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OZET

ARISTOLOCHIA BODAMAE DINGLER YAPRAK, CICEK VE TOHUM
EKSTRAKTLARININ FITOKIMYASAL BILESENLERININ VE
BiYOKIMYASAL AKTIiVITELERININ ARASTIRILMASI

Merve DEMIR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2021
Danisman: Prof. Dr. Tevtik OZEN

Aristolochia bodamae Dingler (Develiotu) Aristolochiaceae familyasina ait bir
tirdiir. A. bodamae Dogu Karadeniz, Giliney ve Bati Anadolu bolgelerinde yayigin
olarak yetismektedir. Literatiirde, Samsun’ da toplanan A. bodamae kok ekstraklarinin
fitokimyasal bilesenleri ve biyoaktviteleri belirlenmistir. Ayrica bu familyanin farkli
tiirleri ile ilgli fiyokimyasal ve biyoaktivite ile ilgili arastirmalar gergeklestirilmistir.
Bu tez calismasinda, A. bodamae’ nin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlari alt1 farkli
¢Oziicii kullanilarak (aseton, etil asetat, etanol, hekzan, metanol ve su) sokslet
cihazinda ekstrksiyon yapildi ve ham ekstraktlar elde edildi. Elde edilen 18 ham
ekstrakt drneklerinin fotokimyasal bilesen analizleri (kimyasal bilesen, toplam fenol
ve flavonoid igerikleri) ve biyokimyasal aktivite (antioksidan, enzim inhibisyon,
antibakteriyel ve DNA ile ilgili koruma aktivite) testleri gergeklestirildi.

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin toplam fenol igerikleri
Folin C yontemi uygulanarak 160.54 mg GAE/g ile 10.32 mg GAE/g arasinda oldugu
belirlendi. Ekstraktlarin toplam flavonoid igerikleri ise kolorometrik yontem kullarak
50.03 mg KE/g ile 3.4240.27 mg KE/g arasinda oldugu belirlendi. Ayrica tiim
ekstraktlarin LC-MS/MS analizinde taranan 23 fenolik bilesiklerden fumarik asit,
kafeik asit, kuersetin-3-glukozit, rutin, p-kumarik asit ve protokatesuik asit
iceriklerinin yiiksek oldugu bulundu. ABYEA ekstraktinin toplam antioksidan
(Aos:4.22 ng/mL), ABYHE ekstraktinin indirgeme giicli (Ao5:52.92 pg/mL), ABYET
ekstraktinin serbest radikal giderme (ECs0:2.99 ng/mL), ABTAS ekstraktinin metal
selat (ECs0:5.15 pg/mL), ABCET ekstraktinin lipit peroksidasyon inhibisyonu
(ECs0:2.34 pg/mL), ABTET ekstraktinin siiperoksit radiali giderme (ECs:24.70
pg/mL), ABCET ekstraktinin asetilkolin esteraz inhibisyonu (ECs0:0.43 pg/mL),
ABTME ekstraktinin iireaz inhibisyonu (ECs0:6.32 png/mL), ABTET ekstraktinin
antibakteriyel aktivitesi, ABTAS ekstraktinin deoksiriboz koruma (Ao5:6.23 pg/mL)
aktivitelerinin en etkili oldugu tayin edildi. Ayrica tiim ekstraktlar DNA korum
aktivitesi oldugu elektroforez jel goriintiilerinde gozlendi. Elde edilen aktivite
sonuglart SPSS 20 programu ile sonuglar arasindaki anlamli bir farklilik olup olmadig:
ANOVA ve Tukey analizleri ile belirlendi (p<0.05).

A. bodame bitkisinin toprakiistii kisminin oksidatif hasar giderici, enzim-
aktivite bozukluklarini 6nleyici ve antibakteriyel etkisinin bulundugu goriilmiis olup,
Aristolochiaceae tfamilyasina ait diger bitkiler gibi etkili olabilecegi ortaya
konulmustur.

Anahtar Kkelimeler: A. bodamae, Aristolochiaceae, Antioksidan Aktivite, Enzim
Inhibisyonu, Antibakteriyel Aktivite, DNA Koruma Aktivitesi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYTOCHEMICAL COMPONENTS AND
BIOCHEMICAL ACTIVITIES OF ARISTOLOCHIA BODAMAE DINGLER
LEAF, FLOWER AND SEED EXTRACTS

Merve DEMIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry
Master, January/2021
Supervisor: Prof. Dr. Tevfik OZEN

Aristolochia bodamae Dingler (Develiotu) is a species belonging to the
Aristolochiaceae family. A. bodamae is widely grown in the Eastern Black Sea,
Southern and Western Anatolia regions. In the literature, phytochemical components
and bioactivities of A. bodamae root extracts collected from Samsun were determined.
In addition, biochemical and bioactivity studies were carried out on different species
of this family. In this thesis study, the flower, seed and leaf parts of bodamine were
extracted using six different solvents (acetone, ethyl acetate, ethanol, hexane, methanol
and water) in a soxlet apparatus and crude extracts were obtained. Photochemical
component analysis (chemical component, total phenol and flavonoid contents) and
biochemical activity (antioxidant, enzyme inhibition, antibacterial and DNA related
protection activity) tests of 18 raw extract samples were performed.

Total phenol contents of A. bodamae flower, seed and leaf extracts were
determined to be between 160.54 mg GAE/g and 10.32 mg GAE/g by applying Folin
C method. Total flavonois contents of the extracts were determined to be between
50.03 mg QE/g and 3.42 mg quercetin equivalent/g using the colorimetric method. In
addition, all extracts were found to have high content of fumaric acid, caffeic acid,
quercetin-3-glucoside, rutin, p-coumaric acid and protocatechic acid among 23
phenolic compounds screened in LC-MS/MS analysis. The activities of total
antioxidant of the ABYEA extract (Ao.s: 4.22 pg/mL), reducing power of the ABYHE
extract (Ao.s: 52.92 pg/mL), free radical removal of the ABYET extract (ECso: 2.99
pg/mL), metal chelate of the ABTAS extract (ECso : 5.15 pg/mL), lipid peroxidation
inhibition of the ABCET extract (ECso: 2.34 ng/mL), superoxide radial removal of the
ABTET extract (ECso: 24.70 pg/mL), acetylcholine esterase inhibition of ABCET
extract (ECso: 0.43 pg/mL), urease inhibition of ABTME extract (ECso: 6.32 pg/mL),
antibacterial activity of the ABTET extract and deoxyribose protection of the ABTAS
extract (Aos: 6.23 pg/mL) activities were determined to be the most effective. In
addition, all extracts were observed to have DNA protection activity in electrophoresis
gel images. The activity results obtained were evaluated using the IBN SPSS 20.0
package program. Whether there was a significant difference between the results was
determined by ANOVA and Tukey analyzes.

It has been observed that the aboveground part of the A. bodame plant has
oxidative damage, preventing enzyme-activity disorders and antibacterial effects, and
it has been revealed that it can be effective like other plants belonging to the
Aristolochiaceae family.

Keywords: A. bodamae, Aristolochiaceae, antioxidant activity, enzyme inhibition,
antibacterial activity, DNA protection activity

i



ONSOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢alisma siirecimde bilgisi, tecriibesi ve dngoriileriyle manevi
destegini hep iizerimde tutan ve yoluma 1s1k olan ¢ok degerli tez danigmanim akil
hocam, Prof. Dr. Tevfik OZEN’ e sonsuz saygilarimi sunar ve sabri icin ayrica
tesekkiir ederim.

Bitki materyallerimi temin etmem konusundaki yardimlarindan dolay1 Biyoloji
Boliimii’ nden Prof. Dr. Hasan KORKMAZ’ a ve bu siiregte higbir zaman desteklerini
esirgemeyen laboratuvar arkadaslarim Semiha YENIGUN’ e, Aslihan ALEV’ e,
Kemal YILDIRIM’ a, Sarmad MARAH’ a ve Neslihan BORA’ ya tesekkiirii bir borg
bilirim.

Yasamim boyunca her zaman sevgileriyle yanimda olan, her daim giivenen, her
ne olursa olsun basaracagima inanan ve benim her seyim olan Annem Miinevver
DEMIR, Babam Ismail DEMIR’ e Kardeslerim; Omer Faruk DEMIR ve Feyza
DEMIR’ e sonsuz destekleri ve fedakarliklarindan dolay1 sevgi ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Varliklariyla ve destekleriyle beni bu yolda yalniz birakmayan Anneannem
Sahinde SEN’ e, Babaannem Pakize DEMIR’ e¢ ve Dedelerim ismet SEN’ e,
Sabahattin DEMIR’ e bolca tesekkiir ederim.

Samsun’da manevi desteklerini esirgemeyen Firat EKINCI, ibrahim BULUT
dostlarima, her daim yanimda oldugunu hissettirerek bana yardimci olan Oguzhan
YAMAN’a; seflerim Goksel ENEC’ e ve Emre YILDIRIM’ a bu siirecte sagladiklari
kolayliklar i¢in ayrica tesekkiirlerimi sunarim.

Manevi destegini esirgemeyip bu yolda beni yalniz birakmayan ¢ok degerli ekip
sefim Serkan ETILER’ e tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Bu tez ¢aligmasi, PYO.FEN.1904.20.002 no lu Bilimsel Arastirma Projesi olarak
Ondokuz May1s Universitesi tarafindan desteklenmistir.

Merve DEMIR

111



iv

Ailem’e...



ICINDEKILER

1. GIRiS 1
1.1. Tezin AMAct V& ONEMU .......ooviveveveeieieeeeeeeeeeeeeeee et aes 3
2. KURUMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI 6
2.1, Serbest RAdIKalIEr .......c.cooviiiiiiieiiieciie ettt 6
2.1.1. Serbest Radikallerin OIUSUMU...........ccceeevrireeiiiriirieeeieeecree et 6
2.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklart ..........ccccceevvevieniiinoiieciieieienie e 7
2.1.2.1. Serbest Radikallerin Endojen (Hiicre i¢i) Kaynaklari....................... 7
2.1.2.2.  Serbest Radikallerin Eksojen (Hiicre Dis1) Kaynaklari................... 13

2.2, Serbest Radikal TUIIETT ....c..eeeveeiieiieiieiiesie et 14
2.2.1. Reaktif Oksijen Tirleri (ROS) ....cccovviiriiiiiinieerieneeseeeee e 16
2.2.1.1.  Siiperoksit Radikali (O27) ...ccceeeeiieniiieiieecieecee et 16
2.2.1.2. Hidroksi Radikali (HO") .......ccceriiriinirniieieeeeeeesee e 17
2.2.1.3.  Hidrojen Peroksit (H2O2)....cccceerriiiiniiiiiiiiiieeieeieeeee e 18
2.2.1.4.  Singlet OKSIJEN ('O2) cuoveveveveeeieeeieieieieieieeeee et 19
2.2.1.5. Peroksil ve Alkoksil Radikali..........c.ccceevrrviieecriiiniieeiie e 20
2.2.1.6. OZ0N (O3) cvveiieiieeiiieiieiieieerieestte e sreereeseesseestaessaessbessseenseensaenees 20
2.2.2. Reaktif AZOt TUIICTT ...cccviiiiiieeiie et 20
2.2.2.1. Nitrik Oksit (NO') ve Nitrik Dioksit (NO2) ....cccoveeeeeiriieieiiieeeeneee. 21
2.2.2.2.  Peroksinitrit (ONOQ) .....uvveiiiiieiieeiiieeeeee e 21
2.2.3. Reaktif KIOrUr TUIIETT ....eeevieiieiieiiesiie et 22
2.2.3.1.  Hipoklorik ASit (HOCI)........cceceririeiieieieeeeee et 22

2.3. Serbest Radikallerin Yararlt EtKileri........ccccooeviviivieniienienienieee e 22
2.4. Serbest Radikallerin Zararli EtKileri.........cccooovrvvevienieniienienieeie e 23
2.4.1. Hiicre Zar1 ve Membran Lipitleri Uzerindeki Etkileri ............cccocco........ 24
2.4.2. Proteinler Uzerindeki BAKIIeTi ...........coovoveveeieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
2.4.3. DNA Uzerindeki EKIlETT ........vvvuieireireireirieieieseieiseeseiseieeeseee e 27
2.4.4. Karbonhidratlarin Uzerindeki EtKileri ..........ococovvvveviieeeeeieeeeeeeeenan. 28
2.5. Serbest Radikallere Bagli Hastaliklar ............cccccoerienininiininnncninccicene 29
2.5.1. Damar Tikanikligi (AteroSKIEr0Z)........ccccervvrrvreereeriierierieereereeveeeeenees 30

P2 T (€ 1 1 ¢ |« S OSSPSR 31
2.5.3. Diabetes MEIlitUs ........ccciiiiiiiiiiieiiecee ettt e aee e eevee e 32
2.5.4. SIZOTIENI c..veiiiiiieiie ettt ettt 34
2.5.5. Presbiakuzi....c.cocciieciiieiieeiiecee e 34
2.5.6.  AlZNEMUCT ....c..viiiiiieiiieciie ettt et e e stb e e e e e aa e e earaeenes 35
2.5.7. KANSET .oeeeviiiiiieciie ettt ettt ettt et e et e e eta e e e be e etbe e s abeeenaaeenaraeanns 36
2.5.8. ParkinSON......cceeeiiiiiiiiiieiieetee ettt e 37
2.6, ANUIOKSIAANIAL......ccuiiieiiiiiieciee ettt e e s aeesseeeenseeenes 38
2.7. Antioksidanlarin Etki MeKanizmast ..........ccceeeeueieniiieiiieeiieeeieeeiee e 39
2.8. Antioksidanlarin Siniflandirilmast.........c.cccceeveeeriiieieereerieeniesie e 41
2.8.1. Dogal AntiokSidanlar............cccocvevierieniirniinieereesee e 42
2.8.1.1. Endojen Antioksidanlar...........cccccevoeiriiniiiniinnienieeie e 44
2.8.1.2.  Eksojen AntiokSidanlar ...........ccccceviirirriieeieeneenieeie e 65
2.8.2. Yapay (Sentetik) Antioksidanlar...........cccocceeeeiiierieieiieniieeniee e 77
2.8.2.1. Biitillendirilmis Hidroksianisol (BHA) ........cccccevviiviiiniiieiieieene, 77
2.8.2.2. Biitillendirilmis Hidroksitoluen (BHT) ........ccccoviiniiniiiiiriieenee, 78
2.8.2.3. Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ)........ccccccvevieniiniecieeieeieeene, 79
2.8.2.4.  Propil Gallat (PG)......ceeveiiiriieeciieeiie et eee e 80
2.8.2.5. Nondihidroguayeretik Asit (NDGA)......cccccoereerieneniienenienieneneens 81

2.9, ENZIMICT...ccuiiiiiiieieeeiee ettt ettt te e st e et e e s e e sssaeessseesnseeensseesnsneenns 81
2.10. OKSIAALIT STIES....eieiiieeiieeiiiesee et eteeteestee e e e e e esteessseessseessseessseennes 84
2.10.1. Lipit PerokSidasyOnU...........coceeceevirieiienenieneneeieneetenie et 85



2.10.2. Protein OKSIdASYONU .......cccueevuievuieniienieneenienieeieenieeneesee e enee e 86

2.10.3. DINA HaSAIT.c..eetiiiiiiieieiieieeee ettt ettt st 86
2.11. Antibakteriyel AKIIVILE .......cooeeiiiiiiiieienie et 87
2.11.1. Gram Pozitif BaKteriler..........ccooeevieniiniiniiniiiieneenceecceceecieee 88
2.11.2. Gram Negatif Bakteriler ( GNB)......c.cccociriiiiiiiniinienieniececeeeeee 88
2.12. Aristolochiaceae Familyasl...........cocccoereeviinieeenineeninieenenceenie e 89
2.12.1. Aristolochia bodamae Dingler ............cccoovieeriiiiiiiiiniiieiieeieeeee e 90
2.12.1.1. Aristolochia Tiitlerinin Fitokimyasal Yap1 Incelenmesi ................. 92
2.12.1.2. Aristolochia Tiirlerinin Etnofarmakolojisi .......ccceeveevvenereesienennns 93
2.12.1.3. Aristolochia Tiirlerinin BiyoaKtivitesi.......ccoceeveeruerervvenereenuenennens 95

3. MATERYAL VE YONTEM 98
3.1. Kullanilan Kimyasallar.........cccceccevievieninieninieinenecceceneeeene e 98
3.2, Kullanilan Cihazlar...........cooiiiiiiiiiiiie e 98
3.3. Aristolochia bodamae DINGIET ..............cccoovviiiiiiiiniiiiiiiiieieeieeeee et 99
Bih. MELO....ceiiiieiiee ettt et st 99
3.4.1. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanisi ..........ccecveeeiieiiiieeciiecieee e 99
3.4.2. Ornekler ve Standartlar.............ccoovvuevevruereeeeeeeeeeeseseesesesse e 99
3.4.3. Deneysel KISIM......cocviiiiiieriieriieniecireie ettt sve e eieesaee e e 100
3.4.4. Fitokimyasal Bilesen Tayinleri ..........ccecceevienienieniiiniiiiiieeeeeneeeeee 100
3.4.4.1. Toplam Fenolik Tayinleri........ccccereeneeniiniiiniieieiencenee e 101
3.4.4.2. Toplam Flavonoid Tayini.......cccccceereieeriieenieeniiieenieenieeeseeeeieeenne 101
3.4.4.3. LC-MS/MS ile Fenoliklerin ANalizi ...........cccocoevuevevrreverenernnnn. 101
3.4.5. Antioksidan Aktivite Tayinleri ..........ccecceeveenieniiiniiiiiiieeeeeeneeeeee 102
3.4.5.1. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini..........ccceeevverrvueeriieernieercieennne 103
3.4.5.2. Indirgenme GUcl TAYIN........cocooveveveeeeerereeeeeeeeeeeeeseseeeeeeee e 103
3.4.5.3. Lipit Peroksidasyonu inhibisyon Tayini ............cccceevrrrveruererernne. 103
3.4.5.4. Serbest Radikal Giderme Tayini .......c..ccceeveveeeciieinieeniiieenieeeieeene 104
3.4.5.5. Metal Selat AKtivitesi TayiNi......cccecveerierrerireecreesreerieeseesnesneenens 104
3.4.5.6. Siiperoksit Anyonu Giderme AKtIVItEST ....ccceevveerieeiieenienienieenen. 105
3.4.6. Enzim Inhibisyon Aktivite Tayinleri ...........cccocovevueveverereceereeceererennnns 105
3.4.6.1. Asetilkolinesteraz Inhibisyon Aktivite Tayini.............ccccoevurvevnne. 105
3.4.6.2. Ureaz Inhibisyon Aktivite TayiNli........ccccocerorrrirererrererrreerereneenenn. 105
3.4.7. Antibakteriyel Aktivite Tayinleri........cccoooceeroeniiiniiniiiiieieeeerieeeee 106
3.4.7.1. Disk Difizyon Metodu.........ccceveveerrierienienieerieieeeesee e sne e 106
3.4.7.2. Mikrodilisyon MetodU..........cccereveeviierienierieerieieeieeseeseesne e 107
3.4.8. DNA fle lgili Aktivite Tayinleri..........cccocovererereeereeeeereeeeeeeeeserenenens 107
3.4.8.1. Deoksiriboz Koruma Aktivitesi Tayini .........cccceeveeveenceneenieennnen. 107
3.4.8.2. DNA Koruma AKEVITESI..ccccereerrerrierrieinienieniceieeieesieesiee e 108
3.4.9. Istatistiksel Degerlendirme..........cccoeverveeerverueieercieieeieneeseeeeee s 108

4. ARASTIRMA BULGULARI 108
4.1. A. bodamae Ekstraktlarinin Verimi, Toplam Fenol ve Flavonoid Igerikleri 108
4.1.1. LC-MS/MS ile Fenoliklerin Analizi .........cccccoveevieiieincenecnecnicnicnen. 111
4.2. Antioksidan Aktivite Tayinleri ........ccoccoerieiiiniinieiieeeeeese e 128
4.2.1. Toplam Antoksidan AKEVITE........cccveerierriiieriieerieeeiee e esiee e 128
422, Indirgenme GUCH..........covveeverereeeeeeeeeeeeseee e es s 129
4.2.3. Serbest Radikal Giderme AKEIVIteSI......cceereieiieriieiienienienie e 131
4.2.4. Metal Selat AKEVIEESI...ccuerverieeerieeriierieeieeteeteeie et e sieeseee st seeeeeeeeeas 133
4.2.5. Lipid Peroksidasyonu InhibiSyonu.............cccccooeveveveviiereveeerneeeennn. 134
4.2.6. Siiperoksit Anyonu Giderme AKtIVItEST ......eoeeveerverieneneerienienieienene 136
4.3. Ekstraktlarin Enzim Inhibisyon AKHVIteleri........ccoevrveverervevereeririerrerinns 139
4.3.1. Ekstraktlarin Asetilkolinesteraz Inhibisyonu Aktivitesi ...................... 139
4.3.2. Ekstraktlarm Ureaz Inhibisyon AKGVItesi........cocoeveveeverevevevreeeeenennn. 140
4.4. Antibakteriyel AKtIVIte TEeStIEIT ... cccuvevuieriieiieriierie e 142
4.4.1. Disk Difizyon MetodU.........ccceevreevierieenieniierieieereeeesee e sveesve s 142
4.4.2. Mikrodilisyon Metodu ........c.cceccveereiieeciieeiiieeiieesieeeiee e e eenee e 147



4.5. DNA Tle T1gili AKGVItEIET ......cvveeevieceerieeeeieecee e
4.5.1. Deoksiriboz Koruma AKIVILE .........ccoovvvuureeeieeeeeeiiieeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeenns
4.5.2. DNA Koruma AKIVITEST ....cccuvvveeeieeieeiiiieeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeirereeeeeeeeens

5. SONUC VE ONERILER
KAYNAKCA
0Z GECMIS

Vil



SIMGELER VE KISALTMALAR

Oz"
ONOO
‘OH
GSH

GS

0))

H>0,
NO,

O3

RO
ROO
HO»
CO3"
COy-
ROOH
ONOOH
0,NOO"
HOOCO
HOBr
HOCI
Cl
HOC1
Ch
NO(Cl1
BrCl
ClO,

Br
HOBr
Br 2

BrCl

RS

NO»
NOs
NO
N,O5
HNO:;
OONOOr
CINO;
OONO
N02+
N2O3
N2O4
ROONO
RO,NO;
CH3C(0)0,2NO,
ONOOH
Fe+2

Singlet oksijen
Stiperoksit radikali
Peroksinitrit
Hidroksil radikali
Glutatyon

Tiyil radikali
Oksijen molekiilii
Hidrojen peroksit
Azotdioksit

Ozon

Alkoksi radikali
Peroksil radikali
Hidroperoksil radikali
Karbonat radikali
Karbondioksit radikali
Organik peroksidler
Peroksinitrit asit
Peroksonitrat
Peroksomono karbonat
Hipobromik asit
Hipoklorik asit

Klor radikali
Hipoklorik asit

Klor gazi

Nitril klorit
Bromkloriir
Klordioksit

Brom radikali
Hipobromik asit
Brom gazi
Bromkloriir

Tiyil radikali
Azotdioksit

Nitrat radikali

Nirtik oksit

Diazot trioksit
Nitrik asit
Peroksinitrat

Nitril klorit
Peroksinitrit
Nitronyum katyonu
Dinitrojen tetraoksit
Dinitrojen tetraoksit
AlKkil peroksinitritler
AlKkil peroksinitratlar
Peroksiasetil nitrat
Peroksinitrik asit
Ferro demir

viil



Fe+3
COQH2
LOO
Ci5H240
NH;
H,CO;
FeSO4
NaH2PO4
NaNO;
FeC13
HCl
H>SO.4
nm

Mm

uM

°C

Ferri demir

Ubikinol

Lipit peroksil radikali
Biitillendirilmis hidroksitoluen (kapali formiilii)
Amonyum

Karbonik asit

Demir II siilfat
Monobazik sodyum fosfat
Sodyum nitrit

Demir (IIT) kloriir
Hidroklorik asit

Siilfiirik asit

Nanometre

Milimetre

Mikro molar

Santigrat

X



ABCAS
ABCEA
ABCET
ABCHE
ABCME
ABCSU
ABTAS
ABTEA
ABTET
ABTHE
ABTME
ABTSU
ABYAS
ABYEA
ABYET
ABYHE
ABYME
ABYSU
AChE
AD
ALA
AMP
ATC
ATP
BHA
BHT
BP
Co-Q10
COX
DDA
DHLA
DNA
DPPH'
DTNB
ETS
EDTA
FMO
G6PD
GAE
GCL
GP
GPDH
GSH
GSS
GSSG
GST
HDL
HNE
HPTLC
KAT
KDH
KE

KO

LDL
1eG
LOOH

KISALTMALAR

Aristolochia bodamae Dingler ¢icek aseton
Aristolochia bodamae Dingler ¢igek etil asetat
Aristolochia bodamae Dingler ¢icek etanol
Aristolochia bodamae Dingler ¢igek hekzan
Aristolochia bodamae Dingler ¢igek metanol
Aristolochia bodamae Dingler ¢igek su
Aristolochia bodamae Dingler tohum aseton
Aristolochia bodamae Dingler tohum etil asetat
Aristolochia bodamae Dingler tohum etanol
Aristolochia bodamae Dingler tohum hekzan
Aristolochia bodamae Dingler tohum metanol
Aristolochia bodamae Dingler tohum su
Aristolochia bodamae Dingler yaprak aseton
Aristolochia bodamae Dingler yaprak etil asetat
Aristolochia bodamae Dingler yaprak etanol
Aristolochia bodamae Dingler yaprak hekzan
Aristolochia bodamae Dingler yaprak metanol
Aristolochia bodamae Dingler yaprak su
Asetilkolin esteraz

Alzhemier hastaligi

a-lipoik asit

Adenozin monofosfat

Aristolochia tagala Cham.

