderme aktiviteleri gesitli konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 20
pg/ml ve 30 pg/ml) calisildi.
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Sekil 3.3. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) farkh
konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™ giderme aktivitesinin birer standart antioksidan olan

BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilastirmasi

ABTS™ giderme ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi.
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ANumune ) % 100

ABTS"" gidermeaktivitesi(%) = (1 -
Kontrol

Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS), standart
birer antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilagtirilmistir. Yapilan
calismaya gore 30 pg/ml konsantrasyonunda BHA %99.3 oraninda, BHT %99.6
oraninda, askorbik asit %99.3 oraninda, GPE %10, GPS %9,5 ve MYS %6,3
oraninda ABTS™ giderme aktivitesi gosterdiler. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE,
PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) liyofilize su ekstresi ile standart antioksidanlarin
ABTS™ giderme aktiviteleri Sekil 3.3’te grafik halinde gosterildi.

3.4. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite bulgulari

Calismada kullandigimiz MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi.
Ekstrelerin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS) toplam antioksidan
aktivite tayinleri icin 10, 20 ve 30 pg/ml konsantrasyonlarinin sonuglarinin

ortalamas1 kullanild1 (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS)’den elde edilen
su ekstresinin farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) toplam antioksidan aktivitesinin birer standart

antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi
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Ekstrelerin ve kullanilan standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunu
inhibe etme yiizdeleri, kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon siiresi olan
60. saat temel almarak hesaplanmistir. Lipit peroksidasyonu inhibisyonu

hesaplamalar1 asagidaki esitlige gore yapildi.

Inhibisyon Yiizdesi (%) = [1 — Ao Jx 100

Kontrol

Bu denklemde Anuymume farkli konsantrasyonlardaki ekstre degerlerinin
maksimuma ulastig1 inkiibasyon anindaki absorbans degeri, Akonroi 1s€ kontrol
degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon anindaki absorbans degerini ifade eder.

Pozitif kontrol olarak a- tokoferol ve troloks kullanild1 (Sekil 3.4).
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4.TARTISMA VE SONUC

Antioksidanlar diisiik derisimlerde organik molekiillerin serbest radikal
mekanizmali oksidasyonunu 6nleyen bilesiklerdir. Diyette bulunan antioksidanlar
zihinsel performansi gelistirmekte, sinirsel dejeneratif rahatsizliklarin olusumunu ve
aym zamanda klap hastalii, kanser gibi hastaliklar1 énlemektedir. Ozelikle beyin
yiiksek diizeyde O, kullanimi nedeniyle oksidatif strese karsi zayiflayip meyve sebze
gibi zengin bir diyetle korunabilir (Koca ve Karadeniz).

Ozelikle daha uzun siire etkili olmalar1 sebebiyle son yiizyilda sentetik
antioksidanlar gida endiistrisinde koruyucu amacl olarak kullanilmaktadir. Ancak
yapilan son c¢aligmalarda sentetik antioksidanlarin kanserojen etkilerinin var
olduguna dair bulgularin rapor edilmesiyle 6zellikle Avrupa iilkelerinin birgcogunda
ve bazi Uzakdogu iilkeleri ile Amerika’da sentetik antioksidanlarin kullanimi ile
ilgili yasal simirlamalar getirilmeye baslanmistir. Bu ylizden son zamanlarda gida
endiistrisi ve farmasotik tibbin bitkisel kokenli dogal antioksidanlara karsi talebi
giderek artmaktadir. Bunun dogal sonucu olarak da dogal antioksidanlara 6zellikle de
bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara olan ilgi artarak devam etmektedir. Baz1 bitki
fenolikleri son zamanlarda antioksidan olarak kabul edilmekte ve ticari olarak
tiretilmektedir. Bu acidan diyette koruyucu etki saglayan bu antioksidanlarin
gidalardaki biyolojik mevcudiyetinin ve alinmasi gereken diizeylerinin bilinmesi
onemli goriilmektedir.

Antioksidan kapasite tayinlerinde dogru yontemi se¢mek c¢ok Onemlidir.
Antioksidanin hidrofilik veya lipofilik olmasi se¢ecegimiz yontemin belirlenmesinde
onemli bir kriterdir. DPPH yalnizca organik ortamda ¢ozilebilir (6zellikle alkol
ortaminda), sulu ortamda c¢o6ziinmez. Bu hidrofilik antioksidanlarin roliiniin
yorumlanmasinda énemli bir sinirlamadir (Biiytliktuncel 2013).