Adenozin trifosfat

Biitillenmis hidroksianisol

Biitillenmis hidroksitoluen

Benzo(a)piren

Koenzim-Q10

Siklooksijenaz

Diisiik dogum agirligi

Dihidrolipoik asit

Deoksiriboniikleik asit
2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikali
5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit

Elektron transport zinciri
Etilendiamintetraasetik asit

Flavin mono oksijenaz

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

Gallik asit esdeger

Glutamin-sistein ligaz

Glutatyon peroksidaz

Gliserol 3-fosfat dehidrogenaz

Indirgenmis Glutatyon

Glutatyon sentetaz

Glutatyon (Yiikseltgenmis)

Glutatyon S-transferaz

Yiiksek yogunluklu lipoprotein
4-hidroksi-2-nonenal

Yiiksek performansli ince tabaka kromotografisi
Katalaz

Ksantin dehidrogenaz

Kuersetin esdeger

Ksantin oksidaz

Lipid radikali

Lipoprotein

Immiinoglobin

Lipit peroksit



LOX
LPO
LPS
MDA
MEL
MHA
MHB
MIK
Mn-SOD
MPO
MPTP
MRM
NADH
NADPH
NAFLD
NBT
NDGA
NH;
P450
PABA
PES

PG
PMS
PLGSH-Px
PUFA
R.

RNS
ROB
ROO
ROT
Sens
Sens”
SH
SPSS
STZ
SOD
SOR
TBA
TBHQ
TCA
TCM
TRX
TRxRS
UA
VLDL
Zn-SOD
WHO

Lipooksijenaz

Lipit peroksidasyonu

Lipopolisakkarit

Malondialdehit

Melatonin

Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Broth

Minimum inhibisyon konsantrasyonu
Manganez siiperoksit dismutaz
Miyeloperoksidaz
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro piridin
Coklu reaksiyon izlemcisi

Indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
Alkole bagli olmayan yagl karaciger bozuklugu
Nitro Blue Tetrazolium Chloride
Nondihidroguayeretik asit

Amonyum

Sitokrom p450 enzimi

p-amino benzoik asit

Bitki besin takviyeleri

Propil gallat

Fenazin metosiilfat

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz
Coklu doymamis yag asiti

AlKkil radikali

Reaktif azot tiirleri

Reaktif oksijen bilesimi

Peroksil radikali

Reaktif oksijen tiirleri

Sensitizer

Sensitizer aktif formu

Tiyol

Statistical packages for the social sciences
Streptozotosin

Stiperoksit dismutaz

Serbest oksijen radikalleri
Tiyobarbiitirik asit
Tersiyer-biitilhidroksikinon
Trikloroasetik asit

Geleneksel ¢in tibb1

Tioredoksin

Tiyoredoksin rediiktaz

Urik asit

Diisiik yogunluklu lipoprotein

Cinko siiperoksit dismutaz

Diinya saglik orgiitii

xi



SEKILLER

Sekil 2.1. Aktive olmus noétrofillerde fagositik patlama sonucu radikal olusumu (Altinigik, 2006) .... 11

Sekil 2.2. Nétrofillerde oksijene bagimli bakteri oldiirme aktiviteleri (Gokhan, 2007)........c..ccceue... 12
Sekil 2.3. Singlet OKSTJEN FOIMU ......cc.veiiieiieieeieeieee ettt ettt e e e ebesaeeneeens 19
Sekil 2.4. Hiicre zar1 ve yapist (Koolman ve RGhm, 2005) .......ccceiiiniiniiiiiiiniinieeeiceieeiesee e 25
Sekil 2.5. Ateroskleroz olusumuna zemin olusturan atardamar ¢eperindeki lipit hasar1 (Koolman ve
RONIM, 2005) ..ttt sttt a et et et et sb e bt e aeea e en e et et e sbeebeeaeeaeeneenean 31
Sekil 2.6. Glikasyona ugramis bir proteinden once shift bazi sonra ise amadori iiriinii olusumu
(Coleman ve Chung, 2002) .......cc.coiieiiriirienienieee ettt ettt sttt ettt st e sbeenbeenbeas 33
Sekil 2.7. Parkinson hastaliginin patajonezisi ile ilgili dne siiriilen fizyolojik stiregler (Richards
Sekil 2.8. Antioksidanlarin hiicredeki iglevinin genel sekli (Maltag, 2011)...cccccevverieriieienieeieeee 41
Sekil 2.9. Antioksidanlarin siniflandiriimast (Inan, 2015) ........cccovevevrueierreeiereeee e 42
Sekil 2.10. Epifiz bezinde melatonin iiretimi ve kontrol edilmesi (Brzezinski, 1997) ........cccceeevenneeee. 49
Sekil 2.11. Melatonin antioksidan 6zellikleri (Reiter, 2003).........cccvevierieriieiieieeieeeeee e 50
Sekil 2.12. Ag1z boslugunda melatonin terap6z potansiyeli (Najeeb vd, 2016).......cccceveeverieniennenne. 51
Sekil 2.13. Seruloplazmin ana fizyolojik iglevleri (Giirer, 2005) ......cccceverruiriieriinienieieiieeieseeeee 52
Sekil 2.14. Oksidatif strese karst savunmada glutatyonun antioksidan fonksiyonlarinin sematik hali
(Bharath vd, 2002) .......ooiiieieeeeiie et etee e et e e e et e e e et e e e ettt e e e et e e e eeateeeeetteeeeaateaeeaaes 57
Sekil 2.15. Glutatyonun antioksidan olarak davrandigi durumlar (Bharath vd, 2002)............cccee.ee.e. 56
Sekil 2.16. a-Lipoik asit ve indirgenmis formu olan dihidrolipoik asitin (DHLA) kimyasal yapisi.... 57
Sekil 2.17. Ubikinon Kimyasal YAPISI.......cueeeveeierieriieriieiieeieetesteseesseesseesessessaessaesseessessessesssesseenses 61
Sekil 2.18. Selenyumun biyokimyasal 6zellikleri arasinda yer alan antioksidan savunma ve immiin
etkileri (Kangalgil ve Yardimci, 2017) ......ccveierieriieieeieeie e seese e ete e esee et se e snae e nes 63
Sekil 2.19. a-Tokoferoliin Kimyasal YaPIST ......c.cccverieriieiiercieeieiieniereee et ete e seeeee e eseesesnnesseeneas 66
Sekil 2.20. B-karoten Kimyasal YAPIST .....cc.eecveeierieriieriierieeieeiesteseesseesseeseeaesssesseesseesseesesssesssesseesses 69
Sekil 2.21. A vitamini eksikliginde meydana gelen rahatsizliklar (Evcil ve Malas, 2008).................. 70
Sekil 2.22. L-askorbik asitin kimyasal yapist (Gokhan, 2007)......c..ccooeeruieririieniienienieieeieeie e 71
Sekil 2.23. Folik asitin kimysal yapisi (Koolman ve R6hm, 2005)......cc.ccoceriiniinienieinienienieneee 73
Sekil 2.24. Karotenoidlerin engelledigi bazi hastaliklar (Stahl ve Sies, 1996) .......c.cccceevinininennenee. 74
Sekil 2.25. BHANIN KIMYASAl FAPIST .euveeueiiiiiiieitieiieitieieete ettt ettt sttt et e e 78
Sekil 2.26. BHT nin kimyasal yapist (DOZer, 2010) .....ccc.ceouiriiiieieneeeee et 79
Sekil 2.27. TBHQMUN KiMYASAl YAPIST ..eevveeerieeieriieiieiieieeteeieseestesteenseesessessaesseesseesseessesssesssesseenses 80
Sekil 2.28. Propil gallatin KIimyasal YaAPIST......ccueeveriieriieiierieiieiieseeseesieeteeaeeeeesseeseeseeseessessnesseenes 80
Sekil 2.29. NDGA’ NN KIMYASAL YAPIST..eeuvierieeierrieriieriieieeieeiesteseesseesseesseesesssesseesseessesssesssessesseesses 81
Sekil 2.30. Ureaz katalizli reaksiyon (Krajewska vd, 2001) .........cccocoeveveieiiieienereeeneeeeeeeesesesesenenens 82
Sekil 2.31. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapt modeli (C1nar vd, 2017) .......coovveerererreeeereerereieeeenens 83
Sekil 2.32. ROT ve RN’lerin meydana getirdigi oksidatif hasarin biyo gostergesi (Kahraman ve
Yanardag, 2000) ......coueeieeeee ettt et ettt h bt b e bt e ate s nteshe e bt e nteeaeenteae 85
Sekil 2.33. 16. ve 17. yiizyillarda kullanilan tencere, kutu ve halk ilaglar1 (A) "Aristolochia Goblenini".
(B) zayiflama hapi (C) (Nortier ve Vanherweghem, 2007) .....c.coveeriereeriinienienieeieeieeee e 90
Sekil 2.34. A. bodamae GIGeK KIS .......oocuiiiiiiiiiiiieieeee e 91
Sekil 2.35. A. bodamae yaprak KISIMI......c..coccoviririeieiiiniiniininineeeeteteteste sttt 91
Sekil 2.36. A. bodamae KOK KISIML........c.cocuiiiiiiiiieiieiieeee ettt ettt et et s 91
Sekil 3.1. DPPH" radikalinin bir antioksidan (AH) tarafindan giderilmesi .............................. 106
Sekil 4.1. Standart bilesiklerin LC-MS/MS SpeKtrumul ..........coovviiiiniiiiiiiiiieieiieieeeaanne, 113
Sekil 4.2. ABCAS ekstraktinin LC-MS/MS SpeKtrumu ............oovvviiiiiiiriiiiiiieiiiiienieennnn, 113
Sekil 4.3.ABCEA ekstraktinin LC-MS/MS Spektrumu ..........cooviiiiiiriiiiiiiniieiiineneeeneans 114
Sekil 4.4. ABCHE ekstraktinin LC-MS/MS Spektrumu ..........ocoviiiiiiiriiiiiiinei e, 114
Sekil 4.5.ABCME ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu ..........covviiiiiiiiiiiiiii e, 115
Sekil 4.6.ABCSU ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu ..........oovvuiiiiiiiiiiiiii i 115
Sekil 4.7.ABCET ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeen, 116
Sekil 4.8.ABTAS ekstraktinin LC-MS/MS Spektrumu ..............oiiiiiiiiiiiiiinniiiinieene 116
Sekil 4.9. ABTEA ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu ..........c.coveiuiiiiiiiiiiiiiiiiinnnaae 117
Sekil 4.10.ABTET ekstraktinin LC-MS/MS SPeKtrumul .........o.vueuiuiiiiiniiiiiiniiiiininieenne. 117
Sekil 4.11.ABTME ekstraktinin LC-MS/MS SpeKtrumul..........c.oouiiiiiiiiiiiiiiii e, 118
Sekil 4.12.ABTHE ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu...........coooeiiiiiiiiiiiiiii e, 118
Sekil 4.13.ABTSU ekstraktinin LC-MS/MS SPeKtrumuU........oovviriiriiitiiiiieiiienieiienieeeenenan 119

Xii



Sekil 4.14.ABYAS ekstraktinin LC-MS/MS SPeKtrUmuU. ........ouvvuiiiiiiiiteiieaiieieeieieennenenns 119

Sekil 4.15.ABYEA ekstraktinin LC-MS/MS speKtrumu...........ccovieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenennn, 120
Sekil 4.16.ABYET ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu............coooviiiiiiiiiiiiiii i, 120
Sekil 4.17.ABYHE ekstraktinin LC-MS/MS SpeKtrumu...........c.ovvviiiiiiiiiiiiniiiianeeennnn. 121
Sekil 4.18.ABYSU ekstraktinin LC-MS/MS Spektrumu...........ooviiiiiiiiiiiiiiieieeneeeenanns 121
Sekil 4.19.ABYME ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu..........c.oviiiiiiniiiiiiiiieiiiienenns 122
Sekil 4.20. A. bodamae ekstraktlarinin DNA koruma aktivitesi jel gorintileri.........ccocevevereeeennee 153

Xiil






TABLOLAR

Tablo 2. 1. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari (Doger, 2010).......ccccevvevveninenenennenne. 7
Tablo 2. 2. Serbest radikal tiirleri ve radikal olmayan reaktif tiirler (Doger, 2010) .......ccccvevererennnene 14
Tablo 2. 3. En ¢ok karsilasilan serbest radikallerin, bazi reaktif oksijen tiirleriyle birlikte bu radikallerin
ihtiva ettigi bazi temel 6zellikler (Diindar, 1999) ........cooeiiiiiiniiniiieeeee e 15
Tablo 2. 4. Reaktif oksijen tiirlerinin tahmini yar1 dmiirleri (Tekkes, 2006) ........ccccceoverieneinenniennenne 15
Tablo 2. 5. Serbest radikallerin hiicrelerde meydana getirdikleri baslica hasarlar (Akpoyraz ve Durak,
1995; YanDbeyi, 1999) ..ottt st 24
Tablo 2. 6. Oksidasyona ugramaya meyilli amino asitler ve oksidasyon iiriinleri (Shacter, 2000)...... 27
Tablo 2. 7. Serbest radikallerin neden oldugu bazi hastaliklar (Uguzlar, 2009) .........cccccevvereenerenne 30
Tablo 2. 8. Antioksidanlarin savunma sistemindeki farkli islevsel durumlart (Berger, 2005; Vinson,
2006) ...ttt ettt ettt ettt ettt h e bbbt e st et et b bt bt bt bt et et e benbeebe bt et entens 39
Tablo 2. 9. Gida koruyucu olarak en yaygin kullanilan dogal antioksidanlarin listesi ve tipik kaynaklari
(S00d Ve VenKatesh, 201 1) .....cccoiiiiiiiieeieeeiiiieieee ettt eeeeecare e e e e eeeetreeeeeeeeeearaneeeeeeeeeeannnes 43
Tablo 2. 10. Dogal antioksidanlarin listesi ve emilimi en iist diizeye ¢ikarma teknikleri (Sood ve
VenKatesh, 20T 1) ..uuiiiiiii ettt e et et e e et e e e et e e e etae e e eaaeeas 43
Tablo 2. 11. Endojen antioksidanlarin smiflandirilmas: (Aydemir ve Sari, 2009; Sen ve Chakraborty,
1 (I ) TS OUST SO PT PSRRI 44
Tablo 2. 12. a-lipoik asit ile DHLA nin ROT ve RN iizerindeki siipiiriicii etkileri (Packer vd, 2001) 59
Tablo 2. 13. Urik asidin pro-oksidan ve antioksidan etkileri (Kumar vd, 2015)..........ccccceveverereruennne. 64
Tablo 2. 14. Eksojen antioksidanlar (Aydemir ve Sar1, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011).................. 66
Tablo 2. 15. Fenolik bilesenlerin siniflari (Rice, 1999)......cccooiiiiiiiiiiieeiiicieeeeece e 75
Tablo 2. 16. Flavonoidlerin smiflar1 ve &rnekler (Inan, 2015) ........cocoverevereeriieeeeeeeeeeeeeeerenene, 76
Tablo 2. 17. Bazi enzimlerin kullanim alanlari (Kirkbir, 2018).......c.cccveviivieiieniinieeie e 82
Tablo 2. 18. Aristolochia tiyelerinin biyolojik faaliyetleri ve biyoaktiviteleri (Wu vd,2004)............ 94
Tablo 3.1.Deneylerde kullanildigimiz ekstrakt ve standartlarin isimleri ve kisaltmalart ............... 101
Tablo 3. 2.Yapilan deneysel galISMAIAr ..........ccuevvieeiiriieiiiriiereeiest et ae e eseennns 101
Tablo 4. 1. A. bodamae gigek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin verimi, toplam fenolik ve flavonoid
1o 414 1<) o 113
Tablo 4. 2. A. bodamae ABCAS, ABCEA ve ABCET ekstraklariin kimyasal icerikleri ............. 116
Tablo 4. 3. A. bodamae ABCME, ABCSU ve ABCHE ekstraklarimin kimyasal icerikleri ............ 117
Tablo 4. 4. A. bodamae ABTAS, ABTEA ve ABTET ekstraklarinin kimyasal igerikleri ............. 118
Tablo 4. 5. A. bodamae ABTME, ABTSU ve ABTHE ekstraklarinin kimyasal igerikleri ............ 119
Tablo 4. 6. A. bodamae ABYAS, ABYEA ve ABYET ekstraklarinin kimyasal igerikleri ............ 120
Tablo 4. 7. A. bodamae ABYME, ABYSU ve ABYHE ekstraklarinin kimyasal igerikleri ............ 121
Tablo 4. 8. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak toplam antioksidan aktivite, indirgenme giicii ve serbest
radikal giderme aktivite deneylerinin Ags (ug/mL) ve rodegerleri ............c...coovenen. 126

Tablo 4.9. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin metal selat aktivitesi, lipid peroksidasyon
inhibisyonu ve siiperoksit anyonu giderme aktivitesi deneylerinin ECso (ug/mL) ve 7>

41 05 4 1<) 130
Tablo 4. 10 A. bodamae c¢icek, tohum ve yaprak ekstraklarinin asetilkolin esteraz inhibisyon
413 05 4 1<) P 131
Tablo 4. 11 A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraklarinin {ireaz inhibisyon degerleri ........... 132
Tablo 4. 12 A. bodamae gigek, tohum ve yaprak ekstraklarinin disk difiizyon yontemiyle antibakteriyel
AKEVILE EZETICTT ... .t tiiieiiieieeteete ettt ettt ettt ss e st e b e eneeseeneesesseenns 134
Tablo 4. 13. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraklarmin mikrodilisyon metodu antibakteriyel
AKEVIEE EZETITT . vttt e e 139
Tablo 4.14. A. bodamae c¢igek, tohum ve yaprak ekstraklarinin deoksiriboz koruma aktivite
4 170574 1<) PPN 142






1. GIRiS

Serbest radikaller canli metabolizmasinda dnemli bir yere sahiptir (Inglett vd,
2011). Bu bilesiklerin olusumu biyolojik sistemdeki normal metabolik isleyis
(solunum faaliyeti, otooksidasyon, enzim reaksiyonlar1 gibi) veya gevresel faktorlerin
(radyasyon, tiitlin lriinleri dumani, hava kirliligi, stres gibi) cevresel ajanlar da
aktivitesi yiiksek bu bilesiklerin olusumunda etkilidir (Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Young ve Woodside, 2001).

Serbest radikaller dis orbitallerinde eslenmemis elektron tagiyan molekiillerdir.
Eslenmemis elektron sayisi bir ya da birden fazla olabilir. Atomik veya molekiiler
yapida bulunan bu bilesikler kisa omiirliidiir (Kiling, 2002). Sahip oldugu eslenmemis
elektronlarindan dolayi serbest radikaller, elektronlarini eslestirme egilimindedir. Bu
ozellik gevsek bagl elektronlari koparabilme yetenegi saglayarak onlara kimyasal
aktiflik kazandirmistir (Maltas, 2011). Bircok serbest radikal tiirii bulunmaktadir.
Bunlardan en 6nemlileri reaktif oksijen tiirleri (ROT) dir. Bunlar singlet oksijen (‘02),
siiperoksit radikali (O27), peroksinitrit (ONOO") ve hidroksil radikali (‘OH) dir
(Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Serbest radikaller canli organizmasinda, gida ve endiistri teknolojisinde bir¢ok
olumsuz sonuca sebep olmaktadir. Eslenmemis elektrona sahip olan bu bilesiklerin
canli organizmasinda kontrolsiiz bir sekilde artmas1 sonucu biyomolekiillerin (lipidler,
karbonhidratlar, DNA yapisindaki niikleik asitler, proteinler) modifikasyonuna sebep
olmaktadir. Bu durum yashlik, koroner kalp rahatsizligi, hiicre membraninda
yipranma, diyabet, mutajenizm, kanser ve bagisiklik sistemi hastaliklarina sebep olur
(Akkus, 1995).

Gida ve endiistri teknolojisinde ise serbest radikaller doymamis bag iceren yag
asitlerinin ve yag orani yiiksek tiriinlerin oksidasyonuna sebep olmaktadir. Bu durum
lipid peroksidasyonu olarak adlandirilmaktadir. Lipid peroksidasyonu tatda
acillagmaya (ransidlesme) aroma, kivam, renk, tekstiirde bozulmalara sebep olarak
gidalarin korunmasina ve raf dmriiniin uzamasina engel olmaktadir (Senkdylii, 2001).

Serbest radikallerin bu etkilerini antioksidan denilen maddeler saf dis1
birakmaktadir. Antioksidanlarin koruyucu ve engelleyici 6zellikleri bu bilesiklere olan
ilgiyi artirmistir (Prior ve Cao, 2000).

Antioksidanlar genellikle fenolik yapidadir. Serbest radikalleri, elektronlarini

vererek notralize eden bu bilesikler, reaksiyon sonunda serbest radikal haline
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dontismezler (Prior ve Cao, 2000). Bu maddeler, endojen (hiicre i¢i) ve eksojen (hiicre
dis1) olmak iizere iki grup halinde incelenmistir. Endojen antioksidanlara enzimatik ve
enzimatik olmayan (hormonlar gibi) olarak 6rnek verilirken, vitaminler, bazi ilaglar ve
yapay gida antioksidanlari (BHA, BHT, troloks vb.) ise eksojen antioksidanlar
icerisinde degerlendirilmektedir (Halvorsen vd, 2002).

Fenolik yapida bulunan bu koruyucu bilesiklerin birgok bitki, meyve, sebze ve
mantarlarda bulundugu goriilmiistiir (Shahidi, 2000). Antioksidan bilesiklerce zengin
bu iirlinlerin organizma tarafindan yeterli miktarda alinmamas1 halinde reaktif oksijen
tirleri ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki denge bozulur. Bunun
sonucunda oksidatif stres olusumu gergeklesir (Arbos vd, 2008). Bu nedenle
organizmanin endojen savunma sisteminin antioksidan takviyesiyle desteklenmesi
gerekmektedir.

Canli metabolizmasimnin ve gidalarin korunmasinda dogal ve fenolik
bilesiklerce zengin bitkilerin yararli oldugu bilinmektedir (Arbos vd, 2008). Dogal
antioksidan igeren bu bitkisel kaynaklar yiizyillarca kullanilmis olup teknolojinin de
ilerlemesiyle yerini yapay antioksidanlara birakmistir. Ancak bu yapay
antioksidanlarin toksik etkilerinin oldugu ve bazi hastaliklara sebebiyet verdigi
anlagilmistir. Hatta gidalarin korunmasinda yaygin olarak tercih edilen sentetik
antioksidanlardan olan biitillendirilmis hidroksianisol (BHA) ve biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT)’nin karsinojenik olma riski yapilan arastirmalarla ortaya
konmustur (Ito vd, 1986). Bu nedenle arastirmacilar c¢alismalarinit bitkisel
kaynaklardaki antioksidan aktivitelerine yogunlagmistir. Saglik ve endiistriyel alanda
kullanmak iizere sebze, meyve ve kabuk gibi kisimlar1 incelenerek antioksidan
bakimindan zengin ekstraktlar1 tanimlamak i¢in yapilmis pek ¢ok calisma
bulunmaktadir (Chen vd, 2007).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére (WHO) tibbi kullanim igin yararlanilan
bitki tiirii sayis1 yaklasik 20.000°dir. Tiirkiye 174 familyaya ait 1251 cins ile
12.000°den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve varyete) ile oldukca zengin bir
floraya sahiptir. Ulkemizin cografi konumu ve buna bagli olarak iklimi, bu gesitliligin
en 6nemli sebeplerini olusturmaktadir (Bayram vd, 2010; Kendir ve Giiveng, 2010).

Endemizm bakimindan ise tiim Avrupa iilkelerinde toplam endemik tiir sayisi
2750 iken Tiirkiye’de bu say1 2891°dir. Bu sayiya endemik olan 497 alt tiirii ve 390

varyeteyi dahil ettigimizde, toplam endemik takson sayisinin 3750’den fazla oldugu



goriilmiistiir (Gliner vd, 2000). Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisi
kesin olarak bilinmemekle birlikte, 500 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlarin yaklagik 200°liniin tibbi ve aromatik ihra¢ potansiyeline sahip oldugu
belirtilmektedir (Kendir ve Giiveng, 2010).

Bitki tiirleri icerisinde, Aristolochiaceae familyasinin en fazla tiire sahip cinsi
Aristolochia’dir. Yaklasik 550 g¢esidi bulunmaktadir (Wanke vd, 2006). Genellikle
tropik, subtropik ve iliman bolgelerde yayilis gésteren Aristolochia tiirleri geleneksel
tipta bir¢ok alanda cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Binorkar vd;
Wanke vd, 2006). Bu tiirlerin bir kism1 antiinflamatuar ajan olarak gut, akrep sokmasi,
artrit, romatizmal hastaliklar ve kronik inflamatuar deri hastaliklarinda kullanildig:
gibi (Binorkar vd), antiinflamatuar (Das vd, 2016), antifungal (Benarba ve Meddah,
2014), antihelmintic (D'Souza vd, 2011) ve serbest radikal siipiirme (Benmehdi vd,
2017) aktiviteleri gibi 6zelliklere de sahip oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Ayn1 zamanda yilan 1sirmalarinda panzehir olarak da kullanilmaktadir (Bhattacharjee
ve Bhattacharyya, 2013).

Elde edilen bu veriler Aristolochia tirlerinin faydalar1 konusunda ilgi ve
meraki artirmis olup biz de bu dogrultuda endemik bir tiir olan Aristolochia bodamae
Dingler bitkisini ele aldik. Bitkinin ¢i¢ek, tohum ve yaprak kisimlarimin farkli ¢oziicii
ve konsantrasyonlardaki ekstraktlarini in vitro caligmalar ile kimyasal bilesenlerini,
antioksidan aktivitelerini, enzim inhibisyon diizeyini ve antibakteriyel etkilerini

inceledik.
1.1. Tezin Amaci ve Onemi

Fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler sonucunda canli sisteminde ¢ogunlukla
oksijen ihtiva eden serbest radikalleri ve diger reaktif oksijen tiirlerini meydana
getirmekte olup asir1 miktarda tiretimi lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerde
oksidatif hasar olusturabilir. Bunun sonucunda ateroskleroz, kanser, diabet, yaslanma
gibi kronik hastaliklar ile bagka dejenaratif hastaliklara neden olur (Sarikiirkeii vd,
2014). Bu bilesiklerin zararl etkilerini engelleyebilecek ya da yok edebilecek cesitli

mekanizmalar mevcuttur (Velioglu vd, 1998).

Bu mekanizmalar antioksidan savunma sistemleridir. Bu antioksidan savunma
sistemleri ¢esitli antioksidan bilesiklerden meydana gelmekte ve bu bilesiklerin

antioksidan kapasiteleri viicutta sentezlenen serbest radikaller ile besinlerden alinan
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antioksidanlar arasindaki dengeye gore degisim gostermektedir (Koca ve Karadeniz,
2005). Bu dengenin bozulmasi halinde besinsel kaynakli antioksidanlarin alinmasi
onem kazanmaktadir. Fenolik bilesikler, azotlu bilesikler, vitaminler, terpenler ve bazi
i¢ metabolitler gibi bilesikler serbest radikal yakalar ve etkisiz hale getirir. Bitkiler, bu
bilesikleri icermektedir. Antioksidatif ozellikler gosteren bu bilesiklerin anti-
inflamatuvar, anti-aterosklerotik, anti-timoér, anti-mutajenik, anti-karsinojenik, anti-
bakteriyel ve anti-viral 6zelliklere de sahip oldugu yapilan epidemiyolojik ¢alismalar
sonucu belirtilmistir (Halliwell, 1994). Sentetik (yapay) antioksidanlarin karsinojenik
etkiler basta olmak iizere bir¢ok toksik etkiye sahip oldugu yapilan arastirmalar
neticesinde ortaya konulmus olup bu sebeple dogal kaynakli antioksidanlarin tercih
edilmesi onerilmektedir (Kranl vd, 2005; Ito vd, 1986). Bu anlamda tez ¢alismasinda
yeni dogal antioksidan kaynaklarmin tespit edilmesi amag¢lanmustir.

Aristolochia tiirleri, geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan 6nemli bitki
tiirleridir. Aristolochia’nin birgok tiiriiniin kanser, kasint1, zehirlenme, cilt hastaliklari,
akciger iltithaplanmasi gibi rahatsizliklarin, yilan isiriklarinin tedavisinde kullanildig:
yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur. Bu anlamda tez ¢alismasinda
Aristolochia tiirlerinden biri olan A. bodamae bitkisinin antioksidan, antibakteriyel
aktivite, enzim inhibisyon aktivite kapasitesi ve DNA koruma aktivitelerinin
arastirilmasi amaclandi.

Flavonoid ve fenolikler antioksidan bilesikler olmasi nedeniyle bitkideki
miktarlari1 incelemek amaciyla toplam fenolik ve toplam flavonoid tayinleri
gerceklestirildi. Antioksidanlarin miktarlar1 kadar cesitliligi de antioksidatif etki ile
iligkilidir. Bu sebeple LC-MS/MS fenolik tayin yontemiyle bitkideki fenolik
bilesiklerin kantitatif analizinin incelenmesi amaglandi. A. bodamae bitkisinin
antioksidan kapasitesinin tayini i¢in Mo(VI)’in Mo(V)’e indirgenmesi esasina
dayanan Amonyummolibdenyum yontemi kullanilarak toplam antioksidan kapasite
tayinin arastirllmas1 amacglandi. Fe**’iin, Fe’"’ye indirgenmesi esasina dayanan
indirgenme giicli tayini ile bitkinin antioksidan aktivite tayininin incelenmesi
amaclanmistir.

Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikal zincir reaksiyonlarindan olan lipit
peroksidasyonunu hizlandirir. Hiicre membraninda fosfolipit yer almakta olup bu
nedenle hiicre membraninda radikal saldirilar1 sonucu lipit peroksidasyonu meydana

gelebilmektedir. Bu sebeple linoleik aist peroksidasyon inhibisyonu tayin yontemi



kullanilarak, A. bodamae bitkisinin lipid peroksidasyonu inhibisyon giiciiniin
incelenmesi amaglanmustir.

Antioksidan aktivitesi serbest radikal giderme aktivitesiyle de iliskilidir. Uzun
Omiirlii azot tiirevi olan DPPH'" radikali kullanilarak, A. bodamae bitkisinin serbest
radikal giderme aktivitesinin incelenmesi amaglanmustir.

Demir ve bakir metalleri gibi gecis metalleri, organizmada serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir. Demir gibi toksik etki meydana getirebilecek metaller
organizmada toksik etkisi olmayan selat formunda bulunmaktadir. Bu nedenle A.
bodamae bitkisinin metal selat aktivitesinin tayini incelemesi amaglanmaistir.

Oksijene bir elektron katilmasi sonucu olusan siiperoksit radikali en fazla ve
cogunlukla da ilk olusan radikal tiirlerindendir. Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit,
singlet oksijen, perhidroksi radikalleri gibi radikallerin de olusumuna neden
olmaktadir. Ayni zamanda peroksinitrit gibi toksik iiriinlerin de meydana gelmesinde
etkili olabilmektedir. Bu nedenle A. bodamae bitkisinin siiperoksit anyonu giderme
aktivitesinin incelenmesi amag¢lanmistir.

Serbest radikaller DNA’ da bulunan heterosiklik bazlar ve deoksiriboz-
fosfatlarla etkilesim gosterir ve DNA yapisinda hasara neden olur. Bu nedenle A.
bodamae bitkisinin DNA koruma aktivitesinin incelenmesi amaglanmaistir.

Ureaz enzimi bir atilim olan iireyi parcalamaktadir. Urenin fazlasi amonyum
zehirlenmesine neden olusturmaktadir. Bu sebeple A. bodamae bitkisi ekstraktlarinin
lireaz enzimi inhibisyon aktivitelerinin incelenmesi amaglanmastir.

Bakterilerin zararli etkilerini gidermek ig¢in iiretilen antibiyotiklere karsi
bakterilerde bagisiklik olusmus olup bu sebeple bakterilerin zararli etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in yeni arayislar igerisine girilmistir. Bu durumdan dolay1 disk difiizyon
metodu ve mikrodilisyon metodu kullanilarak A. bodamae bitkisinin antibakteriyel
etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.

A. bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin antioksidan,
antibakteriyel aktivite, DNA koruma aktivitesi ve enzim inhibisyon aktivitelerinin

incelenmesi acisindan literatiirde ilk ¢alisma olmasi bu ¢alismay1 6nemli kilmaktadir.



2. KURUMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Son ydriingesinde yani atomik orbitalinde bir veya daha fazla ciftlenmemis
elektron tasiyan, son derece reaktif, yar1 mrii kisa, molekiil agirligi kiiciik ve ¢ok etkili
olan atom ya da molekiillere serbest radikaller denir (Abdollahi vd, 2004; Karabulut
ve Giilay, 2016b). Bu atom ya da molekiiller pozitif, negatif ya da nétral olabilirler
(Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Ciftlenmis halde bulunan elektronlar yapiya kararlilik saglarken, ¢iftlenmemis
elektronlar ise atom ya da molekiiliin daha reaktif ve kararsiz olmasina neden olur. Bu
durum eslenmemis elektron iceren serbest radikallerin yiiksek enerjili ve kararsiz
yapilar olmasinin sebebidir. Bdylelikle serbest radikaller, eslesmis elektronlar
ayirarak isleyislerine engel olur. Bu 0zellik serbest radikallerin yararli etkilerinin
olmasmi saglamasiin yam sira zararli etkilerinin de ortaya ¢ikmasina neden olur
(Altan, 2006). Ayn1 zamanda elektronlari ¢iftlenmis halde yani eslenik olan atomlar
ya da molekiiller, kararl 6zellik gosterir ve reaktiflikleri serbest radikallere kiyasla
diisiik seviyededir. Bu tiir molekiillere ise nonradikaller denir (Karabulut ve Giilay,

2016b).
2.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller ¢esitli reaksiyonlarla olusabilirler. Bu reaksiyonlar
(Cheeseman ve Slater, 1993);

1. Kovalent baglar yiiksek derecedeki sicaklik (500-600 °C) ve yine yiiksek
seviyedeki elektromanyetik dalgalarin etkisiyle simetrik olarak ayrilir ve bag
atomlar1 iizerinde eslenmemis birer elektron kalir. Bu olaya homolitik
parcalanma ad1 verilir. Boylelikle eslenmemis elektrona sahip serbest radikal

meydana gelir (Yalcin, 2007).
RX —> R+X
2. Bir molekiiliin elektron kaybederek dis orbitalinde eslenmemis elektron
olusumu gergeklesmesiyle veya heterolitik kirilma ile olusan zit yiiklii iyon

ciftleri ve serbest radikal meydana gelir. Ornegin; antioksidanlar radikallere

indirgenirken bir elektron vererek radikal forma doniisiir.



Indirgenmis glutatyonun (GSH) radikal ile reaksiyonu sonucu olusan tiyol
radikali (GS°) 6rnek olarak verilebilmektedir (Bachmayer, 2004).
GSH+R —> GS +RH
3. Radikal olmayan bir molekiile elektron katilmasiyla (indirgenme) molekiiliin
dis orbitalinde eslenmemis elektron olugsmasi sonucu serbest radikal meydana
gelir. Ornegin; solunum ile alan oksijenin mitokondride kullanimi sirasinda
oksijene elektron transferi gerceklesir. Bu elektron transferi, tek bir elektron

olursa serbest siiperoksit radikali olusur (Kiling, 2002).
O2+e —> Oy
2.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller stirekli olarak tiretilir ve bu durum dogal bir olaydir. Serbest
radikal iiretimi bir¢ok yolla gergeklesir. Bu liretim kaynaklar1 genel olarak endojen ve
eksojen kaynaklar olarak smiflandirilir. Serbest radikallerin endojen ve eksojen

kaynaklar Tablo 2.1’de gosterilmistir (Doger, 2010).

Tablo 20.1. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklar1 (Ddger, 2010)

Eksojen (Hiicre I¢i) Kaynaklar Endojen (Hiicre Dis1) Kaynaklar
Mitokondriyal elektron transport zinciri Cevresel faktorler

Endoplazmik retikulum elektron transport zinciri ~ Toksik kimyasallar

Mikrozomal elektron transport zinciri Radyasyon

Coziinilir enzimler ve proteinler flaglar

Arasidonik asit dongiisiiniin aktivasyonu
Gegcis metal iyonlarmin etkisi
Peroksizomlar

Plazma membrani

Fagositik hiicreler

Fotooksidasyon

2.1.2.1. Serbest Radikallerin Endojen (Hiicre i¢ci) Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri: Hiicre solunumu mitokondride
gerceklesir. Canli tarafindan alinan oksijenin yaklasik %95°1 suya indirgenir ve kalan
%1-5"1 1se siiperoksit radikalinin olusumunda rol alir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
ATP {iretiminin esas kaynagi olan organel mitokondridir. Yag asidi veya glukozun
oksidize olmasiyla baslayan enerji iiretiminde oksidize olan bu molekiiller elektron
tastyicilart (flavin mononiikleotid, flavin adanin diniikleotid ve nikotin adenin
diniikleotid gibi) ile elektron kaybeder. Boylelikle indirgenmis molekiiller (nikotin

adenin diniikleotid ve flavinler) olusur (Tamer vd, 2012).



I¢c mitokondriyal membranda indirgenen bu molekiiller tekrar oksidize olur ve
bdylelikle temel enerji olan ATP {iretimi gerceklesir(Halliwell ve Gutteridge, 2006).
Oksidasyon islemi basamaklar halinde gerceklesir. Elektron transport zincirinde
enzimlerin yapisindaki demir iyonlarinin indirgenmesinde kullanilan elektronlar
NADH’dan ayrilan elektronlardir. Ornegin; zincirde sitokrom oksidaz enzimi
yapisinda bakir ve demir iyonlart oksijenin indirgenmesini saglar ve bu indirgenen
oksijenin zararsiz bir sekilde baglanmasinda gorev alir (Tamer vd, 2012). Fakat
zincirin 0onceki basamaklarinda elektron tasiyici enzimlerden oksijene elektron kacagi
olur ve stiperoksit radikalleri olusur (Doger, 2010). Siiperoksit radikalinin miktart,
mitokondri organelinin hasar gérmesiyle artig gosterir (Dean vd, 1997).

Endoplazmik retikulum elektron transport zinciri: Canli dokularindaki
endoplazmik retikulum membraninda sitokromlarin oksidasyonu sonucu serbest
radikal iretimi gergeklesir. NADPH-450 enziminde elektron transferiyle olusan
flavinlerde oksijen iizerine elektron sizintisiyla siiperoksit radikalleri olusur (Tayefi,
2009).

Mikrozomal elektron transport zinciri: Niikleer membranlar ve endoplazmik
retikulumda ¢ok sayida P-450 ve flavin mono oksijenaz (FMO) enzim sistemleri yer
alir. Bunlardan en oOnemlileri nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
sitokrom P-450 rediiktaz enzimidir. Bu yapilar doymamis yag asitlerini ve yabanci
maddeleri (ksenobiyotikleri) okside ederken elektron kagagi sonucu yan {iriin olarak
serbest radikallerin olusumuna neden olur (Hasani, 1999).

Coziiniir enzimler ve proteinler: Serbest radikallerin olusum yollarindan biri
de enzimlerin katalitik dongiileri sirasinda olusan anomalilerdir. Hiicrede iskemik
donemde yapisal ve metabolik degisiklikler olusur. ATP iiretimi dursa da kullaniminin
devam etmesiyle ATP’den AMP ve adenozin meydana gelir. Hizli bir sekilde hiicre
disina difiize olmasiyla adenozin, inozin ve hipoksantine parcalanir. Bu sekilde
enerjisi yiiksek olan fosfat bilesiklerinin (ATP gibi) yikimiyla doku dahilinde ksantin
ve hipoksantin gibi piirin metabolitleri birikir. Ayrica ksantin dehidrojenaz da (KDH),
ksantin oksidaza (KO) doniismiis olur. Bu nedenle de hipoksantin, ksantine ve {irik
asite doniisiirken oksidaz olarak aktivite gdsteren enzim KO enzimi olur. Bu reaksiyon
sirasinda molekiiler oksijen elektron alici olarak kullanilir. Molekiiler oksijen hidrojen
peroksite indirgenir. Oksijen seviyesi iskemi doneminde diistiktiir ve hasar 6énemli bir

derecede degildir.



Fakat reperfiizyon esnasinda oksijen seviyesinin normale donmesiyle iskemi kisminda
ksantin oksidazin da etkisiyle yiiksek diizeyde hidrojen peroksit ve siiperoksit
radikalleri meydana gelir. Bu durum “iskemi-reperfiizyon hasar1” olarak adlandirilir
(Sener, 2009).

Arasidonik asit dongiisiiniin aktivasyonu: Serbest radikallerin 6dnemli bir
tiretim noktasi da arasidonik asit dongiistidiir (Celik, 2001). Prostaglandin sentezinde
birinci adim, yag asidi substratinin elde edilmesidir. Bunun igin fosfolipaz A>
enziminin aktiflesmesiyle plazma membranindan lipitler, arasidonik asit salinimin
gerceklestirir.  Arasidonik asitin  oksidasyon mekanizmasiyla eikozonoidlere
(prostaglandine, 16kotrienlere ve tromboksanlara) lipoksigenaz ve siklooksigenaz
enzimleriyle oksidasyonuyla birlikte serbest radikal tiirleri de meydana gelir. Yani
lipoksigenaz ve siklooksigenaz yoluyla arasidonik asit metabolizmasi sonucunda
serbest radikal ara {riinlerinin olusumu gergeklesir. Fagositik hiicrelerin
etkilenmesiyle doku hasarina yol agarlar(Celik, 2001).

Gecis metal iyonlarinin etkisi: Gecis metalleri 6zellikle de demir ve bakir gibi
metaller organizmada serbest radikal olusumunu hizlandiran oksidatif katalist vazifesi
goriirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Organizmanin dogal metabolik sisteminde
demir iyonunun, ATP iiretiminde, oksijenin tasinmasinda klorofilin ve DNA
(deoksiribontikleik asit)’nin sentezi islemlerinde 6nemi biiyiiktiir. Demir iyonlari
hiicrelerde toksik etkiler meydana getirip bu toksite sonucuyla aktif oksijen tiirlerini
olusturur. Aktif oksijen tiirleri lipit peroksidasyonuna neden olabilmekte ya da DNA
molekiillerine hasar verebilmektedir. Normalde canli hiicrelerin tamaminda demir
iyonlarinin toksik etkisini izole edecek ve demir iyonlarinin artanini toksik olmayacak
formlara dontistiirerek hiicrede saklayabildigi mekanizmalar bulunmaktadir (Miller,
1996 ). Metallerin bir¢ogu organizmada kelat formuyla yer alir. Buna 6rnek olarak
bakirin ¢esitli enzimlerde ve demirin de miyoglobin ve hemoglobin porfirin halkasinda
veya proteinlerde (ferritin gibi) kelat formunda bulunmasi verilebilir (Lindsay, 1996).
Antioksidan savunma mekanizmasina kelat formunun biiyiik katkilar1 vardir. Bu
formun serbest metal iyonlarina doniismesini tetikleyen durumlar da olabilir. Bunlar
toksin, travma ve hastalik gibi etkenler olabilmektedir. Ornegin; diyabet, katarakt veya
aterosklerosiz durumlarda serbest metal iyonlarmin varligim gosteren kanitlar

mevcuttur (Lavelli vd, 2000).



Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 gecis metallerinin serbest radikal
olusumlarini hizlandiran reaksiyonlara ornektir.
Haber-Weiss reaksiyonunda siiperoksit radikali (O27), hidrojen peroksit (H20)
esliginde ve Fe?* iyonu katalizorliigiinde girdigi reaksiyon sonucu hidroksil radikalini
(OH) olusturur. Fenton reaksiyonu ise Fe’* iyonlarmin hidrojen peroksit ile
reaksiyona girerek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini baslatmasi ve hidroksil
radikalini (OH) meydana getirmesidir (Duthie vd, 1989).

Peroksizomlar: Peroksizomlar hidrojen peroksit olusumuna neden olan
enzimlerdir. Bu enzimler;

e [L-alfa-hidroksi asit oksidaz

e D-amino asit oksidaz

e Urat oksidaz ve

e Yag asiti acil-CoA oksidaz enzimleridir.

Oksidazlar canli hiicrede derisimi yiiksek olan ve siiperoksit olusturmadan ¢ok
miktarda hidrojen peroksit meydana gelmesine sebep olurlar (Kavas, 1989).