Yiyeceklerin antioksidan kapasitelerinin ve antioksidan bilesenlerinin
bilinmesi tip ve beslenme uzmanlarinin oldugu kadar saglik ve besin alanindaki
arastirmacilarinda ilgi alanidir. Besinlerin bilesenlerinin kompleksleri nedeniyle her
bir antioksidan bilesigin izole edilmesi ve tek basina tayin edilmesi hem pahali hem

de verimsizdir. Bir karisimdaki antioksidan bilesiklerin muhtemel sinerjik iliskileri
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de dikkate alindiginda total antioksidan kapasiteyi Olgen yontemler Onem
kazanmaktadir.

Tip, gida ve eczacilik sektorlerinde serbest radikallerin sagliga olan zararh
etkilerini gidermek agisindan antioksidan bilesiklerin radikal giderme aktiviteleri cok
onemlidir. Cesitli nedenlerle serbest radikaller meydana gelmekte ve dolayisiyla
eczacilik ve gida sanayinde lipit peroksidasyonunu hizlandirmakta ve {iriiniin
kalitesini diisiirmektedir. Son zamanlarda sentetik serbest radikallerin giderilmesi ile
ilgili bircok metot gelistirilmistir. Bunlarin basinda total indirgenme kapasitesi,
DPPH radikal giderme aktivitesi, ABTS™ giderme aktivitesi, DMPD™" giderme
aktivitesi, PMS-NADH-NBT sistemi, ksantin-ksantin oksidaz sistemi ve riboflavin-
metiyonin-1sik sistemi gibi sistemlerde olusturulan siiperoksit anyon radikalleri
giderme aktivitesi gibi radikal giderme metotlar1 kullanilmaktadir. Bu kromojen
radikal giderme metotlar1 uygulama kolayligi, hassasliklar1 ve analizlerin kisa siirede
uygulanabilirli§i gibi avantajlardan dolay1r yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Bursal 2009). Bu c¢aligmamizda yukarida belirtilen metotlardan DPPH serbest
radikal giderme aktivitesi, ABTS™ katyon radikal giderme aktivitesi, FRAP
metoduna gore indirgeme giicli ve ferrik tiyosiyanat metoduna gore linoleik asit
peroksidasyon inhibisyonu belirlenmistir.

Total indirgenme kapasitesi metodu, antioksidan maddelerin indirgeyici
ozelliklerinin olabilmesi esasina dayanmaktadir. indirgeyici antioksidanlar, oksidan
maddeleri indirgeyerek bunlarin zararli etkilerini inhibe ederler. Bu calismada
ekstrelerin standart antioksidanlar olan BHA, BHT ve askorbik asit kadar yiiksek
DPPH’ serbest radikali giderme aktivitesi sergilemedigi fakat PCE 6nemli miktarda
MYE, PCS ve PKE ise orta derecede serbest radikal gideren dogal antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. PKS, MYS, GPE ve GPS ise ¢ok diisiik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz calismada elde etti§imiz sonuglar
daha once yapilmis diger ¢aligmalardaki benzer bitki kaynaklarina gore; 1sirgan
(Giilgin ve ark. 2004c) brokoli (Giilgin ve ark. 2004a) rezene (Oktay ve ark. 2007)
karnabahar (Koksal 2007) nane (Elmastas ve ark. 2005) defne (Elmastas ve ark.
2006) daha diisiik aktiviteler tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, Mus ve ¢evresinde yetisen sapli mese (Quercius robur subsp.
pedunculiflora) tiiriiniin yaprak, palamut ve pekmezindeki Oziitiine farkli testler

uygulanarak laboratuar ortaminda bu 6ziitiin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
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Antioksidan aktivite tayin metotlari, bitkilerin veya onlardan saflastirilan biyolojik
aktif maddelerin biyolojik aktivite kapasitelerinin aydinlatilmas1 bakimindan yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla DPPH’, ABTS™ ve O," radikal giderme
aktiviteleri, metal selatlama kapasitesi, total indirgeme kapasitesinin aragtirtlmasi
gibi metotlar siklikla kullanilmaktadir (Mengelloglu 2011). Bu ¢alismada da radikal
giderme aktivitesi i¢in bu metotlardan DPPH" serbest radikal giderme aktivitesi ile
ABTS™ katyon radikali giderme aktivitesi gergeklestirildi. Farmasotik degerinin 6n
plana ¢ikarilmasi, antioksidan aktivitesinin belirlenerek terapik potansiyelinin tespit
edilerek dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilirliginin aragtirilmasi
amaglanmaktadir. Bu pekmezin giinliik diyetle kullaniminin insan sagligi iizerinde
onemli yararh etkileri oldugu yore halki tarafindan sdoylenmektedir.