Plazma membrani: Plazma membrani, bir¢ok nedenden dolay1 serbest radikal
reaksiyonlarinda énemli bir noktada yer alir. intraseliiler olarak iiretilen serbest
radikaller, hiicrenin diger kisimlariyla reaksiyona girebilmek i¢in ilk olarak plazma
membranindan gececek veya membranda toksik reaksiyonlarini baslatilacaktir.
Membranin yapisinda yer alan doymamis yag asitleri (fosfolipitler, glikolipitler,
gliseridler ve steroller yapisinda yer alan doymamis yag asitleri) bunun yam sira
rahatlikla okside olabilen amino asitleri barindiran transmembran proteinleri serbest
radikal hasarma agiktir. Lipit peroksidasyonu ve transmembran proteinlerinin
oksidasyonu sonucu bazi fonksiyon kayiplarina neden olur. Bunlar;

e Membran iyon gecirgenliginin bozulmasi,
e Sekratuar fonksiyon kayiplar1 ve
e Ekstraseliiler metabolik olaylarin inhibisyonu olarak sdylenebilir.

Fagositik hiicre plazma membranlarinda serbest radikal iiretim kaynagi olan
enzimler; nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz prostaglandin
sentetaz, lipoksijenazdir. Lipoksigenaz ve siklooksigenaz gibi mikrozomal ve plazma

membranina bagli enzimler arasidonik asitin serbest kalmasina neden olur.
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Oksidasyon mekanizmasiyla aresidonik asit, eikozonoidlere (prostaglandine,
l6kotrienlere ve tromboksanlara) oksidasyonu sonucu ara iriinler olarak serbest
radikaller de sentezlenir (Celik, 2001).
Fagositik hiicreler: Bakteriyel enfeksiyon gibi durumlarda fagositik hiicreler,
hiicresel savunma mekanizmasini baslatir. Bu hiicrelerse (Altinigik, 2006);
e Notrofiller
e Monositler ve makrofajlar
e FEozinofiller
e Lenfositler
¢ Endotental hiicreler olarak siralanabilir.
Aktive olmus noétrofillerde fagositik patlama sonucu radikal olusumu Sekil 2.1°

de gosterilmektir.

Solunumsal
O, = p,gama

/'\

\ Kendiliginden
/ reaksivon veya SOD

NADPH oksidaz

H,0

HOCL //—01" Fed+

TR
OHe
~ )

Myeloperoksidaz
Notvofillermn stoplazinik
membranimnm ice dogmu donmesi

Fe®* Fenton Re aksivonu

Sekil 2.1. Aktive olmus nétrofillerde fagositik patlama sonucu radikal olusumu (Altinigik, 2006)

Fagositik aktivite esnasinda bu hiicreler bakterileri yok etmek i¢in hidrojen
peroksid ve hipoklordz asit olustururlar. Mikroorganizmalarla savasmak ig¢in
gerceklesen bu islemler i¢in son derece 6nemli iki mekanizma kullanilir. Bunlar;

e NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
e MPO (Miyeloperoksidaz) sistemidir.
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Mitokondri organelinin aldig1 oksijenin yaklasik olarak %]1-4’l siiperoksit
anyonu tiretiminde kullanilir ve bu siiperoksit anyonunun yaklasik olarak %20’si ise
hiicrelere gonderilir. Bakteriyel bir enfeksiyon durumunda noétrofil ve makrofaj gibi
fagositik hiicrelerin oksijen molekiilii (O2) alimi artar.

Notrofil ve makrofaj hiicrelerin membraninda bulunan NADPH oksidaz enzim sistemi
aktiflesir. Bu olaya solunumsal patlama denir ve bakteriler oldiiriiliir (Sekil 2.2). Fakat
oksijenden olusan siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit miktar1 hiicre ici sivilarda

artis gostermesiyle hiicreler hasar goriir (Koca ve Karadeniz, 2003).

CO; + Pentoz G6P
HMP

b sitokrom

Flavoprotein

FAGOLIZOZOM

- SOD
O —=H, 0,+0,

Hy O =——=H,0
GPx

2GSH GSSH
GR

NADP* NADPH

HMD

CO, + Pentoz

NOTROFIL

Sekil 02. Nétrofillerde oksijene bagimli bakteri 6ldiirme aktiviteleri (Gokhan, 2007)

Bir hem proteini olan ve noétrofil ile monositlerde bulunan miyeloperoksidaz
enzimi ise iyi bir oksidan kaynagidir. Hiicresel savunma sisteminde miyeloperoksidaz
enzim sistemiyle gergeklesen oksidasyon reaksiyonunda hidrojen peroksit tarafindan
klorid iyonlar1 hipoklorik asit iiretimini katalizler. Bakterileri yok etmekte etkili
oldugu gibi hipoklorik asitle birlikte al-antiproteinaz’1 inaktive ederek doku hasar1 ve
iltihaplanmasiyla sonuglanacak zararlar da verebilmektedir (Lavelli vd, 2000).

Fotooksidasyon: Oksidasyon mekanizmalarini bagslatan fotokimyasal yollar

peroksitlerin meydana gelmesinde 6nemli bir faktordiir.
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Isik bir molekiilce direkt olarak absorbe edilerek siiperoksit anyonunun iiretimini
saglayan elektron transport sistemlerinin olusumuna sebep olabilmektedir (Foote,
1985).

Fotooksidasyon reaksiyonlar1 iki tiir olmaktadir. Bunlardan ilki sensitizer
(Sens) ad1 verilen bir molekiille gergeklesmektedir (Foote, 1985). Sensitizerlere 6rnek
olarak klorofil-a, feofitin-a, hemoglobin, hematoporfirin, miyoglobin gibi baz1
pigmentlerle eritrosit gibi sentetik bir boya verilebillir (Nawar, 1996). Bu molekiiller
15181 absorbe etmektedir. Bu sekilde diger tiirlerden bazilarinin oksidasyonuna sebep
olmaktadir. Bunu yaparken genellikle sensitezerin kendisi tiiketilmeyip aktif formuna
(Sens*) doniismektedir. Aktif formu substratla reaksiyona girmektedir. Bunu ya
hidrojen atomu gecisi ya da elektron vererek gerceklestirmektedir. Boylece radikal
iiretimine neden olmaktadir. Ikinci tiir fotooksidasyon reaksiyonunda ise aktif
formdaki sensitizer O ile direkt reaksiyona girmektedir. Bu sekilde singlet oksijen
(!02) meydana getirmis olmaktadir. Bu singlet oksijen de, oksijene iiriinler (Subs-O2)

meydana getirmek i¢in substratla reaksiyona girmektedir (Foote, 1985).
2.1.2.2. Serbest Radikallerin Eksojen (Hiicre Dis1) Kaynaklar

Cevresel faktorler: Hava kirliligi, tiitiin, sigara i¢imi (Dursun, 2010), demir,
titanyum, kursun, aliminyum, molibden, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa, kobalt,
arsenik gibi metaller, azotdioksit (NO2), ozon (O3) (Ddger, 2010), orman yanginlari,
volkanik faaliyetler, temizlik iiriinleri, bocek ilaglar1 ve egzoz dumani (Karabulut ve
Giilay, 2016b) serbest radikal kaynaklarindandir.

Kirleticiler: Silika, toksik kimyasallar (kloroform, bromobenzen gibi
halojenlenmis hidrokarbonlar, paraquat, diquat, difenoller), asbest lifleri,
karbonmonoksit, bazi ¢oziiciiler, hipoklorid, plumbagin, kiikiirt dioksit ve juglone gibi
kirleticiler de serbest radikal olusumuna neden olmaktadir (Abdollahi vd, 2004).

Radyasyon: Iyonizan radyasyon (Dursun, 2010), X-1s1n1, ultraviyole 151k ve
gama 1511 gibi 1s1nlar serbest radikal olusumunda etkili faktorlerdendir (Abdollahi vd,
2004).

ilag:lar: Bleomisin, parasetamol, herbisitler, pestisitler, aminotriazol,
asetaminofen, klonazin, doksorubisin, 3,4-metilendioksimetamfetamin, klosapin,
hiperbarik oksijen, troglitazon, trisiklik antidepresanlar, nitrofurantoin, siklosporin ve

siprofloksasin serbest radikal iiretimine neden olmaktadir (Abdollahi vd, 2004).
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2.2. Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikaller, oksijen ve azot kaynakli olabildigi gibi brom ve klor kaynakli
tiirler de vardir. Bunlarin radikal olmayan reaktif tiirleri de mevcuttur (Tablo 2.2)
(Doger, 2010). Bu reaktif tiirler baz1 temel 6zellikleri ihtiva etmekte (Tablo 2.3) ve

belirli yar1 6miirlere sahiptir (Tablo 2.4).

Tablo 2.2. Serbest radikal tiirleri ve radikal olmayan reaktif tiirler (Doger, 2010)

SERBEST RADIKALLER RADIKAL OLMAYAN REAKTIF TURLER
Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri
Stiperoksid Radikali (027) Singlet Oksijen (107)
Hidroksi Radikali (HO") Ozon (O3)
Alkoksi Radikali ( RO") Hidrojen Peroksid (H20,)
Peroksil Radikali ( ROO) Organik Peroksidler (ROOH)
Hidroperoksil Radikali (HOy) Peroksinitrit Radikali (ONOOQO")
Karbonat Radikali (CO3~) Peroksinitrik asid (ONOOH)
Karbondioksit radikali (CO7") Peroksonitrat (O.NOO")
Peroksomono karbonat (HOOCO,)
Hipobromik asid (HOBTr)
Hipoklorik asid (HOCI)
Reaktif Kloriir Tiirleri Reaktif Kloriir Tiirleri
Klor radikali (Cl") Hipoklorik Asid (HOCI) Klor gazi (Cly)

Nitril klorit (NO,Cl) Brom kloriir (BrCl)
Kloraminler Klordioksit (C10,)

Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom radikali (Br) Hipobromik Asid (HOBr)
Brom gaz1 (Bry)
Brom kloriir (BrCl)
Reaktif kiikiirt Tiirleri
Tiyil (RS)
Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot Dioksid (NOy) Nitrik asid (HNO3)
Nitrat Radikali (NOs3) Peroksinitrat (OONOQO")
Nitrik Oksid (NO") Nitrosil katyonu (NO*)
Diazot Trioksid (N2O3) Nitril klorit (CINO»)
Nitrosil anyonu (NO")
Peroksinitrit (OONO)

Nitronyum katyonu (NO*"
Dinitrojen trioksit (N2O3)

Dinitrojen tetraoksit (N2O4)

Alkil peroksinitritler (ROONO)
Alkil peroksinitratlar (RO,NO»)
Peroksiasetil nitrat (CH3C(0)O,NO,)
Peroksinitrik asid (ONOOH)
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Tablo 2.3. En ¢ok karsilagilan serbest radikallerin, bazi reaktif oksijen tiirleriyle birlikte bu radikallerin

ihtiva ettigi bazi temel 6zellikler (Diindar, 1999)

Ad1 Simgesi  Ozelligi

Hidrojen radikali H Bilinmekte olan en basit radikaldir.

Siiperoksit radikali 02~ Oksijen metabolizmasindaki birinci ara
riindiir.

Hidroksil radikali HO Toksik 6zelligi en fazla olan oksijen
metaboliti radikalidir. Organizmdaki tiim
molekiillere saldirir.

Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ve organizmadaki molekiillere
kars1 hasar verme orani azdir.

Singlet oksijen 10, Yarilanma 6mrii kisa olmasinin yant sira
oksijenin oksidatif formunun en yiiksek
oldugu formdur.

Perhidroksil radikali ~ HO» Lipitlerde hizli ¢oziiniir ve boylece lipit
peroksidasyonunun artmasina neden olur.

Peroksil radikali ROO Perhidroksile gore etkisi zayif ve lipitlere
lokalize olma 6zelligi yiiksektir.

Triklorometil CCls Karbon tetra kloriir metabolizmasi

radikali iriiniidiir ve karacigerde
sentezlenmektedir.

Tiyil radikali RS Eslenmemis elektronlari bulunan siilfiirlii
tiirlerin genel adidir.

Alkoksil radikali RO Organik peroksitlerin parcalanmasiyla
meydana gelen oksijen tlirevli metabolitdir.

Azot monoksit NO Viivutta L-arjininden sentezlenir.

Azot dioksit NO, Nitrik oksitin oksijenle meydana gelen

tepkimesi sonucu sentezlenir.

Tablo 2.4. Reaktif oksijen tiirlerinin tahmini yar1 émiirleri (Tekkes, 2006)

Reaktif oksijen tiirleri

Yari omiirleri (saniye)

0>” Siiperoksit anyon radikali ~ Enzimatik
H,0, Hidrojen peroksit Enzimatik
HO Hidroksil radikali 107
10, Singlet oksijen 106
RO Alkoksil radikali 7
ROO- Peroksil radikali Giinler
Q Semikinon radikali 1-10 (5,6) kalpte 0,1 s.
NO Nitrik oksit radikali 0,05-1
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2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
2.2.1.1. Siiperoksit Radikali (02")

Stiperoksit radikali molekiiler oksijene bir elektron katilmasiyla (indirgenme)
meydana gelir. Bunun yani sira bu radikal en rahat, en ¢ok ve genellikle ilk olusan
radikaldir.

O+ ——— >0~

Stiperoksit radikali genel olarak bakildiginda temelde 4 yolla meydana
gelmektedir.

1. Biyomolekiillerden indirgeyici ozellik gdsterenler oksijen molekiiliine bir
elektronunu vererek oksitlenir ve siiperoksit radikalinin olusumunu saglar. Bu
biyomolekiillere 6rnek olarak flavinler, ferrodoksinler, hidrokarbonlar, tiyoller
ve indirgenmis niikleotidler verilebilir.

2. Enzimlerin katalitik dongiileri esnasinda siiperoksid radikali olugsmaktadir.

3. Hiicresel solunumun gerceklestigi mitokondride oksijen kullanimi sirasinda
elektron tastyici enzimler tarafindan oksijene elektron sizintist gerceklesir ve
siiperoksit radikali olusumu meydana gelir. Bu nedenle mitokondri enerji
iiretiminde kullandig1 oksijenin %1-5 kadarini siiperoksit yapimina harcamis
olur.

4. Bakteriyel enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in fagositik hiicrelerin aktiflesip savunma
mekanizmalar1 baglatmasiyla siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikali
bakterileri 6ldiirmek i¢in gerekli olmasina karsin baska radikal tiirlerin de
olusumuna neden olmaktadir (Hasani, 1999).

Stiperoksit radikali, organik ¢oziiciilerde Ornegin, hiicre zarinin hidrofobik
ortaminda omrii daha uzun ve ¢oziiniirliigii oldukca yiiksektir. Ayrica bazi amino
asitlerin, indirgenmis niikleotidlerin ve antioksidan bilesiklerin (E vitamini, C vitamini
gibi) oksitlenmesine neden olmatadir (Kiling, 2002). Bu radikal, ortamin sivi oldugu
durumlarda genellikle indirgen olarak davranmaktadir. Buna 6rnek olarak demir

iyonunun indirgenmesi verilebilir (Aksu, 20006).

Fe? + 0y —— > Fe™+ 0O,
Stiperoksit radikalinin organizmada katildig1 bazi reaksiyonlar vardir. Bunlar

(Halliwell ve Gutteridge, 1986; Winterbourn ve Kettle, 2003);
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e Siiperoksit dismutaz enzimi ile dismutasyon reaksiyonuyla birbiri ile etkilesen
iki siiperoksit radikalinden birinin indirgenip digerinin yiikseltgenmesiyle
H>0: ve Oz olusmaktadir.

e Perhidroksi radikali (HO2) olusumuna neden olabilir. Bunu ortamdan bir
proton alarak saglamaktadir. Olusumuna neden oldugu bu perhidroksi radikali,
stiperoksit radikalinden de reaktif olup hiicre zarindaki yag asitlerinin
peroksidasyonunun baglamasina neden olmaktadir.

e Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilen reaksiyonda Fe?* katalizorii esliginde O2~
ile H2O3, hidroksil radikalinin olusumuna neden olabilmektedir.

e Siiperoksit radikali ile baska bir oksijen tiirevli nitrik oksit radikalinin (NO-)
reaksiyona girmesi sonucu, reaktivitesi fazla olan ve toksik bir {iriin olan
peroksinitritin (ONOO") olusumuna neden olmaktadir.

e Fenollerin (a-tokoferol, tirozin vb.) oksidasyonuyla olusan fenoksil
radikalleriyle siiperoksit radikali reaksiyona girerek protein yapisinda hasara

neden olmaktadir.
2.2.1.2. Hidroksi Radikali (HO")

Reaktifligi en yiiksek olan oksijen radikali olarak bilinmektedir. Hasar orani
oldukga yiiksek olup hiicre igerisindeki biitlin molekiillerle reaksiyon verebilir ve
serbest radikal zincir tepkimlerinin baslamasina neden olabilmektedir. Hidroksi
radikalinin olustugu iki tip reaksiyon vardir. Birinci reaksiyon, Fenton reaksiyonuyla
H>O> radikalinde yer alan oksijen baglarinin (O-O) 1s1 veya iyonize edici 1sikla
(radyasyon) homolitik olarak parcalanmasiyla hidroksi radikalinin meydana
gelmesidir (Yu, 1994).

Ikinci reaksiyonda ise, O~ radikali ile H»>O» radikali, demir iyonu
katalizorliigiinde, Haber-Weiss tepkimesiyle reaksiyona girer ve hidroksil radikali
meydana gelmis olur (Do6ger, 2010).

Bunlarin yani sira suyun iyonize radyasyona ugramasi sonucunda da hidroksi
radikali meydana gelmektedir. Bu sekilde meydana gelen hidroksi radikalinin hasar
verme orani az olmaktadir. Nitrik oksit radikallerinin meydana getirdigi tepkimeyle
gecis metali iyonlarindan bagimsiz bir sekilde de hidroksi radikali iiretilmektedir
(Schoneich, 1999). Hidroksi radikali doymamis yag asitlerinden hidrojen atomu
kopararak yag asitlerini peroksidasyona ugratmasi sonucu lipit radikalleri

olusturmaktadir (Celik, 2001).
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Hidroksi radikalinin katildig1 {i¢ ¢esit tepkime oldugu soylenebilir (Gokhan,
2007; Halliwell ve Gutteridge, 1986; Reiter, 1996);
e Elektron transferi; organik ve organik olmayan bilesiklerin elektron transferi

tepkimelerinin gerceklesmesine meydan olusturur.

HO +S — > HO +S*

e Hidrojen ayrilmasi; alkollerle tepkimeye girmesiyle hidrojen ¢ikararak

tepkime iiriinii olarak bir karbon radikali ve su agiga ¢ikmasina neden olur.
R-H+ HOO —> R + H,0

e Eklenme; aromatik bilesiklerde yer alan ¢ift baglara eklenerek zincirin
kirilmasina neden olur. Ornek olarak DNA’da yer alan guanin bazina hidroksi
radikalinin eklenmesiyle bazin hidroksilasyona ugramasina sebep olmasi ya da

asagidaki tepkime verilebilir.

RCH = CH; + HO-— > RCH-CH,OH
2.2.1.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Eslenmemis elektron icermemesi nedeniyle radikal olmamasinin yani sira
oksijen kaynakli doku hasarlarinda rol oynamasi sebebiyle reaktif oksijen tiirleri
arasinda yer almaktadir (Aksu, 2006). Hidrojen peroksit radikali, yiikseltgen ve
indirgen 06zelligi ¢ok az olmasi nedeniyle reaktif 6zelligi ¢ok zayiftir ve ortamdaki
konsantrasyonunun ¢ok oldugu durumlarin disinda tek basina organizma igin
toksisitesi olmayan zay1f oksidan 6zellikte kabul edilen bir radikal tiirtidiir. Hidrojen
peroksit radikali, metal iyonlarmin olmadig1 durumlarda, organizmanin dogal sicaklik
ve pH degerinde duragan olmaktadir (Aksu, 2006; Lee vd, 2003). Hidrojen peroksit
radikalinin meydana gelmesini saglayan iki tiir tepkime vardir.

1. Hidrojen peroksit, oksijen molekiiliniin iki elektron kabul edip

indirgenmesiyle olusumu

Oy +2e +2H H>0»

2. Siiperoksit radikalinin bir elektron transferiyle indirgenmesi sonucu hidrojen

peroksit radikalinin meydana gelmesi

Oy +e +2H H,O»
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Bunun yani sira biyolojik sistemlerde siiperoksit ile siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin dismutasyona ugramasi sonucu hidrojen peroksit meydana gelmekte ve asil
iiretim yeri oldugu kabul edilmektedir (Déger, 2010).

Hidrojen peroksit, ferrik ve periferik demir olusumuna neden olmaktadir. Bu
olusum hidrojen peroksit radikalinin proteinlerde yer alan hem grubundaki demir ile
reaksiyon vermesi sonucu meydana gelmektedir. Bu formda bulunan demirin
reaktivitesi yiiksek ve oksitleyici giicii fazladir. Bu nedenle membranda lipit
peroksidasyonunun baslamasina neden olur. Bunun sonucunda hidrojen peroksit
raikalinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in antioksidan enzimler (glutatyon, peroksidaz,

katalaz gibi) devreye girmektedir (Kiling, 2002).
2.2.1.4. Singlet Oksijen (102)

Eslesmemis elektronun bulunmamasi sebebiyle radikal olmamasinin yani sira
reaktivitesinin yiiksek olmasi ve liretimi esnasinda radikalik reaksiyonlarin olugsmasina
neden olmasindan dolay1 serbest radikaller arasinda yer almaktadir (Halliwell, 2006;
Mavi vd, 2005).

Singlet oksijen, oksijenin enerji alan elektronlarindan birinin spininin

degismesiyle meydana gelir ve iki formu bulunmaktadir (Sekil 2.3) (Lledias vd, 1998).

© O
© e

Sekil 2.3. Singlet oksijen formu

Singlet oksijeni olusturan tepkimeler vardir. Bunlar (Gokhan, 2007; Reiter,
1996; Tamer vd, 2012);
e Siiperoksit radikalinin enzimatik olmayan dismutasyonu

—

HO, + O, + H* 10, + H,O»

e Siiperoksit ile hidroksil radikalleri arasindaki reaksiyonuyla
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HO + 0y —> 0, +HO

e Haber-Weiss tepkimesi

e Diagilperoksitlerle siiperoksit radikalinin tepkimeye girmesi

20, + R-C-0-O-C-R ——> 10, +2RCOO

e Fagositoz esnasinda myeloperoksidazin hidrojen perokside etki etmesidir.
Organizmada singlet oksijen radikali mikroplara, virlislere ve kansere karsi

tyilestirici etkiye ve uyarici 6zellige sahiptir (Stief, 2003).
2.2.1.5. Peroksil ve Alkoksil Radikali

Peroksil radikallerinin (ROO’) meydana gelmesi oksijen molekiiliiniin alkil
radikalleriyle (R°) tepkimeye girmesi sonucunda gerceklesir. Buna 6rnek olarak lipit
radikallerinin oksijenle tepkimeye girmesi verilebilir.

Alkil peroksidlerin (ROOH) dekombinasyona ugramasiyla da peroksil (ROO) ile
alkoksil (RO) radikalleri meydana gelebilir. (D6ger, 2010).