DPPH radikal giderme aktivitesi metodunda kullanilan radikal DPPH" (1,1-
difenil 2-pikril hidrazil) 517 nm’de absorbans veren organik yapida olan bir
maddedir. Bu radikal antioksidan maddeler ile kimyasal tepkimeye girerek, radikal
olmayan DPPH-H molekiiliine doniismektedir. DPPH-H molekiilii 517 nm’de
absorbans vermedigi i¢in azalan absorbans miktarindan antioksidan aktivite
hesaplanabilir.

Ekstreler ile standart antioksidanlar 30 pg/ml konsantrasyonunda sirasiyla
askorbik asit > BHA > BHT > PCE > MYE > PCS > PKE > PKS > MYS > GPE >
GPS seklinde DPPH™ radikali giderme aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Bu
sonuglara gore PCE 6nemli miktarda (%80.0) MYE, PCS ve PKE ise orta derecede
serbest radikal gideren dogal antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. PKS,
MYS, GPE ve GPS ise ¢ok diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Ekstrelerinin (MYE, MYS, PKE, PKS, PCE, PCS, GPE ve GPS), standart
birer antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilastirilmasi sonucu; 30
pg/ml konsantrasyonunda BHA %99.3 oraninda, BHT %99.6 oraninda, askorbik asit
%99.3 oraninda, GPE % 10, GPS % 9,5 ve MYS %6,3 oraninda ABTS™ giderme
aktivitesi gosterdikleri goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak; bu arastirmada Mus ve Bitlis illerinde yetisen sapli mese
(Quercus robur subsp. pedunculiflora)’nin yapraklar iizerinde olusan siradan elde
ilen pekmez ve bu bitkinin yaprak ve palamut kisimlarinin antioksidan ozellikleri
belirlenmigtir. Calismada incelenen bitki yerel olarak besin ve tedavi amach

kullanilmakla beraber, {iizerinde yeterince klinik c¢aligmalar yapilmamistir.
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Literatiirde yapilan aragtirmalarda bu bitkiden elde edilen pekmezin kimyasal 6zelligi
hakkinda daha once yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle

calisma sonuclar1 bu anlamda literatiire katki sunacaktir.

40



KAYNAKLAR

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

Akpoyraz, M., Durak 1.,1995. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri. Ankara
Tip Mecmuasi, 48: 253-262.

Altinisik, M., 2000. Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidanlar. ADU Tip
Fakiiltesi Biyokimya AD. Aydin.

Ames, B.M., Shigena, M.K., Hagen, T.M., 1993. Oxidants, antioxidants and
the degenerative diseases of ageing. Proceedings of National Academy of Sciences,
90: 7915-7922.

Aydemir, B., Karadag Sar1, E. 2009. Antioksidanlar ve Biiyime Faktorleri ile
Mliskisi. Kocatepe Vet. Journal, 2 (2): 56-60.

Baytop, T., 1999. Tiirkiye’de Bitkilerle Tedavi. 2.baski, Nobel Tip Kitap
Evleri.

Baytop, T., 1984. Tiirkiye’de Bitkiler ile Tedavi. istanbul Univ. Eczacilik
Fakiiltesi, Yay. No. 3637,No.40, Istabul, 240-376.

Beckman, K.B., Ames, B.N., 1997. Oxidative Decay of DNA. Journal.
Biology Chemystry, 272: 19633-19636.

Branen, A.L., 1975. Toxicology and biochemistry of butylated
hydroxyanisole and butylated hydroxytoluene. Journal of the American Oil
Chemists Society, 52: 59-63.

Bursal, E. (2009). Kivi meyvesinin (Actinidia deliciosa) antioksidan ve
antiradikal aktivitelerinin belirlenmesi, karbonik anhidraz enziminin saflastirilmasi
ve karakterizasyonu. Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Erzurum.

Cortopassi, G.A., Wong, A., 1999. Mitochondria in Organismal Aging and
Degeneration. Biochim. Biophys. Acta, 183-193.

Caylak, E., 2011. Hayvan ve Bitkilerde Oksidatif Stres ile Antioksidanlar.
Tip Arastirmalar: Dergisi, 9 (1): 73-83.