ROOH ROO +H

ROOH + Fe3*——— > ROO + Fe** + H*
2.2.1.6. Ozon (03)

Ozon cevre kirliligine neden olmaktadir. Hidrokarbonlar ile azot oksitler
arasinda fitokimyasal tepkime gergeklesir ve bu tepkimeyle ozon meydana
gelmektedir. Serbest radikal olmamasina ragmen singlet oksijen olarak radikal
tiretebildigi icin reaktif oksijen tiirleri arasinda yer almaktadir. Ayrica ozon ¢ifte bag
ekleyerek serbest radikal olusumunu da bozabilir. Ozonun bu lipid peroksidasyonunu

stimtile ettigi ve hasar1 indiikleyici kimyasi net olarak bilinmemektedir (Doger, 2010).
2.2.2. Reaktif Azot Tiirleri

Nitrik oksitle oksijen ve siiperoksitin reaksiyona girmesiyle olusan radikal tiirleri
reaktif azot tiirleri olarak adlandirilir (Saleem ve Ohshima, 2004). Fazla miktarda
reaktif azot tiirlerinin iiretimi sonucu nitrosatif stres meydana gelir.

Protein hasarina neden olan nitrolizasyon reaksiyonlarinin olusumuna zemin hazirlar

(Ridnour vd, 2004; Valko vd, 2007).
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2.2.2.1. Nitrik Oksit (NO) ve Nitrik Dioksit (NO2’)

Eslenmemis elektronu nedeniyle nitrik oksit, serbest radikal olup reaktif oksijen
tiirleri arasinda yer almaktadir. Muskarinik ya da histidin gibi reseptorlerin aktive
olmasiyla L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentetaz etkisiyle sentezlenmektedir
(Fang vd, 2002; Liew F. vd., 1998). Nitrik oksit radikalinin tek basina reaktivitesi
yiiksek degildir. Ancak fazla miktarda iiretimiyle iskemi-reperfiizyon, romatid anhidrit
norodejeneratif ve bazi iltihap igeren kronik hastaliklarin (iltihapli bagirsak hastalig1)
meydana gelmesinde yer almaktadir.

Ayrica nitrik oksit radikali, askorbik asit ile iirik asit derisimini diisiirerek lipit
peroksidasyonun baslamasina zemin hazirlayabilir (Bene§ vd, 1999). Savunma
molekiilii olarak gorev aldigi durumlar da (sitotoksik ve antimikrobiyal aktiviteler
gibi) vardir.
Bunun yani sira fizyolojik fonksiyonlarda 6nem arz eden bir oksidatif biyolojik sinyal
molekiilii olarak da ¢aligmaktadir. Bunlara 6rnek (Benes vd, 1999; Ridnour vd, 2004);

e Kan basincinin diizenlenmesi

e Diiz kas gevsemesi

¢ Savunma mekanizmasi

e Immun savunma verilebilir.

Nitrik dioksitin olusum nedenleri olarak ise;

e Hava kirliligi

e Sigara icmek

e Peroksil radikaliyle nitrik oksit arasinda gerceklesen reaksiyon olarak

sOylenebilmektedir (Noguchi ve Niki, 2019).
2.2.2.2. Peroksinitrit (ONOO")

Stiperoksit dismutaz enzimiyle nitrikoksit yarigir ve bunun sonucunda siiperoksit
radikaliyle birlesmesi sonucu peroksinitrit olusur. Peroksinitrit radikali bir¢ok
biyolojik molekiil {izerinde hasar meydana getirir.

Proteinlere dogrudan etki ederek proteinlerde bulunan tirozini nitratlagtirmasiyla az
miktardaki lipoproteinleri (LDL) oksitler. Bunun sonucunda bir¢ok hastaligin

olusumuna neden olur (Celik, 2001).
02 + NO > ONOO' (peroksinitrit)

ONOO + H* —————= OH + NO»
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Normal sartlarda nitrik oksitin son iirlinii olarak nitrit ve nitrat olusturur.

Plazmada nitritin geneli nitrata donlismektedir ( Liew F. vd., 1998).
2.2.3. Reaktif Kloriir Tiirleri
2.2.3.1. Hipoklorik Asit (HOCI)

Oksidan 0Ozelligi yliksek olan hipoklorik asit, organizmada noétrofil ve
makrofajlar tarafindan enzimatik yollarla tiretilmektedir.
Demire bagimli ile demire bagimli olmayan tepkimelerle hipoklorik asit,
hidroksil radikali iiretiminin artmasina neden olmaktadir (Gutteridge, 1995).
HOCl+ O —> HO +CI'+ Oz
HOCI + Fe?* HO + CI + Fe**

2.3. Serbest Radikallerin Yararh Etkileri

Organizmadaki yogunluklarin az olmas1 durumlarinda reaktif oksijen tiirleri ve
reaktif azot tilirlerinin yararlarindan soz edilebilmektedir. Birgok durumda normal
fizyolojik isleyiste serbest radikal iiretimi s6z konusudur. Hatta bazi hiicreler
gosterdikleri etkilerle reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tilirleri salinim sistemini
uyarirlar. Serbest radikallerin yararl etkileri;

e Fagositoz tarafindan enfeksiyon savunma sistemi

e Kanser hiicrelerini sitotoksik lenfosit ve makrofajla yok etme
e Sitokrom P-450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
e Mitokondri organelinde gergeklesen ATP’ nin iiretimi

e Hiicrelerin biiylimesi

e Diisiik konsantrasyon mitojenik yanitlara sebep olmasidir.

Ayrica serbest radikallerin baz1 nemli hiicre sinyallerinin olusumunda da biiyiik

rolleri vardir. Bunlar;
e Niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
e Trozin amino asitlerinin fosfatlanma aktivasyonu
e Baz sitokinlerin aktivasyonu
e Intraselliiler depolardan kalsiyumun salinimi
e Nonreseptdr trozin kinaz aktivasyonu ve
e Biiylime faktorii olarak sdylenebilmektedir.
Reaktif oksijen tiirleri prostaglandin ile tiroksin gibi bazi molekiillerin sentez

islemine dahil olup bu sentezin gelisimini uyarmaktadir. Hiicrede ROS’un
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¢cozlinmesiyle guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesi ve gen transkripsiyonu gibi
yasamsal faaliyetlerde de kullanilmaktadir. Nitrik oksit radikalinin organizmadaki
yararh etkileri incelendiginde;

e Endotel hiicrelerce kullanildiginda I6kosit adezyonu, anjiogenesis, platelet
agregasyonu ve damar diiz kaslarinin kan basincinin diizenlenmesinde gerekli
oldugu

e Noronlarca sentezlenen nitrik oksit ise nemli bir transmitter madde olup néral
plastisite bakimindan ¢ok énemli bir rol iistlendigi

e Makrofajlarca sentezlenen nitrik oksit ise immun cevapta 6nemi yliksek bir
arabulucu oldugu goriilmiistiir.

Ayrica stiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri de sekonder haberciler gibi
hareket edebilmektedir. Tim bu serbest radikallerin organizmada asir
sentezlenmesiyle viicutta birikimi artar ve zararli etkileri meydana g¢ikabilmektedir
(Devasagayam vd, 2004; Droge, 2002; Fang vd, 2002; Lander, 1997; Schreck ve
Baeuerle, 1991; Valko vd, 2007).

24. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikaller yalniz bir hiicrede hasara sebep olmasmin yani sira
organizmadaki biitiin fizyolojik sistemin tamaminda da etki gosterebilir. Hiicrelerdeki
onemi biiyiik olan bilesiklerde (DNA, lipit, karbonhidrat, protein vb.) yikima neden
olmaktadir (Tablo 2.5). Hiicre membraninda lipid peroksidasyonunun baglamasina ve
bdylece membranin gegirgenliginin artmasina neden olur. Niikleer ve mitokondriyal
DNA okside olur. Serbest radikaller; bircok organi besleyen damarlarin daralmasina
ve bunun sonucunda tamamen tikanmasiyla hasara sebep olmaktadir (Sayilan, 2008;

Yanbeyi, 1999).
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Tablo 2.5. Serbest radikallerin hiicrelerde meydana getirdikleri baglica hasarlar (Akpoyraz ve Durak,
1995; Yanbeyi, 1999)

Etki ettigi bilesikler Sonucunda olusan tepkimeler

Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
meydana gelmesi
Lipitlerdeki ¢apraz baglanmalar
Organel ile hiicrelerdeki ¢apraz baglanmalar

Proteinler Peptit zincirlerinde meydana gelen kopma
Denatiirasyon

Doymamis amino asitler ve kiikiirtlii amino Caprazlanma

asitler Enzimlerin inhibisyonu
Organ ile hiicrelerin  permeabilitesindeki
degisimler

Karbonhidratlar Polisakkaritllerin depolimerizasyonu
Hiicre yiizey reseptorlerindeki degisimler

Niikleik asit bazlar1 Hiicre gelisimindeki degisimler
Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar

Kimyasal modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar
Niikleik asitler Tek ve ¢ift iplik¢ik kirilmalari

Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz igermeyen bolgeler

DNA Bazlarda meydana gelen modifikasyonlar
DNA zincirinde olusan kirilmalar
Kofaktorler Nikotinamit ile flavin ihtiva eden kofaktdrlerin

aktifliginde meydana gelen azalma
Askorbat ile porfirindeki oksidasyon

Antioksidanlar E vitamini ve B-karoten gibi antioksidanlardaki
aktiflik diizeyinin diigmesi

Hyaluronik asit Synovial sivinin vizkozitesinde meydana gelen
degisiklikler

2.4.1. Hiicre Zar1 ve Membran Lipitleri Uzerindeki Etkileri

Biyolojik zarlarinin tiimii, ¢coklu doymamis yag asitleri (PUFA), amfipatik
lipitler zar proteinlerinin birlesiminden meydana gelmektedir (Sekil 2.4). Membranin
serbest radikallerce hasara ugramasi noktasinda 6nemli olan kisim, membranda yer
alan lipitlerin, yag asitlerinin oksidasyonu olarak kisaca Ozetlenen lipid
peroksidasyonuna (LPO) ugramasidir. Yari bagli doymamis ¢oklu yag asitleri radikal
hasarma kars1 ¢ok hassastir. Lipit perooksidasyonunda baslangicta ¢oklu doymamais
yag asitleri radikallerle oksidasyona ugrar ve oto katalitik zincir tepkimeleri seklinde
devam eder. Lipit peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu

bazi iirlinlere ¢evrilmesiyle son bulur (Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).
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HUCRE iCi
Sekil 2.4. Hiicre zar1 ve yapist (Koolman ve R6hm, 2005)

Doymus yag asitlerine gore ¢oklu doymamis yag asitleri otooksidasyona daha
fazla yatkindir. Bunun nedeni PUFA’larda hidrojen kopmasiyla meydana gelen
radikalin ¢ift bagin konjligasyonuyla kararli hale getirilmesinin ve bu sekilde
hidrojenin daha rahat koparilmasidir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Uguzlar, 2009).

Hiicre membraninda yer alan poliansatiire yag asitleri Ozellikle hidroksi
radikalince saldirtya ugrar. Bunun sonucunda yag asitinin yan zincirinde (L-H) bir
hidrojen atomu uzaklasir ve lipid peroksidasyonu baslamis olur (Aksu, 2006).

L-H+OH —> L + H:0

Meydana gelen bu lipit radikali (L) dayanikli olmayan bir bilesik olup bir dizi

degisiklige ugrar ve oksijenle reaksiyona girer. Lipit peroksit radikali (L-O>’) olusur.
L'+ O——>L-Ox

Lipit peroksit radikalinin reaktifligi yiiksektir ve zar yapisinda bulunan diger
poliansatiire yag asitlerini etkiler. Boylece yeni lipit radikallerinin meydana gelmesine
neden olurken kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarin alir ve lipit peroksitlerine
(LOOH) dontsiirler. Bu sekilde reaksiyon kendi kendini katalizleyerek siirer. Ortaya
c¢ikan lipit peroksit ve Uiriinleri oldukca kararlidir. Fakat ortamda demir (Fe) ya da bakir
(Cu) gibi metal 1yonlar1 yoksa bu durum gecerlidir. Eger bu metal iyonlari ve bunlarin
kompleksleri ortamda yer aliyorsa lipit peroksitleri parcalar ve lipit peroksidasyonu
olusturmaktadirlar. Boylece metal iyonlar1 varliginda lipit peroksidasyonu artmis
olmaktadir (Ozeng, 2011).

L-O:H + Fe>*——> L-Oy + H* + Fe**

LOOH’larin yikimiyla bir¢ok biyolojik bakimdan aktif aldehitler meydana
gelmektedir. Bu bilesikler ya hiicre ylizeyinde metabolize edilmektedir ya da en
bastaki etki alanlarinda difiize olmaktadir.
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Boylece hiicrenin baska kisimlar1 da hasarin yayilmasina neden olmaktadir (Ozenc,
2011). Lipit peroksitlerinin malondialdehit (MDA) miktar1 lipit peroksidasyon
Olctimiinde 6nemli bir parametre olarak kullanilmaktadir (Urso ve Clarkson, 2003).
Lipit peroksidasyonunun membran yapisinda meydana getirdigi hasarlar (Van der
Vliet ve Bast, 1992);

e Hiicre memnraninda islevini yerine getirebilmesi zarin akiskanlik 6zelligine
baghdir. Akiskanlik ozelligiyse ¢oklu doymamis yag asitleriyle
saglanmaktadir. Serbest radikallerce hasara ugratilan ¢oklu doymamis yag
asitleri nedeniyle zar akigkanligi degisir. Boylece iyon pompalarininin ve
reseptorlerinin baglanmasi etkilenebilmektedir.

e Hiicre membraninin ihtiva ettigi lipitler hidrolize ugradiginda fosfolipaz A»
uyarilabilmektedir ~ve  bunun  sonucunda  reseptdr fonksiyonlar
etkilenebilmektedir.

e Membran gecirgenliginin artmastyla kalsiyum homeostazisi
degisebilmektedir. Bodylece ATPazlarin kalsiyumu tutma  oOzelligi
azalmaktadir.

Son olarak, hiicre zarmmn biitiinliigii bozulmakta ve hiicre Oliimiiniin de

gerceklesmesiyle dokunun patalojik 6liimii de gerceklesmis olmaktadir (Aksu, 2006).
2.4.2. Proteinler Uzerindeki Etkileri

Proteinlerin serbest radikallere kars1 hassasiyeti ¢coklu doymamis yag asitlerine
gore daha azdir. Amino asit kompozisyonu proteinlerin serbest oksijen radikalleri
(SOR)’den etkilenme diizeyinin belirlenmesindeki bir parametredir. Serbest
radikallerden etkilenme diizeyi yiiksek olanlarin arasinda doymamis bag ile kiikiirt
iceren tirozin, histidin, sistein, triptofan, fenilalanin, metiyonin gibi amino asitleri
ithtiva eden proteinler yer almaktadir (Tablo 2.6). Bu proteinlerin etkilenmesi sonucnda
stilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana gelmektedir.

SOR’un etkileri sonucunda, yapisinda ¢ok miktarda distilfid bagi ihtiva eden
immiinoglobin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilarinin bozulmasiyla
bu proteinler normal isleyislerini gerceklestiremezler. Prolin ve lizin gibi amino
asitler, reaktif oksijen sentezleyen nonenzimatik hidroksilasyona maruz
kalabilmektedirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri ise serbest radikallerden yiiksek

derecede zarara ugrarlar.
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Ozellikle oksihemoglobinin, siiperoksit radikali (O»") ya da hidrojen peroksit ile
tepkimesi methemoglobinin meydana gelmesine sebebiyet vermektedir.

Yapilan arastirmalarda proteinlerin reaktif oksijen radikalleri (ROS) ya da
oksidatif stres f{iriinleriyle kovalent modifikasyonu sonucunda olusan protein
oksidasyonuna sebep olan asil mekanizmalarin polipeptit omurgasinda yer alan ¢esitli
amino asitlerin a-karbon atomlarindan hidroksil radikalinin etkisiyle hidrojen atomu
cikarilmasiyla basladigi belirlenmistir. Yani protein oksidasyonu asil olarak OH
radikali ile baglamasinin yani sira oksidasyon esnasinda da O2 ile O>~ ve siliperoksit
radikalinin protonlanmis sekli olan HO> ’nin de ortamda bulunmasi gerekmektedir. Bu
ROS’lar amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz
baglarin meydana gelmesine ve protein omurgasinin oksidasyona ugramasina neden
olmaktadir. Bunun sonucunda protein pargalanir (Berlett ve Stadtman, 1997; Kayali

ve Cakatay, 2004; Shacter, 2000).

Tablo 2.6. Oksidasyona ugramaya meyilli amino asitler ve oksidasyon tiriinleri (Shacter, 2000)

Amino asit  Oksidasyon iiriinleri

Sistein Disiilfid ve sisteik asit

Histidin Aspartat, asparagin ve oxo-histidin

Arginin v-glutamilsemialdehit

Tirozin Tirozin-tirozin ¢apraz baglari (ditrozin)

Prolin Hidroksiprolin, glutamat, y-glutamilsemialdehit
Treonin Amino-ketabutirat

Lizin Amino-adipiksemialdehit

Proteinlerin yapisinda meydana gelen degisimler ii¢ kisimda incelenebilir.
Bunlar;
I.  Amino asitlerde olusan modifikasyon
II.  Proteinlerdeki fragmentasyon
II.  Proteinlerdeki agregasyon ve ¢apraz baglanma
Protein yapisindaki meydana gelen hasarin belirlenmesinde, protein
karbonillerin parametre olarak kullanilmasimnin yani sira proteindeki oksidasyon
sonucu meydana gelen oksidasyon iiriinleri ve spektrofotometrik yontem kullanimi
doku ve plazma Ornekleriyle de belirlenebilmektedir (Dean vd, 1997; Gutteridge ve
Halliwell, 1990).

2.4.3. DNA Uzerindeki Etkileri

Iyonize edici radyasyonlar (goriiniir 151k, UV, X-1s1nlar1 vb.) ve 1s1 gibi etkiler

serbest radikalleri, iyonlart ve enerji kazanmis molekiilleri meydana getirmektedir.
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ROS ve reaktif azot tiirleri (RNS), kanser olusumuna neden olmakta ve bu etkisini ise
DNA molekiiliinii direkt yolla, sinyal iletimini, hiicre proliferasyonunu, hiicre
Oliimiinii ve hiicre igi iletisimi etkileyerek yapmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri piirin
ve pirimidin bazlarina modifikasyona yol agtig1 gibi, bu modifikasyonlar da mutasyon
ile son bulabilir (Ashok ve Ali, 1999). DNA molekiiliiniin tim bazlarmin
modifiskasyonuna ‘OH radikali neden olurken, 'O> radikali ise 8-hidroksilasyon
yolunu kullanarak guanin bazinin modifikasyona ugramasina yol agmaktadir (Aksu,
2006). Hidroksil radikali, DNA’nin ihtiva ettigi heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-
fosfatlarla tepkimeye ugrayarak hiicrede mutasyonun olusmasina neden olmaktadir.
Tepkime bitiminde, DNA molekiiliindeki tiim bazlar modifikasyona ugrar ve bunun
sonucunda riboz-fosfat zinciri kirilir.

Yapilan aragtirmalarda in vitro ortamda sulu ¢ozeltilerde denendiginde hidroksil
radikalinin, deoksiriboz ve tetrasiklik bazlarla ¢cok rahat bir sekilde tepkimeye girdigi
goriilmiistiir. Ama ¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar hidroksil
radikallerine kars sterik olarak ¢ok yiiksek diizeyde korunmuslardir. Bunun yani sira
enzimatik radikal yakalayicilar, 6nce gelen hidroksil radikallerinin konsantrasyonunu
azaltarak DNA molekiiliinii korumaktadirlar (Akpoyraz ve Durak, 1995).

Aktiflesmis notrofil kaynakli hidrojen peroksit radikali, hiicre zarmdan
rahatlikla gecgerek cekirdege ulasarak karsinojenez, mutajenez ve hiicre Oliimiine
neden olabilmektedir. Bu nedenle serbest oksijen radikalleri icin DNA molekiilii cok
rahat hasara ugratilabilen bir hedeftir (Ozkan ve Fiskin, 2004; Rikans ve Hornbrook,
1997).

ROS tiirlerinin ¢ok sayida sentezi, hiicre yikimina neden olabilmektedir. Bu
tiirlerden hidrojen peroksit, hizl1 bir sekilde ¢cevre hiicrelere gegmekte ve hem glikolitik
hem de oksidatif fosforilasyon yollarini etkilemektedir (Schraufstatter vd, 1986). Ayn1
zamanda ATP {iretiminin inhibisyonuna sebep olmaktadir. Reaktif oksijen
metabolitleri hiicre zarinda lipit peroksidasyonunun baglamasina neden olmaktadir. Bu
lipit peroksidasyonun sentezledigi iiriinler de DNA hasarina sebebiyet vermektedir

(Ochi ve Cerutti, 1987).

2.4.4. Karbonhidratlarin Uzerindeki Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar lizerinde hasar1 yiiksektir. Karbonhidratlarla

tepkimeye giren hidroksil radikali gibi serbest radikaller, karbonhidratlardan karbon
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atomlarmin birinden hidrojen atomunu ¢ikarir ve bdylece karbon merkezli radikal
tiretimine neden olmaktadir. Bunlar da hyaluronik asit gibi dnemi biiylik molekiillerde
zincir kirilmalar1 meydana getirmektedir (Devasagayam vd, 2004).

Hidroksil radikali glukoza etki ederek peroksit radikali meydana getirmektedir.
Glukoz, aldehit grubu ihtiva etmesi sebebiyle toksik etkiye sahip olmaktadir.
Reaktivitesi yliksek olan aldehitler proteinlerle birlikte DNA’ya baglanmaktadir ve
enzimatik olmayan glikasyonlara yol agmaktadir. Bu reaksiyon glikoz miktar1 artisiyla
daha kolay meydana gelmekte ve diyabetli hastalardaki bazi proteinlerde
goriilebilmektedir (Dean vd, 1997).