41



Cavdar, C., 1997. Reaktif Oksijen Partikiilleri ve Antioksidan Savunma. Tiirk
Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi/Office Journal of the Turkish
Nephrology, 3-4: 92-95.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T, 1997. Reaktif Oksijen Partikiilleri ve
Antioksidan Savunma. Tiirk Nefroloji ve Transplantasyon Dergisi, 3-4: 92-95.

Davies, K.J.A., 2000. Oxidative Stress, Antioxidant Defenses, and Damage
Removal, Repair And Replacement Systems. International Union Of Biochemistry
and Molecular Biology Life, 50: 279-289.

Dervis, E., 2011. Oral Antioksidanlar. Dermatoz, 2(1): 263-267.

Diken, M.E. (2009). Bazi Sifali Bitkilerin Antioksidan Icerikleri. Yiiksek
Lisans Tezi, Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Balikesir.

Diindar, Y., Aslan R., 1993. Bir Antioksidan Olarak Vitamin E. Genel Tip
Dergi, 9 (3): 109-16.

Finkel, T., Holbrook, N.J., 2000. Oxidants, Oxidative Stres and the Biology
Of Ageing. Nature, 408: 239-247.

Elmastas, M., Giilgin, I., Oztiirk, L., Gokge, I., 2005. Investigation of
antioxidant properties of spearmint (Mentha spicata L.). Asian Journal of
Chemistry, 17: 137-148.

Elmastas, M., Tiirkekul, 1., Oztiirk, L., Giil¢in, 1., Isildak, O., Aboul-Enein,
H.Y., 2006. The Antioxidant Activity of two Wild Edible Mushrooms (Morchella
Vulgaris and Morchella Esculanta). Combinatorial Chemistry and High
Throughput Screening, 6: 443-448.

Ercan, S. (2008). Dogumsal Kalp Hastaligi Olan Cocuklarda Total Oksidan
(Tos) ve Antioksidan Seviye (Tas) ile Oksidatif Stres Indeks (Osi) Diizeyleri.
Uzmanlik Tezi, Harran Universitesi, T1p Fakiiltesi, Sanlurfa.

Galip, F. (2007). Bégiirtlen (Rubus Sp.) Meyvesinin Karbon Dioksit Ile Siiper
Kritik Ekstraksiyonundan Dogal Boyar Madde Eldesi ve Uygulanabilirligi. Yiksek
Lisans Tezi, Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Gok, V., Kayacier A., Telli R., 2006. Hayvansal ve Mikrobiyal Kaynakli
Dogal Antioksidanlar. Gida Teknolojileri Elektronik Dergisi, (2): 35-40.

Gokpinar, S., Koray, T., Ak¢icek, E., Goksan, T., Durmaz, Y., 2006. Algal
Antioksidanlar. Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi, 23: 85-89.

42



Giilbayzar, S. (2006). Yenidogan Bebeklerde Kord Kaninda (Oksidatif Stres
Gostergesiolarak) Malondialdehit. Uzmanlk Tezi, Istanbul Bakirkdy Kadm Dogum
ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Istanbul.

Giilgin, 1., Sat, 1.G., Beydemir, S., Kiifrevioglu, O.1., 2004a. Evaluation of
the in vitro antioxidant properties of extracts of broccoli (Brassica oleracea L.).
Italian Journal of Food Sciences, 16: 17-30.

Giilgin, 1., Mshvildadze, V., Gepdiremen, A., Elias, R. 2004b. Antioxidant
activity of saponins isolated from ivy: a-Hederin, hederasaponin-C,
hederacolchiside-E and hederacolchiside F. Planta Medica, 70: 561-563.

Giilgin, 1., Koksal E., Elmastas, M., Aboul-Enein H. Y., 2007. Determination
of in vitro antioxidant and radical scavenging activity of Verbascum Oreophilum
C.KOCH var. Joannis. Research Journal of Biological Sciences, 2: 372-382.

Giinal, N., 2013. Tiirkiye’de Iklimin Dogal Bitki Ortiisii Uzerindeki Etkileri.
Cevrimigi Tematik Tiirkoloji Dergisi, 5 (1): 1-22.

Giinald;, M. (2009). Kan Selenyum Diizeyi ve Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesinin Akut Miyokart Enfarktiisii Gelisimi Uzerine Etkisi. Uzmanlk Tezi,
Okmeydani Egitim ve Arastirma Hastanesi I1I. ichastaliklar1 Klinigi, Istanbul.

Giirgoze, S.Y., Sahin, T., Durak, M.H., 2007. Memelilerde Ortalama Yasam
Siiresi Ve Yaslanma Siirecinde Serbest Radikallerin Rolii. Istanbul Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi 33 (1): 43-49.