Monosakkaritler — otooksidasyona ugradiginda  peroksitle  okzoaldehit
olusturmaktadir. Meydana gelen okzoaldehit proteinlere baglanabilme o6zelligi
nedeniyle antimitotik etki gostermektedir. Bu etki nedeniyle kanser ve yaslanma

ortaya ¢ikmaktadir (Ceballos-Picot vd, 1992).
2.5. Serbest Radikallere Bagh Hastalklar

Viicutta ilerleyen ve istenmeyen etkiler meydana getiren serbest radikaller, tiim
insanlarda dogal yaslanma siireciyle birlikte yaklasik olarak ayni olan bazi
degisikliklere neden olmaktadir. Benzer ilerleyen bu siire¢, kalitimsal ve periferik
etkenlerin de etkisiyle kisiden kisiye degisiklikler gosterebilmekte ve zaman iginde
fark edilebilirligi artmaktadir (Derin vd, 2001). Serbest radikallerin hiicre
membraninda ve membrandaki lipitlerde, niikleotidlerde, DNA molekiiliinde
proteinlerde ve karbonhiratlarda meydana getirdigi hasarlar sonucu organizmada bazi

hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 2.7).
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Tablo 2.7. Serbest radikallerin neden oldugu bazi hastaliklar (Uguzlar, 2009)

Hastahklar Sebepleri
Akciger diizensizlikleri
Asbestosis Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asirt O, H,O»

Yetigkin solunum stresi

sentezi
Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agirt O,7, H,O»
sentezi

Beyindeki diizensizlikler

Anoksia
Noral lipofuskinosis
Alzhemier

Parkinson
Down sendromu

Multiple selerosis
Kronik graniilomatoz

Diabetes Mellitus

Kandaki oksijen miktariin az olmasi

Hiicrede meydana gelen yapisal bozulma
Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agir1 O,~, H,O, ve
HCIO sentezi

Hiicrelerde meydana gelen yapisal bozulma
Savunma sisteminde olusan asir1 oranda ytiklenme
ya da hatalar

Hiicrelerde meydana gelen yapisal bozulma
Antioksidan savunma sisteminde olusan gen
hasar1

Anormal  substrat  oksidasyonu ya da
derisimindeki degisimler

Kardiyovaskiiler sistem patalojisi

Aterosklerozis (damar sertligi)

Savunma sisteminde olusan asir1 oranda yiiklenme
ya da hatalar

Inflamatory (atesli) diizensizlikler

Astim
Romatizmal artirit
Idoyopatik hemokromatosis

Talesemi

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agirt O,7, H,O»
sentezi

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin agirt O, H,O»
sentezi

Gecis metallerinde oksijene elektron transferi
sonucunda meydana gelir

Gecis metallerinde oksijene elektron transferi
sonucunda meydana gelir

Deri bozukluklari

Solar radyasyon zehirlenmesi

Bloom sendromu

Yiksek ya da diisiik radyasyon enerjisiyle
gerceklesen doku tahribati

Savunma sisteminde meydana gelen asir1 oranda
yiiklenme ya da hatalar

Meydana gelen toksit maddeler

Zenobiyotikler
Metal iyonlart (Hg, Fe, Cu)

Sitositatikler (blomyein)
Kanser

Ilag ve toksin kullanim1 sonucunda

Gegis metallerinden oksijen elektron transferi
sonucu

Ilag ve toksin kullanim1 sonucu

Mesane, bagirsak, gogiis, kolorektal, karaciger,
akciger, 16semi, deri ve prostat gibi

2.5.1. Damar Tikanikhg: (Ateroskleroz)

Damar tikanikligina diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) peroksidasyonu
yol agmaktadir. Kan damarlarinda meydana gelen bu daralma sonucu arteriyel kan
basinci diiser ve hastaligin baska belirtileri de ortaya ¢ikmaya baglamaktadir (Kirsan,
2002).
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Aterosklerozun baglangici atar damar duvarlarinda meydana gelen bozulmadir.
Atar damar c¢eperindeki hiicrelerin membranindaki lipitlere serbest radikallerin
saldirmasiyla membran biitlinliigiinii kaybetmektedir (Sekil 2.5). Makrofajlar hasar
goren hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in ortama gelmekte ve hiicreler arasinda olusan
bosluklar1 kapatmaktadir. Bu makrofajlar tahribata ugramig LDL’leri yuttugundan
damar ceperlerinde ¢izgiler seklinde yag birikimleri meydana gelmeye baslamaktadir.
Olusan bu yag birikimleri arttikga kalinlasir, trombositler bu biyolojik atiklara
takilmaktadir. Takilan bu trombositler asir1 oranda kiimelesmeye meyillendikge
damarlarda kan akis1 engellenir ve piht1 olusumu gerceklesmektedir. Diger bir serbest
radikal mekanizmasi trombositlerin atar damar duvarlari iizerinde olusturdugu bu

kiimelenme egiliminin artigina yol agmaktadir (Kirsan, 2002; Koolman ve Rohm,

2005).
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Sekil 2.5. Ateroskleroz olusumuna zemin olusturan atardamar ¢eperindeki lipit hasari (Koolman
ve R6hm, 2005).

2.5.2. Katarakt

Serbest radikale en ¢ok maruz kalan organlardan biri gozdiir. Bu organda ytiksek
konsantrasyonlarda antioksidan enzimler, serbest radikal tutucular1 ve siiper oksit
sentezi inhibitdrleri yer almaktadir (Yildiz, 2001).

Gozde yer alan retina tabakasi 1518a duyarli olup iizerine gelen 15181n etkisiyle
retinal ve opsine ayrilan rodopsin pigmentini ihtiva etmektedir. Bu esnada meydana
gelen uyari, gorme siniri araciligiyla beyne ulastirilir ve gorme olay:
gerceklesmektedir. Isiga duyarli olan retinal tiirii maddeler oksijen ile etkilestiginde
singlet oksijen olusmaktadir.
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Retinal hem 15181n fotoreseptorler ile retinel pigment epitelyum iizerine olan direkt
etkileri hem de termal hasar ve bununla birlikte inflamasyondan dolayi, 15181 zarar
verici etkilerine maruz kalir. Ciinkii retinada H»>O» sentezini gergeklestiren
fotosensitize edici ajanlarla serbet radikallerden etkilenme orani yiliksek c¢oklu

doymamis yag asitlerinde olduk¢a fazla miktarda yer almaktadir (Welfare, 2002).
2.5.3. Diabetes Mellitus

Gilinliimliz yasam kosullarinda diabetes mellitus diinya ¢apinda bir sekilde
yayilim gosteren bir hastaliktir (Atlan vd, 2006). Serbest radikaller diyabetin
kendisinin meydana gelmesinde etkilidirler. Diyabete sebebin oksidasyon oldugu
distiniilmektedir (Kalak vd, 1996).

Diyabette serbest radikal iiretiminde hiperglisemi aracili reaktif oksijen
bilesimi sentezi temelde ii¢ mekanizmayla meydana gelmektedir;
1. Glukozun oto-oksidasyona ugramasi ve siiperoksit sentezi,
2. Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son iirlinler (AGE) meydana
gelmesi,
3. Poliol yoludur.

Glukozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit sentezi : Solunum zincirinde baslica
hiicre ici reaktif oksijen bilesimi (ROB) iiretimi kaynagi mitokondri organelidir.
Glukoz ortamdaki gecis elementleri nedeniyle reaktif olan ketoaldehitlere
cevrilmektedir ve reaksiyon esnasinda siiperoksit anyonu sentezlenmektedir. Hidrojen
peroksit {iizerinden, siiperoksit radikali reaktivitesi yiiksek hidroksil radikaline
cevrilmektedir. ATP tiretimi i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda hiicre i¢i glukoz
oksidasyonuyla ortaya ¢ikan NADH kullanilir. Bunu solunum zincirindeki oksidatif
fosforilasyon yoluyla gerceklestirmektedir. Siiperoksit radikal sentezi,hiicre i¢i glukoz
konsantrasyonunun artisiyla da ger¢eklesmektedir.

Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu : Hiicre i¢i glukoz derisimi
yukseldiginde, enzim araciligina gerek duymadan glukoz proteine baglanmakta ve
kontrolii kaybolan glikasyona yol agmaktadir. Glikasyona ugrayan proteinin, serbest
oksijen radikali olusturmaya egilimi vardir. Glukoz ile proteinlerin amino gruplari
arasinda nonenzimatik glikasyon tepkimeleri yoluyla oncelikle shiff bazlar1 ve
sonrasindaysa stabilitesi daha yiiksek olan amadori {riinleri meydana gelmektedir

(Sekil 2.6).
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AGE’ler, endotelin-1"1 arac1 olarak kullanarak vazokonstriksiyonu (damar biiziilmesi,
kasilmasi) artirmastyla endotel yikima neden olmasi, kompleks biyokimyasal yollar
ile serbest radikal sentezlemesi, proteinlerde yap1 ve fonksiyon degisikligi meydana
getirmesi toksik etki olarak goriilmektedir. Bunun yami sira yapilan ¢aligsmalarda
serbest radikallerin hiicre i¢i AGE’lerin meydana gelmesinde artisa sebep oldugu
goriilmiistiir (Atlan vd, 2006).

Arastirmalarda AGE ile serbest radikallerin, proteinlerin, protein kinaz C’yi
aktiflestirdigi goriilmiistiir. Aktif haldeki protein kinaz C’nin, vaskiiler (damarsal) kan
akimini, damar permeabilitesini (gegirgenlik), hiicre dig1 matriks bilesenlerini ve hiicre
biiylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde yer aldig1

belirtilmektedir (Chappey vd, 1997; Koya ve King, 1998).
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Sekil 2.6. Glikasyona ugramis bir proteinden 6nce schiff bazi sonra ise amadori iriini olusumu
(Coleman ve Chung, 2002)

Poliol yolu: Asir1 oranda glukoz derisimi, poliol yoluyla sorbitol sentezine yol
acmaktadir. Aldoz rediiktaz enzimi aracilifiyla glukoz sorbitole doniismektedir.
Sorbitol de sorbitol dehidrogenaz enzimiyle friiktoza donlismiis olur ve bu enerji
kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Glukozun sorbitole doniisiimiinde NADPH tiiketimi
gerceklesmektedir. Asir1 oranda glukoz alindigindaysa NADPH da asir1 oranda
tiketilmis olur ve ayni zamanda ¢ok miktarda da sorbitol meydana gelmektedir.
NADPH’in yiiksek oranda kullanimi ve beraberinde gelen sorbitol birikimi
dehidrogenaz enziminin etkinliginin kaybolmasina sebep olarak fruktoza doniisiimii
engellenmektedir. Sonug¢ olarak, sorbitol birikiminde NADPH kullaniminda artis
gerceklesmektedir. Okside glutatyonun rediikte sekline doniisiimii ve nitrik oksit
tiretimi i¢in NADPH gerekmektedir. Bu sebeple sorbitol yolunun aktif olmas1 ve sonug
olarak NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesini sinirlandirmasi

demektir. Bunun yani sira sorbitol de bir doku toksini gibi davranir.
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Bu sebeple bazi hastaliklarin (ndropati, nefropati, retinopati, katarakt ve kalp hastalig1)

patogenezinde etkinlige sahip oldugu fikrine varilmistir (Atlan vd, 2006).
2.54. Sizofreni

Ilk kez 1954 yilinda serbest radikallerin sizofreni patalojisinde etkisi oldugu
iddias1 ortaya atilmistir (Reddy ve Yao, 1996). Bu iddianin temeli norotoksik serbest
radikallerin, katekolamin metabolizmasi esnasinda sentezlenmesi ve ndrodejaneratif
degisiklikler ortaya ¢ikarmasidir. Sizofreni hastalarinin beyinlerinde dopamin
dengesinde degisiklikler oldugudur. Bu kuram yalnizca akut sizofrenik belirtileri
aciklamakla kalmaz, dopamin metabolizmasinin norotoksik son {irlinleri dikkate
alindiginda bu hastalarin beyinlerinde meydana gelen noropatalojik degisikliklerin
varligini da aciklar (Henn ve DeLisi, 1987).

Beyin dokusu, bir¢ok nedenlerle (yiiksek oksijenin kullanimi, hizla
peroksitlenebilen  fosfolipitlerin ¢ok miktarda bulunmast ve ndronlarin
yenilenememesi gibi) serbest radikal hasarma olduk¢a duyarlidir. Bunun yani sira
katekolamin metabolizmas1 viicutta serbest radikal sentezleyen kaynaklardandir.
Artan katekolamin metabolizmasiyla beraber olan durumlarda serbest radikal
tahribatinin ¢ok oldugu bilinmektedir. Bu olay, sizofreni nedenleriyle ilgili en 6nemli
kuramlardan olan dopamin kuramiyla diisiiniildiiglinde ¢ok daha anlamli olan bir
patafizyolojidir (Giimiistas ve Oksidatif, 2008). Yapilan arastirmalarda, katekolamin
metabolizmasi esnasinda meydana gelen zararli serbest radikallerin dopaminerjik sinir
uclarinda anormal sinir iletimine neden oldugu goriilmiistiir. Sizofrenik bazi hastalarda
plazma PLA> nin artig gosterdigi goriilmiistiir. Hiicre membranindaki fosfolipidlerden
PLA; arasidonik asit salinim1 baglatir. Aragidonik asit de serbest radikallerin meydana
gelmesine ve peroksidasyona neden olmaktadir (Delibas vd, 1996). Ayrica sizofrenik
hastalarda lipit peroksidasyonuyla ilgili yapilan ¢aligmalarda, normal bireylere gore
lipit peroksidasyonundaki son iirlin olarak ortaya ¢ikan malondialdehitin miktarinda

da artis oldugu saptanmaktadir (Pavlova, 1996).
2.5.5. Presbiakuzi

Presbiakuzi, yashlik donemlerinde meydana gelen ilerleme olasilig1 olan, igitme
kayb1 olarak taimlanmaktadir. Nedeninin noral dejenerasyon ve stria vaskiilarisde

aterosklerotik degisiklikler oldugu diisiiniilmektedir (Delibas vd, 1996).
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Serbest radikallerinse néron hasarinda ve atrosklerotik degisimlerde etkin olduguyla
ilgili baz1 ¢alismalar yer almaktadir (Bast ve Goris, 1989; De Groot, 1994; Halliwell,
1994; Ward, 1994).

SOD enzim aktivitesi azaldiginda siiperoksit anyon seviyesi artis gosterir.
Stiperoksit indirgeyici 0Ozellik gostererek depo proteini olan ferritinden demir
salimimina neden olabilmektedir . Bunun sonucunda siiperoksit radikali, demir
salinimiyla Fenton ile Haber-Weiss tepkimelerine zemin hazirlamis olmaktadir.
Fenton tepkimesi sonucu hidroksil radikali sentezlenirken bir yandan da lipit
peroksidasyonuyla zardaki lipitlerde yikima neden olmaktadir. Bunun sonucunda
hiicre zarmin yapist ve isleyisi de hasar gormektedir. Siiperoksit anyonu lipit
peroksitlerle de tepkimeye girerek baska radikal tepkimelerinin de baslamasina yol
acmaktadir. Sonug olarak denge serbest radikal sentezi yoniinde olacaktir ve Fe, lipit
peroksidasyon tepkimelerinde yer alacagindan serbest radikal toksisitesinde artisa

neden olacaktir (Delibas vd, 1996).
2.5.6. Alzhemier

Alzhemier hastalig1 (AD), diinya capinda 65 yas {istii bireylerde en sik goriilen
rahatsizliktir (Huang vd, 2016). Alzhemier hastaliginda serbest radikallerin beyin
bolgelerinde patojenik bir rolii oldugu kanitlanmistir. Yapilan ¢aligmalar alzhemier
hastalig1 ve mikrovaskiiler beyin hasari i¢in terapdtik bir hedef olarak beyne serbest
radikal hasariin baskilanmasimi desteklemektedir (Sonnen vd, 2009).

Yaslanma ile beyinde artan bir siire¢ olan asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
liretimini veya antioksidan sistemin islev bozuklugunu igeren redoks durumunda bir
dengesizlik ile indiiklenir. Mitokondriyal elektron tasima zinciri sitokrom oksidaz
kompleksinde molekiiler oksijenin yaklasik %98’ini tiilketmektedir. Kalan oksijen
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikallerine indirgenmektedir. Normal metabolizma
ve ¢esitli fonksiyonlar sirasinda oksijen, radikal siiperoksit (O2”) ve radikal olmayan
oksidan hidrojen peroksit (H2O2) ve hipoklordz asit iiretilmektedir. Siiperoksit ve
hidrojen peroksit iiretimi asir1 hale geldiginde, genellikle yiiksek derecede reaktif
hidroksil radikalinin (OH) ve katalitik demir veya bakir iyonlarinin varliginda diger

oksidan molekiillerin olusumunu igeren doku hasarina neden olabilmektedirler.

Buna gore metal, redoks reaksiyonlarini katalizlediginden ana antioksidan savunma

formlarindan biri, demirin doku yaralanmasi sirasinda oldugu gibi reaktif radikallerin
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olusumunu katalizlemeyen formlarda depolanmasi ve taginmasindan olusmaktadir.
Serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirabilecek demir mevcudiyetinde bir artis
vardir.

Biyometaller ve lipitler acisindan zengin olmasina ragmen beyin,
peroksidasyona duyarli lipit hiicreleri bol miktarda bulunmakta ve yiiksek oksijen
ihtiyaci olan bir organdir. Ek olarak beyin, omurilik sivisi salinan demir iyonlarin
baglayamamaktadir. Sonug olarak, sinir dokusu iizerindeki oksidatif stres, hiicre ici
serbest Ca®*’da artis, uyaric1 amino asitlerin salinmasi ve ndrotoksisite dahil olmak
tizere cesitli etkilesimli mekanizmalar yoluyla beyne ciddi sekilde zarar
verebilmektedir. Bunun yani sira nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit gibi reaktif nitrojen
tiirleri de proteinler, lipitler, niikleik asit ve diger molekiilleri hasara ugratarak beyin
icin zararh etkilere yol agmaktadir.

Sonug¢ olarak, stresli kosullar altinda ve yaslanma sirasinda mitokondri
icindeki elektron tasima sistemi tarafindan arttirllan ROS olusumu, etkili bir
antioksidan sistem olmadiginda alzhemier hastaliginin gelisimi i¢in bir risk
olusturmaktadir. Bu nedenle mitokondri, toksik ROS’un kaynagi ve hedefi olarak islev
gormektedir. Ciink{i mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres 6zellikle AD’de ve

yaslanma ile nérodejaneratif hastaliklarda 6nemli olmaktadir.
2.5.7. Kanser

Hemen hemen tiim kanserlerde, tiimor gelisimi ve ilerlemesine nedenin yiiksek
oranda reaktif oksijen tiiri oldugu tespit edilmistir (Liou ve Storz, 2010). Mitokondri,
ROS’un hem kaynagi hem de hedefidir (Storz, 2005). Mitokondride ROS, oksidatif
fosforilasyonun kac¢inilmaz bir yan iiriinii olarak iiretilmektedir (Liou ve Storz, 2010).
Mitokondriye ek olarak, peroksizomlar hiicresel ROS olusumunun diger onemli
bolgeleri olmaktadir (Dansen ve Wirtz, 2001). Bu solunum organellerinde, siiperoksit
ve H>O», peroksizomlar matris ve peroksizom membranlardaki ksantin oksidaz
yoluyla tiretilir (Luis vd, 1992; Singh, 1996).

Stiperoksit veya onun pargalanma iiriinii hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirlerinin diyabet, kalp hastaligi, mitokondriyal hastalik, ¢esitli ndrodejenaretif
hastaliklar ve kanser gibi cesitli hastaliklarin gelisiminde rol oynadig: belirtilmistir.
ROS, hem hayvan hastalik modellerinde hem de insanlarda ¢esitli ajanlarin neden

oldugu tlimor baslangicinda dnemli rol oynamaktadir (Storz, 2005).
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Reaktif oksijen tlirleri DNA’ya zarar vermektedir ve bu nedenle karsinom
baslangicini ve ilerlemesini destekleyen mutajenik aktiviteye sahiptir (Storz, 2005).
ROS’un tiimoriin baglamasindaki rolii iizerine deneylerde ROS’un DNA’ya zarar
veren ajanlar olarak hareket ettigi, hiicrelerdeki mutasyon oranim etkili bir sekilde
artirdig1 ve bdylece onkojenik doniisiimii destekledigi goriilmiistiir (Jackson ve Loeb,
2001). ROS’un DNA’ya zarar veren etkilerinin ¢ogu spesifik olmayan, yikici bir
sekilde hareket etme kapasitesine sahip hidroksil radikallerinden kaynaklanmaktadir
(Storz, 2005). Kemoterapoétiklerin aracilik ettigi gibi hiicre i¢i ROS seviyelerinde asir
artig; timor hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin durmasina, yaslanmasia veya hiicre

Oliimiine neden olmaktadir (Liou ve Storz, 2010).
2.5.8. Parkinson

Mitokondriyal ROT sentez yolu, mitokondriyal solunum zincir kompleksi
tarafindan ayarlanmaktadir. Bes tane kompleks olusan mitokondriyal elektron
transport sisteminde (ETS)’deki kompleks 1’in parkinsonlu hastalarda aktivitesinin
cok miktarda ROT sentezine sebep oldugu ve apopitozu (bir bakima programlanmis
hiicre oliimii denilebilir) tetikledigi goriilmiistiir. (Kim vd, 2015). Bu hastaligin
patajonesi konusunda meydana geldigi diisiiniilen siirecler Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Pestisitlerden ve norotoksik 6zellige sahip retonon ve meperidin analogu olan
I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro piridin (MPTP) mitokondride ETS’de solunum
zincir proteinlerinden olan ve oksidatif fosforilasyon kilit rolii bulunan kompleks-1’1
inhibe etmektedir. Bu sekilde parkinsonizime neden olmaktadir. Hatta ailesel oldugu
bazi parkinson hastalarinda, hastaligin meydana gelmesinin PINK-1, DJ-1 ,Parkin ve
LRRK> mutasyonlar1 gibi proteinlerdeki mutasyonlarla baglantili  oldugu

goriilmektedir (Calabrese vd, 2005; Luo vd, 2015).
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Sekil 2.7. Parkinson hastaliginin patajonezisi ile ilgili one siiriilen fizyolojik siiregler (Richards vd,
2016)

Ayrica lipitler de oksidatif hasara ¢cok miisait molekiillerdir. Hiicre zarinda yer
alan lipitlerden serbest radikaller elektron alir. Bunun sonucunda lipit radikali meydan
gelmektedir ve bu radikal de oksijenle etkileserek peroksi radikali olusumuna neden
olmakta olup o da bagka bir lipit molekiiliinden hidrojen atomu kopararak yeni bagka
bir lipit radikalinin meydana gelmesine sebep olmaktadir. Lipit peroksidasyonuyla ve
cogunlukla mutejenik ya da karsinojenik olan {iriinlerin meydana gelmesiyle
mitokondriyal solunum zincirinin inhibisyonuna (kompleks 1 ve 2) da sebep
olmaktadir. Lipit peroksidasyonuyla meydana gelen mutejenik ya da karsinojenik
maddelerden olan 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) dopamin kaybini destekledigi
goriilmektedir. HNE ve protein agregasyonu sebebiyle kaybolan dopamin eksikligi
parkinson hastaligindaki kisilerin 6grenme ve fiziksel kabiliyetlerini oldukga

etkilemektedir (Reed, 2011).
2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar , oksidasyona engel olan ya da gecikmesini saglayan bilesen
grubunun genel adidir (Berger, 2005). Oksidasyon organizmanin hiicresinde ya da lipit
ithtiva eden gida maddelerinin tadinda, renginde ve kokusunda oksijen molekiiliiniin
oksidatif etki gostermesiyle olusan ve genellikle istenilmeyen degisikliklerdir (Giilesci
ve Aygiil, 2016). Antioksidanlar viicuttaki yapisal ve fonksiyonel molekiillerin (lipit,
DNA, protein ve karbonhidrat gibi) zarar gormesine engel olan, konsantrasyonunun
diisiik oldugu hallerde bile oksidan olarak adlandirilan substratlara karsi1 etkili

olmaktadir (Vinson, 2006).
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Arastirmalar sonucunda goriilmiistiir ki uzun ve kaliteli yasam antioksidan tiikketimiyle

dogru orantilidir. Bunu serbest radikal mekanizmasi iizerindeki etkinligiyle

gerceklestirmektedir (Meydani, 1999).

Oksidanlara karst organizmanin farkli savasma yollar1 vardir. Serbest

radikallere kars1 viicut korunma, tamir, fiziksel savunma ve antioksidan savunma gibi

4 farkli savunma mekanizmas: bulunmaktadir (Valko vd, 2006). Bunlardan

antioksidan savunma sistemindeki antioksidan islevlerinin bazilar1 ve 6érnekleri Tablo

2.8’de gosterilmistir.

Tablo 2.8. Antioksidanlarin savunma sistemindeki farkli iglevsel durumlar1 (Berger, 2005; Vinson,

2006)

Antioksidanlarn islevselligi

Ornek

Serbest radikalleri zincir tepkimlerinde tutmasi
Diger antioksidanlarin rejenerasyonu
(yenilenme)

Enzimi aktive ya da inhibe etmesi

Radikal ya da oksidanlarla tepkime vermesi

Tokoferoliin lipit reaksiyonlarindaki rolii
Askorbatin tokoferiloksi radikaline hidrojen
atomu vererek tokoferole indirgenmesi
Askorbatin nitrik oksidazi aktive edip, tokoferol
ile polifenollerin tirozin kinaz enzimini inhibe
etmesi

Katalazin hidrojen peroksit ile
girmesi

tepkimeye

2.7.

Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Kimyasal 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 bakimindan farkli bir alanda yer alan

antioksidanlarin etki mekanizmalar1 agisindan en onemlisi lipit serbest radikalleri

tizerindeki etkisidir. Antioksidanlar lipit serbest radikalleriyle girdigi reaksiyonda bu

radikallerin radikal 6zelligine son vermektedir. Antioksidanlarin etki mekanizmasi;

ROO + AH—> ROH + A

ROO + AH — > ROOH + A

RO+ A —— > ROA

ROO + A———> ROOA
Antioksidanlarin etki mekanizmasinda genel fonksiyon, oksidatif zincirden

substrata hidrojen iyonlariin aktarilmasini saglayarak aktif radikallerin giderilmesi,

nonreaktif forma doniistiiriilmesi ve bu bilesiklerin sonraki adimda molekiiler

rezonans yolunu kullanarak kararli bir forma ¢evrilmesidir.
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Bu adimlar sirasinda antioksidan maddenin de aktifligi azalmakta ve en sonunda giicii
zamanla sonmektedir (Sood ve Venkatesh, 2011).

Biyolojik proseslerde hiicre ile dokunun biyolojik biitiinliigiiniin devam
ettirilmesinde, oksidanlarin yikimi ile olusumu arasindaki denge ¢ok biiyiik 6nem arz
etmektedir. Antioksidan maddelerin oksidan molekiiller iizerindeki etkileri 4 yolla
gosterilebilmektedir (Klouche vd, 2004; Krinsky, 1992; Pinchuk ve Lichtenberg,
2002).

Siipiiriicii etki: Radikallerin meydana gelmesine engel olma ve meydana gelmis
olan radikal molekiillerinin zararli olmayan sekline ¢evrilmesidir. Antioksidan
enzimlerin etki mekanizmasi bu sinifa girmektedir.

Bastiricr etki: Oksidan maddelerle reaksiyona girerek, onlara bir hidrojen
vererek aktifliklerini azaltir veya onlar1 aktif olmayan formuna cevirir.

Zincir kiria etki: Bu yolla etki gosteren antioksidanlar DNA tamir edici
enzimlerle metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimleri bulunmaktadir.

Onaria etki: Bu yolla etki gosteren antioksidanlar DNA tamir edici enzimlerle
metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimleri bulunmaktadir.

Bu etkilerin yani sira hiicresel kinaz kayiplarini 6nleme ve enzimatik etki
olmak tizere iki etki daha vardir. Hiicresel kinaz kayiplarint dnleme etkisinde,
oksidasyon reaksiyonlarin1 durdurmaktadirlar. Enzimatik etki de ise SOD gibi
antioksidan enzimlerle nonenzimatik antioksidanlarin sentezini artirmasi seklinde etki
gostermektedirler (Akkus, 1995). Hiicrede, antioksidanlarin islevlerinin genel

gosterimi Sekil 2.8°de verilmistir.
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Sekil 2.8. Antioksidanlarin hiicredeki islevinin genel sekli (Maltas, 2011)

En az iki antioksidan bir araya gelerek bir antioksidanin tek basina gosterdigi
etkiden daha kuvvetli bir etki gostermesi “sinerjik etki” olarak adlandirilir. Bu etki iki
antioksidan arasinda olusabilecegi gibi biri antioksidan digeri antioksidan 6zelligi
olmayan baska bir maddeyle birlikte de olusabilmektedir (Altug, 2001; Oner vd, 2004;
Sood ve Venkatesh, 2011).

2.8. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Olagan fizyolojik durumlarda hiicreler, meydana gelen serbest radikal {iriinleri
ve peroksitler gibi molekiillerin sebep oldugu oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafinca korunur. Bu sistemler Sekil 2.9°da gosterildigi gibi dogal

ve sentetik antioksidanlar olmak {izere iki grup halinde incelenmistir (Rice, 1997).
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Sekil 2.9. Antioksidanlarin simiflandiriimasi (inan, 2015)

2.8.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, meyve, sebze ve et gibi dogal kaynaklarda bulunan
antioksidanlardir (Tablo 2.9). Giinliik gidalarda bulunan ve en yaygin olanlarn C
vitamini (askorbik asit), E vitamini (tokoferoller), A vitamini (karetonoidler),
flavonoidler dahil ¢esitli polifenoller ve antosiyaninler (bir tiir flavonoid) olan birkag
yaygin dogal antioksidan, likopen (bir tiir karetonoid) ve bir tiir protein olan ubuquitin
olarak da bilinen koenzim Q-10’dir (Sood ve Venkatesh, 2011). Bu dogal
antioksidanlarin  emiliminin en {st diizeye ¢ikarilmasim saglamak icin

uygulanabilecek bazi yollar vardir. Bu yollar Tablo 2.10°da gosterilmistir.
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Tablo 2.9. Gida koruyucu olarak en yaygin kullanilan dogal antioksidanlarin listesi ve tipik kaynaklar1
(Sood ve Venkatesh, 2011)

Bilesik ad1 Dogal kaynaklar

Vitamin C (askorbik asit) Cogu meyve (6zelikle turunggiller) , bazi sebzeler, domates

Vitamin E (tokoferol) Tahil taneleri, brokoli, briiksel lahanasi, karnabahar,
yemeklik yaglar (zeytin, ay¢igegi, aspvir), badem, findik

Beta-karoten Lahana, kirmizi1 biber, 1spanak, maydanoz ve domates, havug,
tath patates, kayisi, papaya gibi sebzeler

Flavonoidler Patates, domates, marul, sogan, bugday, bitter ¢ikolata,
concord liziim, kirmiz1 sarap, siyah cay

Antosiyaninler Kirmiz1 saraplarda yiiksek miktarda bulunur

Cesitli polifenoller (apigenin gibi) Caylar (cogunlukla yesil) ve concord {iiziimleri kirmizi

lahana, yaban mersini, bogiirtlen, acai meyveleri gibi birgok
kirmizi ve mor renkli meyve veya sebze

Likopenin Domates, papaya, karpuz, pembe greyfurt

Koenzim Q-10 (antioksidan enzim)  Bugday kepegi, balik, et

Tablo 2.10. Dogal antioksidanlarin listesi ve emilimi en ist diizeye ¢ikarma teknikleri (Sood ve
Venkatesh, 2011)

Bilesik adi Nasil tiiketilirse emilim artar ?

Vitamin C (askorbik asit) Meyve, 6zellikle turunggiller tiiketilmeli. Giinde bir kez biiyiik
bir takviye almak yerine emilimi artirmak i¢in giin boyunca
orta miktarda narenciye tiiketilmeli

Vitamin E (tokoferol) Bugday ekmegi gibi tam tahilli yiyecekler tiiketilmeli. Bir tiir
doymamis yag (zeytin yagi gibi) ile tokoferol bakimindan
zengin yiyecekler tiiketilmeli

Beta-karoten Kirmizimst ve turuncu renkli meyve sebzeler tiiketilmeli
(havu¢ ve papaya gibi). Yiiksek lifli gidalarla (6rnegin
rendelenmis bugday) birlikte yiiksek beta-karoten seviyesine
sahip yiyecekleri tiiketmekten kagimilmalidir. Ciinkii bu
emilimi azaltir.

Flavonoidler Patates, sogan, siyah c¢ay, liziim gibi yiyecekler tiiketilmeli.
Flavonoidler, molekiil herhangi bir seker molekiiliine bagh
olmadiginda daha iyi emilir. Bu nedenle soganlardan elde
edilen flavonoidler iliziimlerden elde edilenlerden daha iyi
emilir.

Antosiyaninler Yaban mersini, bogiirtlen, concord iiziimleri gibi meyveler
yenilmeli ve bitter ¢ikolata da tiiketilmeli. Cilek ve ahududu
gibi diger gidalar antosiyaninler icermekle birlikte, koyu renkli
gidalardan elde edilen antosiyaninler daha iyi emilir

Cesitli polifenoller (apigenin gibi)  Caylar, koyu renkli meyveler, concord {iziim suyu vb.
Antosiyaninlerden ve flavonoidlerden tiiketim y6nergelerinin
¢ogu polifenol i¢in gegerlidir.

Likopenin Domates liriinleri veya kirmizi meyveler (domates veya papaya
gibi) tiiketilmeli. Likopeni domates {riinlerinden (ketcap,
domates sosu gibi) emilimi ¢ig domateslerden daha kolaydir.
Diyet yagli domates tiiketmek(6rnegin yemeklik yaglar)
likopen emilimini artirir.

Koenzim  Q-10  (antioksidan Kepekli ekmek ve et tiikketimi

enzim)

43



2.8.1.1. Endojen Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, kaynaklarina gdére endojen ve eksojen antioksidanlar
olmak tizere iki smifa ayrilir. Endojen antioksidanlarsa enzimatik ve nonenzimatik
(enzimatik olmayan) antioksidanlar olarak iki siifta incelenmektedir. Enzimatik ve

nonenzimatik antioksidanlar Tablo 2.11°de gosterilmektedir.

Tablo 2.11. Endojen antioksidanlarin siniflandirilmasi (Aydemir ve Sari, 2009; Sen ve Chakraborty,

2011)
Endojen antioksidanlar
Enzimatik antioksidanlar Nonenzimatik antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q-10
Katalaz (CAT) Melatonin  Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit  a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilurubin  Transferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Albumin Seruloplazmin

1. Enzimatik antioksidanlar: Oksijen molekiiliiniin metabolize edildigi her
hiicrede oksijen ara iirlinleri olusturmaktadir. Bu ara iiriinlerin yikic1 etkilerini
azaltmak hatta tamamen ortadan kaldirmak icin antioksidanlar gorev almaktadir.
Enzimatik antioksidanlar, antioksidan savunmada ilk sirada etkili olanlardandir
(Doger, 2010).

Siiperoksit dismutaz (SOD): ROT’a kars1 savunma sistemindeki ilk hat
stiperoksit dismutazdir (Sen ve Chakraborty, 2011). Oksijenin metabolize edilmesinde
gorevli biitiin hiicrelerde yer almaktadir ve siiperoksit dismutaz enziminin fizyolojik
islevi, siiperoksit radikalinin hasar verici etkilerinden hiicreyi korumaktir. Bu sekilde
lipit peroksidasyonu engelenmis olmaktadir (Giirsoy, 2005). SOD’un etki ettigi radikal
yalnizca siiperoksit radikalidir. Siiperoksit radikalinin dismutasyonu enzimatik
enzimatik olmayan ortamlarda ¢ok yavas gerceklesmektedir (Tayefi, 2009). SOD bu
dimutasyonu hizlandirir ve siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene katalizleyen enzimatik bir antioksidan olarak gorev yapar. Daha sonra
hidrojen peroksit katalaz veya glutatyon rediiktazla ortamdan wuzaklagmasi
saglanmaktadir (Is ve Woodside, 2001).

20"+ 2H" ———> H20:+ 02

Stiperoksit dismutaz enziminin karacigerdeki aktivitesi kalpteki aktivitesine

gore 4 kat daha fazladir. SOD enziminin aslinda memeli dokularindaki yerlesimi hiicre

ici olmasinin yani sira yaklasik %10 ise hiicre diginda yer almaktadir (Tayefi, 2009).

RETED 24>

SOD’un antoksidan etkisi siiperoksit ile Fe’*’iin, Fe“"’ye indirgenmesiyle
hidroksil radikali olusumunu engellemesidir (Baskin vd, 1997).
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Insanlarda SOD’un ii¢ sekli bulunmaktadir. Bunlar; bakir-¢inko, mangan ve
demir ihtiva eden formlaridir. Bakir ve ¢inko ihtiva eden siiperoksit dismutaz (CuZn-
SOD) sitozolde bulunurken manganez bulunan sekli ise (Mn-SOD) mitokondri ve
ekstraseliiler stiproksit dismutaz (EC-SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunmaktadir (Sen ve
Chakraborty, 2011; Young ve Woodside, 2001). EC-SOD, CuZn-SOD’dan farkli
olarak bakir ve ¢inko tagiyan salgisal bir SOD formudur (Marklund, 1982). Enzimatik
aktivite i¢in ¢inko ve bakir gereklidir. EC-SOD o6ncelikli yeri ekstraseliiler matriksle
hiicre yiizeyleridir ve buralarda yogunlugu daha yiiksektir. EC-SOD, fibroblast
hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir ve
tiretilmektedir. Akciger dokusunda tip 2 epitel hiicrelerinin ve solunum yollartyla kan
damarlarin1 ¢evreleyen diiz kas hiicrelerinin yogunluguna bagli olarak EC-SOD
diizeyleri yiiksektir. Ekstraseliler diizeyde enzimatik olarak siiperoksit radikallerini
etkisiz hale getiren tek antioksidan olmasi nedeniyle, EC-SOD oksidan tahribati, yangi
ve fibrozis gibi bir¢ok akciger hastaliklarinda koruma i¢in ¢ok miihim bir role sahiptir
(Gao vd, 2008).

Bakir ve cinko iceren (CuZn-SOD) dismutazlar (sitozolik SOD): Bu seklinde

bakir ve ¢inko enzimin aktif olan bolgesinde bulunmakta ve sitozolde yer almaktadir.
Protein yapida olan enzimin, hiicrelerde yerlestigi yer hiicre sitoplazmasidir. SOD’un
bu formu hiicrelerde en fazla yer alan formudur ve Mn-SOD ile ayni tepkimeyi
katalizlemektedir (Nordberg ve Arnér, 2001; Orbea vd, 2000). Yapidaki Zn’nin
ayrilmasi geri doniistimsiiz oldugu gibi Cu’nun ayrilmasi ise geri doniistimliidiir. Yani
bakir ayrilip tekrar baglanabilir. CuZn-SOD baz1 ajanlar ile (is1, protez ve iire vb.)
denatiirasyonuna kars1 dirence sahiptir. Bu formun karacifer ve beyindeki
konsantrasyonu en fazla iken akciger ve pankreasta ise en az diizeydedir (Tayefi,
2009).

Manganez iceren (Mn-SOD) dismutazlar (mitokondrial SOD): Mitokondri

matriksinde yer almaktadir. Birbirinin aynisi olan iki alt birimden olugsmaktadir. Bu alt
birimlerin her birine birer atom bagli bulunmaktadir. Manganin yer aldigir bolge
aktivitenin yiiksek oldugu bolgedir. Eger bu aktif bolgeden mangan uzaklagtirilirsa bu
enzim formunun katalitik aktivitesi de ortadan kalkmis olmaktadir.

Mn-SOD formu, 1s1 ya da kimyasal maddelere karsi denatiirasyonu CuZn-SOD
formuna goére daha azdir. Bu agidan Mn-SOD formunun, CuZn-SOD formuna gore

daha dayaniksiz oldugu sdylenebilmektedir (Tayefi, 2009).

45



Demir igeren dismutazlar (Fe-SOD): Aktif bolgesinde demir iyonu yer

almaktadir. Hiicre matriksinde bulunmakta ve iki alt iinitesi vardir. Bu alt {initeler
protein yapilidir. Mn-SOD ile benzerligi ¢cok fazla olsa da her iki enzim formu da
ancak aktif bolgelerinde kendi metal iyonlar1 bulundugu zaman islevsel hale gelebilir.
Hiicre i¢i stiperoksit radikallerine kars1 organizmay1 savunan Mn-SOD iken, Fe-SOD
da hiicre dis1 radikallere karsi savunmaktadir. Azitle inhibisyona kars1 duyarlilig
yiiksektir. Fe-SOD formu, bitki ve bazi bakterilerde bulunmaktadir (Vatassery, 1998).

Glutatyon ve glutatyon peroksidaz (GPx): Tiyol (-SH) gruplari, hiicresel
antioksidanlardir. Enzimatik reaksiyonlar esliginde serbest radikalleri yakalayarak
gorev yaparlar. Glutatyon da tiyol grubu tasiyan bir tripeptitdir. Transferazlar,
peroksidazlar gibi enzimler serbest radikal hasarlarina engel olan ya da azalmasim
saglayan enzimlerdir. Bu enzimlerin substrati olarak savunma sisteminde rol alan
glutatyon suda c¢oziinebilen bir tiyoldiir. Hiicrelerin ¢ogunda ¢ok fazla
konsantrasyonda yer alan glutatyon hiicre zarmi lipit peroksidasyonuna karsi
enzimatik olarak savunmaktadir (Di Mascio vd, 1991).

Glutatyon peroksidaz, hidrojen ve oksijen peroksitlerin temizlenmesini
saglamaktadir. Alt linite sayis1 dorttiir ve bunlar protein yapilidir. Bu alt {initeler aktif
bolgeler olup selenyum atomu ihtiva etmektedir (Schulz vd, 2000). Hidrojen
peroksitin indirgenmis glutatyona baglanmasina aracilik eden glutatyon peroksidaz bu
sekilde hidrojen peroksitin suya indirgenmesini saglamis olmaktadir. Bu reaksiyon
esnasinda indirgenmis glutatyonun (GSH), yiikseltgenmis glutatyona (GSSQG)
cevrilmesine neden olmaktadir. GSH, diisiik molekiil agirligina sahip ve —SH ihtiva
eden bir tripeptitdir. GSSG’nin yeniden GSH’a ¢evrilmesi gerekmektedir. Ciinkii
tepkimeye giren glutatyonlar disiilfid baglariyla baglanmaktadir ve boylece indirgeyici
ozelliklerini yitirmektedir. GSSG’nin GSH’a c¢evrilmesi i¢in gerceklesen reaksiyon
NADPH bagimli bir enzim olan glutatyon rediiktaz araciligiyla katalizlenir. Pentoz
fosfat yoluyla reaksiyonda kullanilan NADPH saglanmis olmaktadir (Martinovic,
1999; Sastre vd, 1996; Schulz vd, 2000).

Glutatyon peroksidaz iki tiir enzim ihtiva etmektedir. ilki, klasik bir ¢esidi olan
GPx’tir. Plazmada bulunma orami azdir. Plazmada GSH diizeyinin de az olmasi
nedeniyle GPx enzimi olarak islev goriip gormedigi net olarak bilinmemektedir. Ikinci
cesit ise fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) olup yag asiti ve
kolesterol hidroperoksitlerini azaltmaktadir (Tayefi, 2009).

46



GPx’in kofaktorii olarak ¢alisan selenyumun antioksidan reaksiyonlarinda
eksikligi halinde “keshan hastaligi”na neden olmaktadir. Keshan hastalig1 bir dilate
kardiyomiyopati tipidir. Esansiyel bir mineral tiirii olan selenyumun eksikligi halinde
glutatyon peroksidaz aktivitesi azalmakta ve bunun neticesinde miyosite direkt toksik
etki gdsteren serbest radikaller artis gostermektedir (Yesil ve Celik, 2017).

Glutatyon-S-Transferaz (GST): Bu enzim ailesinin her biri, iki alt birimden
meydana gelmektedir. Lipit peroksitlerine karsi antioksidan savunma gosterirler.
Glutatyon-S-transferazlar (GST,EC 2.5.1.18) bunu selenyumun bagimsiz glutatyon
peroksidaz aktivitesi gostererek gerceklestirmektedir (Altinisik, 2006).

ROOH + 2GSH %5 GSSG + ROH + H20

Katalitik ve katalitik olmayan birgok fonksiyon gergeklestirebilen GST’ler
detoksifikasyon yapar ve hiicre i¢i baglayici, tastyici gorevleri bulunmaktadir.
Karacigerde sitokrom P-450 enzim sistemi tarafindan reaktifligi yiliksek ara tiriinler
olan yabancit maddeler meydana getirmektedir. Bu yabancit maddelerin reaktivitesi
daha az olan konjugatlara ¢evrilmesini katalizleyen enzim grubu GST’lerdir (Altinisik,
2006). Oksidatif hasar ve oksidatif strese karst savunmada glutatyon transferazlar cok
onemli bir yere sahiptir (Doger, 2010).

Katalaz (CAT): Katalaz (H2O2:H>0O; oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6), dort alt
birimden meydana gelmektedir. Hem grubu igeren tetramerik bir homoprotein olup
peroksidazlar grubunun bir iiyesidir. Asil olarak peroksizomlarda yer almaktadir.
Bunu yani sira sitozol ve mikrozomal reaksiyonda az miktarda bulunmaktadir
(Altinisik, 2006; Tayefi, 2009). Katalaz enzimi bir metaloenzim olarak bilinmektedir.
Redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerindendir (Larson, 1988).
H>0> olusum hizinin az oldugu zaman peroksidatif reaksiyonla H>O> yiiksek hizda
olustugundaysa, katalitik reaksiyonla hidrojen peroksiti suya cevirerek ortamdan
uzaklasmasini saglamaktadir (Tayefi, 2009). SOD enzimi sonucu olusan toksik hirojen
peroksitin su ve oksijene parcalanmasinda da katalaz enzimi etki gostermektedir
(Duthie vd, 1989).

Peroksidaz aktivitesinin yani sira katalaz enzimi bir molekiil hidrojen peroksiti
elektron verici bir substrat olarak ve digerlerini ise oksidan ya da elektron alic1 olarak

kullanabilmektedir (Akkus, 1995).
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Gramulotéz hiicrelerin kendi solunumsal patlamalainda meydana gelen
hidrojen peroksit, hidroksil radikali olusumuna neden olmaktadir. Bunu 6nlemek igin
katalaz enzimi hidrojen peroksiti ortadan kaldirmaktadir (Atif vd, 2006).

Katalaz enziminin indirgeyici aktivitesi H2O2 ve metil, etil hidroperoksitleri
gibi kiiciik molekiiller iizerinde etkindir. Lipit hidroperoksitler gibi biiyiik molekiiller
tizerinde etkin degildir (Jenkins, 1981). CAT enzim aktivitesinin, insanlarda
goriildiigl yerler beyin, karaciger, bobrek, eritrositler, ¢izgili ve diiz iskelet kaslaridir.
Karacigerdeki aktivitesi beyindeki aktivitesine gore daha yiiksek olup hatta digerlerine
gbre en yogun aktivite gosterdigi yer karacigerdir (Halliwel ve Gutteridge, 1999;
Yalgin, 2007; Vatassery, 1998).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan
mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimi, siiperoksit radikalinin detoksife edilmesinde
gorev almaktadir. Organizmada normal sartlarda bu reaksiyon olagan bir reaksiyon
olmasmin yani sira besin maddelerinin oksidasyonunun tamamlanmasi ve
organizmanin ihtiyaci olan enerjinin sentezinin (ATP) ger¢eklesmesini saglamaktadir.
Fakat bircok kez O, radikalinin yikici etkisi 6nlenmis olmaktadir (Gékhan, 2007).

2. Nonenzimatik antioksidanlar: Esansiyel mikronutrient bilesiklerin
nonenzimatik antioksidan savunmalarinda ¢ok miihim bir yere sahip olmaktadir.
Bunlardan suda ¢dziinebilen askorbik asit (C vitamini) olduk¢a énemlidir. indirgeyici
bir giice sahip olmaktadir ve bu 0Ozelligi radikal-radikal olmayan redoks
tepkimelerinde kullanilmaktadir (D6ger, 2010).