Giirsoy, F. (2005). Etanoliin  Indiikledigi ~ Karaciger —Hasarinda
Matriksmetalloproteinazlarin Rolii ve Antioksidanlarin Etkisi. Yiksek Lisans Tezi,
Afyon Kocatepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Afyon.

Heinecke, J.W., 2002. Oxidized amino acids: Culprits in Human
Atherosclerosis Andindicators of Oxidative Stress. Free Radical Biology and
Medicine, 32: 1090-1101.

Inal, S., 1958. Tiirkiye’de Tarih Boyunca Palamud Mesesi (Quercus
Aegilofs) ve Sagladig1 Faydalar. Istanbul Universitesi Orman Fakiiltesi Dergisi, 8:
1.

Karadag, H. (2007). Siiperoksit Dismutaz Enziminin Insan Eritrositlerinden
Saflastirilmast ve Bazi Pestisitlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi.

Doktora Tezi, Cukurova Universitesi, Adana.

43



Kiling, K., Kiling, A., 2002. Oksijen Toksisitesisin Aract Molekiilleri Olarak
Oksijen Radikalleri. Hacettepe Tip Dergisi, 33 (2): 110-118.

Koca, N., Karadeniz, F., 2005. Serbest Radikal Olusum Mekanizmalar1 ve
Viicuttaki Antioksidan Savunma Sistemleri. Gida Miihendisligi Dergisi, 16: 32-37.

Kog, E., Ustiin, A.S., 2008. Patojenlere Kars1 Bitkilerde Savunma ve
Antioksidanlar. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 24 (1-2): 82-
100.

Koksal, E. (2007). Purification and Characterisation of Peroxidase From
Cauliflower (Brassica oleracea L.) and Determination of Their Antioxidant and
Antiradical activities. PhD Thesis, Atatiirk University, Erzurum, Turkey.

Lambeth, J.D., 2004. Nox enzymes and the biology of reactive oxygen.
Nature Reviews Immunology, 4 (3): 181-189.

Meal, J.F., 1976. In free Radical in Biology; Pryor, W.A., Ed; Academic,
New York, 6, 51-67.

Melov, S., Ravenscroft, J., Malik, S., Gill, M.S., Walker, D.W., Clayton, P.E.,
Wallace, D.C., Malfroy, B., Doctrow, S.R., Lithgow, G.J., 2000. Extension oflife-
span with superoxide dismutase/catalase mimetics. Science, 289: 1567-1569.

Memisogullari, R., 2005. Diyabette Serbest Radikallerin Roli ve
Antioksidanlarin Etkisi. Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi; 3: 30-39.

Meydani, M., 2001. Antioxidants and cognitive function. Nutrition Reviews,
59 (8): 575-582.

Miller, D.D., 1996. Mineral. Food Chemistry, Fennema, O.R. (Ed.), Dekker:
New York, 618-649.

Mitsuda, H., Yasumoto, K., Iwami K., 1966. Antioxidativ action of indol
compounds during the autoxidation of linoleic acid. Eiyo to Shokuryo, 19: 210-214.

Miiftiioglu, O., 2003. Yasasin Hayat. Dogan Kitapgilik, Istanbul.

Nordberg, J., Arner, E.S.J., 2001. Reactive Oxygen Species, Antioxidants,
and the Mammalian Thioredoxin System. Free Radical Biology Medicine, 31: 1287-
1312.

Oksante Ar-Ge Laboratuvart 2012. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar.

www.oksante.com.tr/www.oksantest.oksante.com.tr.

44


http://www.oksante.com.tr/www.oksantest.oksante.com.tr

Oktay, M., Yildirim, A., Bilaloglu, V., Giilgin, I., 2007. Antioxidant activity
of different parts of 1sgin (Rheum ribes L.). Asian Journal of Chemistry, 19: 3047-
3055.

Ozer, Z., Tursun, N., Onen, H., 2001. Yabanci Otlarla Saglhkh Yasam. 4
Renk Yayin Tanitim Matbaacilik, 253, Ankara.

Ozdemir, C. (2011). Superoksit Dismutaz Enziminin Nardan (Punica
Granatum L.) Saflastiriimasi ve Karakterizasyonu. Yiksek Lisans Tezi, Cukurova
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana.

Selen I, S. (2008). Yapraklar: Salata-Baharat Olarak Tiiketilen Baz
Bitkilerin ~ Antioksidan — Aktivitelerinin  Incelenmesi. Doktora Tezi, Trakya
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne.

Sen, S. (2001). Bitki Fenollerinin Odun Koruma Etkinliklerinin Blirlenmesi.
Doktora Tezi, Zonguldak Karaelmas Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Zonguldak.

Padayatty, S.J., Katz, A., Wang, Y.H., Eck, P., Kwon, O., Lee, J.H., Chen,
S.L., Corpe,C., Dutta, A., Dutta, S.K., Levine, M., 2003. Vitamin C as an
antioxidant: Evaluation of its role in disease prevention. Journal of the American
College of Nutrition, 22: 18-35.

Porter, N.A. 1985. Mechanism of fatty acid and phospholipid autoxidation.
In “Chemical Changes in Food During Processing”, T. Richardson and J.W. Finley
(Eds), pp:73-105. Van Nostrand Rainhold Company, New York.

Pratt, D,E., Hudson, B.J.F., 1990. Natural antioxidants not exploited
commercially in food antioxidants. Hudson B.J.F.; Ed.; Elsevier; Amsterdam, 17-
192.

Ramarathnam, N., Osawa, T., Namiki, M., Kawakishi, S., 1988. Chemical
studies on novel rice hull antioxidants. 1. Isolation, fractionation, and partial
characterization. Jourmal of Agricaltural and Food Cemistry, 36: 732-737.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice- Evans,
C., 1999. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, 26: 1231-1237.

Senses, S.,Vildan, Ozyazgan, S., Akkan, A.G., 1999. Serbest Oksijen
Radikalleri-I: Viicuttaki Antioksidan Sistemler. Tiirk Aile Hekimligi Dergisi, 3 (1-2):
5-11.

45



Sen, S., Durat, G., Atasoy, 1., 2009. Vitamin B 12 ve Folik Asit Eksikliginin
Psikiyatrik ve Nérolojik Bozukluklarla Iliskisi. Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi, 7
(1): 31-36.

Yiiksel, N., 1999. Sitokrom P450 Enzim Sistemi ve Ila¢ Etkilesmeleri.
35.Ulusal Psikiyatri Kongresi-Trabzon.

Tietz, N.-W., 1995. Clinical Guide to Laboratory Tests. W.B. Saunders
Company. Philadelphia, Pennsylvania.

Walker, B.G., 1983. The Woman’s Encyclopedia of Myths and Secrets. San
Francisco: Harper & Row, 661-663.

46



OZGECMIS

1983’te Mus/Bulanik ilgesinde dogdu. Ilkdgretimini Karaagil Ilkogretim
okulunda tamamladi. Lise 6grenimini Mus Lisesinde tamamladi. Yiiksekogrnimini
2003 yilinda Yiiziincii Y1l Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretminligi

Boliimii’ne basladi ve ayni fakiilteden 2008 yilinda mezun oldu.

47



	KAPAK
	ÖZET-ÖNSÖZ içindekiler
	SİMGELER VE KISALTMALAR

	GİRİŞ 30 eyl
	1. GİRİŞ 
	1.2. Serbest Radikaller
	Serbest radikaller, atomik ya da moleküler yapılarda çiftlenmemiş tek elektron içeren maddelere verilen isimdir. Başka moleküller ile çok kolayca elektron alışverişine girebilen bu moleküllere oksidan moleküller veya reaktif oksijen türleri de (ROT) denmektedir (Çavdar ve ark. 1997). Serbest radikal, bir veya birden fazla tek elektron içeren yüksek reaktiviteli molekül veya gruplardır (Akpoyraz ve Durak 1995).
	Serbest radikal molekülleri, çok kararsız, diğer moleküllerle çok hızlı reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararlı hale gelebilmek için elektron almaya gereksinim duyan moleküllerdir. Bir moleküle saldırdığında onun elektronunu çalarak okside eder ve bu yeni molekülün kendisi bir serbest radikal haline dönüşür. Bu zincir reaksiyonlar dizisi canlı hücrenin zarar görmesi ile sonuçlanır. Serbest radikallerin yarattığı en büyük zarar hücre zarları üzerinedir. Bunlar hücre zarlarından elektron alarak eşlenir. Hücre zarı ve sonuç olarak hücre yapısını bozar. Serbest radikallerin oluşumu organizmada oksijen kullanımı sırasında ortaya çıkar. Eşlenmemiş elektron içeren atom veya moleküller hücrelerin zarar gördüğü reaksiyonlar dizisini başlatır.