Melatonin (epifiz hormonu): Hasar verme orani en yiiksek serbest radikal olan
hidroksil radikalinin yok edilmesinde gorevli ¢ok etkili bir lipofilik antioksidandir.
Ayn1 zamanda hidrofiliktir. Karanlikta pineal bezden (epifiz bezi) salgilanan, uyku,
lireme, ve immiin sistem gibi birgok biyolojik islevleri diizenlemede gdrev alan,
timoriin meydana gelmesini sinirlandiran ve reprodiktif fonksiyonlarin kontroliinii
saplayan melatonin (MEL), ayn1 zamanda da bir hormondur. Epifizde triptofan amino
asidinden, serotonin tiizerinden lretilen melatonin (Sekil 2.10) , antioksidan enzim
iretiminin uyarilmasini saglamaktadir. Melatonin iiretimi yaglanmayla azalir (Acufia-
Castroviejo vd, 2001; Blanc vd, 2003; Yazic1 ve Kader, 2004). Ayrica melatonin (N-
asetil-5-metoksi triptamin) epifiz bezi disinda retine, kemik iligi, gastro-intestinal
kanal ve bagisiklik sistemi dahil olmak iizere bir¢ok organ tarafindan da

salgilanmaktadir (Najeeb vd, 2016).
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Sekil 2.10. Epifiz bezinde melatonin iiretimi ve kontrol edilmesi (Brzezinski, 1997)

Lipofilik ve bir antioksidan olmas1 nedeniyle hiicredeki tiim organellere, hiicre
¢ekirdegine ulagabilmekte ve kan-beyin bariyerini de asarak ¢ok genis bir alanda
antioksidan aktivite etkisini gosterebilmektedir (Memisogullari, 2005). Antioksidan
ozellikleri Sekil 2.11°de gosterilmistir. Melatonin, reaktivitesi en yliksek radikal olan
hidroksil radikaliyle reaksiyona girerek indolil katyon radikalinin olusumuna neden
olmaktadir. Bu radikal ortamda bulunan siiperoksit radikalini tutmakta ve etkisini yok
etmektedir (Cam vd, 2003; Guerrero-Romero ve Rodriguez-Moran, 2005).

Ik defa 1991°de, Inas ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmalarla melatoninin
antioksidan olarak literatiire girmesini saglamislardir. Devaminda in vitro (Pdhkla vd,
1998; Tan vd, 1993) ve in vivo (Yamamoto ve Tang, 1996) yapilan arastirmalarla
melatoninin bir antioksidan oldugu desteklenmistir. Antioksidanlar arasinda bilinen en
etkin ve gii¢lii antioksidan olarak kabul gérmektedir (Gékhan, 2007).

Safrol, serbest radikal olusumuyla kansere neden olan ve DNA iizerinde hasar
olusturan bir etkiye sahiptir. Melatonin bu hasar1 oldukea etkili bir sekilde inhibe ettigi
goriilmektedir (Reiter, 2003). Melatoninin antioksidan etkisi 3 temel baglik altinda
toplanmaktadir (Reiter vd, 2000; Yazic1 ve Kader, 2004).
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Direkt antioksidan etki: Bazi oksidatif strese neden olan radikalleri (hidroksil,

hidrojen peroksit, singlet oksijen, hipoklor6z asit, nitrik oksit, peroksinitrit radikalleri
gibi) detoksifiye ederek bunlarin biyomolekiiller {izerinde olusturabilecekleri yikici
etkileri engellemektedir. Yapisinda yer alan pirol halkasi melatoninin antioksidan
0zelligini olusturmaktadir (Reiter vd, 2000).

Antioksidan enzim aracilifiyla etki: Farmakolojik ve fizyolojik diizeylerdeki

melatonin bazi antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-glutamilsistein sentetaz gibi)
aktivitelerinin artmasini saglayarak oksidatif stresi baskilamaktadir (Reiter vd, 2000).

Prooksidan enzim araciligiyla etki: Bazi prooksidan enzimlerin inhibe

edilmesini saglayan melatonin, serbest radikal olusumunu bu yolla azaltmakta ve

antioksidan sistemine destekte bulunmaktadir (Reiter vd, 2000).

N

MELATONIN

Oksijenden tiireyen radikalleri detoksifiye eder
Adezyon molekiillerini azaltir
Pro-inflamatuar sitokinleri azaltir
Nitrojenden tiireyen radikalleri detoksifiye eder
Hiicre zarim stabilize eder
Tiim morfofizyolojik bariyerleri asar
Genis ve yaygin hiicre i¢i dagilimi gosterir
Antioksidan enzimleri uyarir
Oksidatif fosforilasyon etkinligini artirir

Sekil 2.11. Melatonin antioksidan 6zellikleri (Reiter, 2003)

Melatoninin dis saghg iizerindeki etkileri: Melatoninin diyabetik siganlar
tizerinde yapilan deneylerde perodontitisi (dis eti iltihab1) azalttig1 goriilmektedir
(Kose vd, 2016). Benzer sekilde, diyabetli hastalarda melatoninin deriye uygulanmasi
(topikal uygulama), proenflamatuar faktorlerin azalmasina bagl olarak periodontal
kemik kaybinin ilerlemesini azaltmaktadir (Cutando vd, 2014; Cutando vd, 2015).
Bu nedenle melatonin, ag1z kanseri tedavisinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (D
Mediavilla vd, 2010; Nakamura vd, 2008; Reiter vd, 2015). Melatoninin agiz
boslugunda terap6z potansiyeli vardir (Sekil 2.12). Ek olarak melatonin, rutin olarak
ag1z kanseri tedavisinde kullanilan radyoterapiye bagh saglikli dokularin zarar

gormesini de onlemektedir (Reiter ve Meltz, 1995). Melatoninin diyabetik hastalar
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tizerindeki etkileri iki yonlii goziikkmektedir. Birincisi melatonin dogal antienflamatuar
ve antioksidan oOzellikleri periodontal dokulardaki inflamasyonun biiyiikliglini
azaltmak iken ikincisiyse melatoninin diyabet nedeniyle iiretilen ROS’u temizlemesi
ve periodontium (disi ¢evreleyen ve destekleyen dokular) iizerindeki enflamatuar
etkileri azaltmasidir. Melatonin antioksidan 6zelliginden dolayi, dental pulpa (dis 6zii
olarak bilinmektedir) hiicrelerini metakrilat kaynakli DNA hasarma karsi korudugu
gozlemlenmektedir (Blasiak vd, 2011). Bu nedenle, dilalt1 tabletler, jeller veya agiz
durulama sularinda melatonin kullanimi metakrilat esasli dis materyallerinin

genotoksik etkilerini dnlemekte etkin olmaktadir (Najeeb vd, 2016).

Antimikrobiyal
Ajan

Periodantit
Tedavisi

Antikanser
Ajan

AGIZ
BOSLUGUNDA
MELATONININ

TERAPOZ
POTANSIYELI

flaca Bagl

Periodontal
_Hasarin
Onlenmesi

Dis
_Yuvalaridaki
Iltihab1 Azaltma

Kemik

Yenilenmesi

Sekil 20.12. Agiz boslugunda melatonin terap6z potansiyeli (Najeeb vd, 2016)

Seruloplazmin: Seruloplazmin bakir baglayan bir glikoprotein olup kandaki
bakirin %95’ini tagimaktan sorumludur. Alt1 adet sik1 bagli ve genellikle yedincisi
gevsek bagli bakir iyonlari icermektedir. Hem bakir hem de demir metabolizmasinda
gorev alan bir antioksidan olup siiperoksit dismutaza benzeyen bir mekanizmayla etki
gostermektedir (Giirer, 2005; Harris, 1992; Karabulut ve Giilay, 2016a).
Seruloplazmin baz1 temel fizyolojik islevlere sahiptir (Sekil 2.13). Ferro demirin (Fe**)

ferri demire (Fe®") yiikseltgenmesini saglayarak fenton reaksiyonunu baslatmaktadur.

51



Bu yolla hidroksil radikalinin meydana gelmesini inhibe etmis olmaktadir (Girer,
2005). Prooksidan bir metal olan bakir1 da baglayarak antioksidan etki gdstermektedir
(Harris, 1992). Katekolaminleri ihtiva eden polifenol bilesiklerinin ve poliaminlerin
oksidasyonunu katalizleyen seruloplazminin bu 6zelligi, reaksiyonun asidik ortamda
gerceklesmesi nedeniyle biyolojik agidan ©Onemi belirsizdir (Harris, 1992).
Seruloplazmin, ayn1 zamanda bir protein olup icerdigi elektron vermeye istekli bakir
molekiiliiyle serbest radikalleri etkisiz hale getirmektedir. Bu durum O2", HO' ve 'O»
radikallerini etkisiz hale getirmektedir ve kan dolasiminda bulunan antioksidan
aktivitenin yaklagik %70’ini gerceklestirmis olmaktadir. Seruloplazmin seviyesi
yaralanmalardan sonra artmaktadir. Bu durum inflamasyon sonucunda meydana gelen
cok miktardaki serbest radikale karsi savunma gerektiginde seruloplazminin,
indiiklenebildigini gostermektedir. Inflamasyon sirasindaki hiicre 6liimlerini
seruloplazmin 6nlemektedir (Giirer, 2005).

Askorbat serbest radikalleri, askorbik asitin, O~ ve HO" radikaliyle reaksiyonu
yoluyla da olusabilmektedir. Fakat degisken metallerin varliginda 6zellikle de bakar,
oksidasyondan daha fazla etkilenmektedir. Bu oksidasyon, seruloplazmine bagli olan
bakir atomlar1 ve albiimin ile birlesmis olan demir atomlarindan olusmus katalitik

redoks sistemi araciligiyla gerceklesmektedir (Giirer, 2005).

- )

SERULOPLAZMININ ANA FiZYOLOJIK ISLEVLERI

Plazma Ferooksidasyon Aktivitesi (Demir
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Sekil 2.13. Seruloplazmin ana fizyolojik iglevleri (Giirer, 2005)
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Seruloplazminin antioksidan aktivitesi 4 yolla gerceklesmektedir(Girer,
2005). Bunlar;
1. Ferrooksidaz aktivitesi,
2. Askorbat oksidaz aktivitesi,
3. Oksijen radikali temizleyici aktivitesi,
4. GSH-bagiml peroksidaz aktivitesidir.
Yapilan c¢aligmalarda seruloplazmin diyabetli hastalarda artis gosterdigi
goriilmektedir.
Bu artisin nedeni olarak serbest radikal reaksiyonlarin1 ve lipit peroksidasyonunu

hizlandiran Fe*?’

ye yanit oldugu diistiniilmektedir (Daimon vd, 1998; Memisogullari
vd, 2003; Memisogullar1 ve Bakan, 2004).

Transferrin: Transferrin esas olarak karacigerde iiretilirken, serumda

bulunmasinin yanm1 sira diger viicut sivilarinda da daha az konsantrasyonda
bulunmaktadir (Chauhan vd, 2004; Halliwel ve Gutteridge, 1999). Yapisini meydana
getiren azot ve karbon terminallerinin her birine sikica birer demir atomu baglama
kapasitesine sahip olmaktadir. Saglikli bir bireyde transferrinin %20-30 civart demir
ile yiiklidiir. Ortamin asitli oldugu durumlar demirin transferrinden salinmasina sebep
olmaktadir. Baslica hiicre i¢i demir ferritinin i¢inde depo edilmektedir. Tim
molekiiller ferritin etrafinda 4500 adet demir atomu tutma kapasitesine sahiptir
(Halliwel ve Gutteridge, 1999).
Transferrinin ana islevi hiicrelere Fe** tastmak ve bununla beraber dnemli bir biiyiime
faktoriidiir. Ferrdz iyon (Fe?"), fenton reaksiyonuyla hidrojen peroksitin ¢ok yiiksek
diizeyde toksik olan hidroksil radikaline doniistimiinii katalizler ve oksidatif strese yol
acmaktadir. Transferrin serbest ferrdz iyon konsantrasyonunu diisiirerek antioksidan
savunma etkisi gostermektedir (Chauhan vd, 2004). Serbest demiri baglayarak demirin
lipit peroksidasyona neden olmasina engel olmaktadir. Transferrin demir ile tam bagh
olmadigr siirece antioksidan etki goOstermektedir. Fakat transferrin tam
doyuruldugunda plazmaya demir salininmina neden olmakta ve prooksidan etki
gostermektedir (Yu, 1994).

Glutatyon (GSH): Nerdeyse tiim Okaryotik hiicrelerde {iretilen glutatyon (y-
glutamilsisteinil glisin), organizmadaki tiyol grubu ihtiva eden ve molekiil agirlig
kiiclik olan tripeptittir. Glutatyonun antioksidan olarak davrandigi durumlar vardir

(Sekil 2.14). Suda ¢dziinen antioksidanlar arasinda yer almaktadir (Isbilir, 2008).
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Bir¢ok okaryotik hiicrede bulunmasi nedeniyle organizmadaki yogunlugu cok fazla
olmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016a; Sayilan, 2008). ilk sirada karaciger de olmak
tizere bir ¢cok dokuda yer alan glutatyon, glutamat, sistein ve gliserinden tiretilmektedir
(Doger, 2010). Glutatyonun iiretilmesinde onemli olan iki asama vardir. Birinci
asamada, glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini baglar ve y-glutamilsistein
meydana gelmektedir. ikinci asamadaysa glutatyon sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine

glisini baglayarak GSH molekiiliinii olusturmaktadir (Lagman vd, 2015; Pei vd, 2013).

Glutamin + Sistein —SL s y-glutamilsistein

y-glutamilsistein + Glisin %55 Glutatyon

Glutatyonun, amino asitleri hiicre i¢ine tagimasinin yani sira, organizmada baska
bircok metabolik olayda gorev almaktadir (Aksu, 2006; Onat vd, 2002). Yapisinda
bulunan sistein kalintisinin ihtiva ettigi tiyol grubu nedeniyle hiicre iginde redoks
potansiyeli fazla olan bir ortam olusturarak, oksidatif hasara karsi hiicreyi
korumaktadir. Glutatyonun 6nem arz ettigi bir nokta da, organizmadaki hiicre, doku
ve organ sistemlerinin biitlinliigiiniin ve yapisal-fonksiyonel bakimdan savunulmasini

saglamasidir (Ulakoglu vd, 2014).

Organizmadaki basta gelen metabolik siireglerdeki gorevlerinden biri ise glutatyonun,
glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi enzimler i¢in substrat ya
da kofaktor olarak goérev yapmasidir (Aksu, 2006; Doger, 2010). Glutatyon, hidrojen
peroksitin suya cevrilmesinde rol aldig1 gibi hidroksil, peroksil ve peroksinitrit gibi
radikallerle de etkileserek bunlarin organizmada hasara yol agmasini engellemektedir
(Aksu, 2006). Hiicre icinde glutatyon, toksin maddelerle etkileserek yine onlarin da
zarar verici Ozelliklerinin ortadan kalmasini saglamaktadir ve bunun memeli
hiicrelerinde yaygin olarak bulunan glutatyon transferaz enzimiyle katalizlenmektedir
(Gutteridge, 1994).

Hiicrede bulundugu form indirgenmis halidir. Glutatyon ¢esitli reaksiyonlarda
yiikseltgenir ve GSSH’a cevrilmektedir. Yiikseltgen glutatyonun yeniden
indirgenirken glutatyon rediiktazla indirgenmesi tepkimesi nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH)’a ihtiya¢c duymaktadir. Bu nedenle heksoz monofosfat
yoluyla baglantilidir. Boylelikle dokularda GSSG/GSH orani diisiik tutulmaktadir.

Oksidatif stres kargisinda glutatyon antioksidan fonksiyonlariyla organizmay1 savunur
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(Sekil 2.15). Eger ¢ok miktarda oksidatif stres ya da antioksidan potansiyelin
yetersizligi oldugunda ve boylelikle meydana gelen oksidatif hasar sonucu, glutatyon
seviyesi azalmaktadir. Boylece serbest radikal yikimina bagli patalojik durumlar
meydana gelebilmektedir (Aksoy, 2002; Memisogullari, 2005).

Tiyol gruplarinin antioksidan kapasitesinin kaynagini yine kendi yapilarinda
bulunan siilfiir atomunun rahatlikla bir elektron kaybedebilme 6zelligi
olusturmaktadir.

Bu sekilde sentezlenen siilflir radikallerinin yani tiyil radikalinin (GS') yasam siiresi
oksidatif stres esnasinda meydana gelen diger radikallere gore daha uzundur.

Glutatyonun radikalle reaksiyonu su sekildedir;

GSH + R GS + RH

Sentezlenen tiyil radikali dimerize olarak radikal olmayan {irlinler meydana

getirebilmektedir.
GS + GSS—> GSSG

GSSQG, hiicre ig¢inde birikmektedir. Burdan yola ¢ikildiginda GSSG/GSH orant
organizmada var olan oksidatif stresin 6l¢iimiinde kaliteli bir yontem olarak kabul
edilmektedir. GSH’1n oksidatif stres durumunda savunmasi temelde su sekildedir;

e GSH detoksifiye edici bir¢ok enzimin kofaktoriidiir.

e Plazma membranindan amino asitlerin tasinmasinda yer almaktadir.

e HO' ve 'O, radikallerin direkt olarak hidrojen peroksit ve lipit peroksit
glutatyon peroksidazin katalitik aktivitesi araciligiyla temizlemektedir.

e A vitamini ve C vitamini eski aktif formlarina cevrilebilmektedir. Ornegin;
glutatyon direkt olarak E vitamini tokoferol radikalini dolayli olarak da
askorbati semidehidroaskorbata indirgeyebilmektedir (Sen ve Chakraborty,
2011; Valko vd, 2006).

Lipit peroksitlerin temizlenmesinde, glutatyon sistemi yegane enzim sistemi
olmasinin yami sira lipit peroksitlerin temizlenmesinin 3 Onemli fonksiyonu
bulunmaktadir (Y1ildiz, 2001);

1. Lipit peroksitin, capraz bag olusumuna neden olan aldehite cevrilmesini

engellemektedir.
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2. Lipit peroksitin demir ya da bakirla etkilesmesine engel olmaktadir. Bdylece
bu zincir dallanma reaksiyonunun olusumuna neden oldugu alkoksi ve hidroksi
radikallerinin meydana gelmesine de engel olmaktadir.

3. Kemotaktik maddelerin neden oldugu kimyasal reaksiyonu engelleyerek
beraberinde meydana gelmesine neden oldugu serbest radikal sagan
fagositlerin ortama gelisini yavaslatmakta ve boylece kemotaktik maddelerin

neden oldugu serbest radikal olusumunu engellemis olmaktadir.

Hiicrenin Redoks
Durumunu
Korumada

Detoksifikasyon

Apoptozisde Sisteminin
Calismasinda
GSH'm
Antioksidan
Davrandigi
Durumlar
Eikosonoidlerin

Gen Ekspresyonunda Uretiminde

Hiicre Sinyal
Mekanizmasinin
Diizenlenmesinde

Sekil 2.14. Glutatyonun antioksidan olarak davrandigi durumlar (Bharath vd, 2002)
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Sekil 2.15. Oksidatif strese karsi savunmada glutatyonun antioksidan fonksiyonlarinin sematik hali
(Bharath vd, 2002)

a-Lipoik asit: a-Lipoik asit (ALA) fizyolojik sistemlerde bulunmakta ve
yapisinda tiyol grubu bulunmaktadir. Antioksidan aktiviteye sahip Onemli bir
molekiildiir (Liang ve Akaike, 2000). Molekiil agirlig1 kiigiik sayilabilmektedir (Clair
vd, 2005). Bitkiler, hayvanlar ve insanlarda hatta bakteriler de dahil olmak {izere tiim
organizmalarda sentezlenebilen bir bilesik olup, insanlarda sentezlendigi yer karaciger
ve diger dokulardir (Liu vd, 2002; Song vd, 2004).
ALA, oksitlenmis ya da indirgenmis iki siilfiir molekiilii ihtiva etmekte (Sekil 2.16) ve
bu farklilik birgok 6nemli enzimin kofaktorii olarak gorev yapmasini saglamaktadir

(Song vd, 2004).
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Sekil 2.146. a-lipoik asit ve indirgenmis formu olan dihidrolipoik asitin (DHLA) kimyasal yapisi

a-Lipoik asite indirgenme 6zelligi kazandiran ditiyolan halkasidir. a-lipoik asit
ve indirgenmis formu DHLA’nin kimyasal reaktivitesini de saglayan ditiyolan

halkasidir. a-Lipoik asitteki bu yapi, bilinen diger biyomolekiiller arasinda ona
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0zgiinliik katmaktadir (Clair vd, 2005). a-lipoik asit, yagda ve suda ¢oziinebilen giiglii
bir antioksidandir. Hem okside hem de indirgenmis formu antioksidan aktivite
gostermektedir. Dihidroklorik asit, dihidroaskorbik asiti tekrar askorbik asite
doniisiimiinii ve direkt olarak C vitamininin, indirekt olarak da E vitamininin tekrar
olusumunu saglamaktadir. Yapilan arastirmalarda, o-lipoik asitin hiicreler arasi
glutatyon ve koenzim Q-10 diizeylerini artirdigi goriilmiistiir (Giiltekin, 2009). o-
lipoik asit ve rediikte formu olan DHLA biitiin antioksidan kriterlerini i¢erdiginde
ideal antioksidanlar olarak goriilmektedir (Packer vd, 1995). a-lipoik asit ve
DHLA’nin serbest radikaller {izerinde siipiiriicii etkileri vardir (Tablo 2.12) (Packer
vd, 2001). Lipit tabakada ve suda c¢oziinebilme Ozelligi sayesinde lipit-su ara
ylizeyinde okside antioksidan rediiksiyon fonksiyonunu gerceklestirmektedir. E
vitamininin tekrar olusum siklusunda C vitamini ve glutatyonla etkilesim gdstererek
membranin korunmasini saglamaktadir. Ayrica lipit-su fazlar1 arasinda yer alan
okside antioksdanlarin indirgenmesini de saglamaktadir (Sen vd, 1997). Bilinen bir
yan etkisi bulunmamaktadir. Ayrica endojen a-lipoik asit cogunlukla bazi
multienzimlerin komplekslerinde (piruvat dehidrogenaz kompleksi, a-ketoglurat
dehidrogenaz kompleksi) proteine bagli kisimlarinda bulunmakta ve bu enzim
komplekslerinin kofaktoriidiir (Goralska vd, 2003).

a-Lipoik asit eksojen verildigi zaman serbest radikal temizleyici, metal selasyon ve E
vitamini, C vitamini ve GSH rejenerasyonu gibi antioksidan &zellikleri
gerceklestirmektedir (Goralska vd, 2003).

a-Lipoik asitin rediikte formu olan DHLA, a-lipoik asite goére daha c¢ok
antioksidan etki gostermektedir (Cakatay, 2006). Her iki form da hidroksil, hipoklorik
asit (HOCI) ve singlet oksijen radikallerini dogrudan temizler ve hidrojen peroksiti
rediikte eder. Bu formlarin dogal fizyolojik sistemlerde yer almasi nedeniyle terapotik
antioksidan diistiniilmektedir.

DHLA’nin antioksidan etkisinin yani siwra demir bulundugu ortamda
prooksidan etki gosterebilmektedir. DHLA’ ’nin in vitro ortamda hem ferrik hem de
ferroz demir ile selat olusturdugu goriilmiistiir. Bu sekilde demirin oksidatif hasarini
onlemektedir. Fakat ferritinden demirin ayrilmas1 ve Fe**’iin Fe’"’ye doniisiimiinii
azalttigindan oksidatif hasar da artmis olmaktadir (Goralska vd, 2003). a-Lipoik asit
ve DHLA nin antioksidan ya da prooksidan aktivite gostermesini oksidan stresin tipi

ve fizyolojik sartlar belirlemektedir. Tiyol bilesiklerce meydana getirilen prooksidan
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etkilerin geneli sliperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olusumuna bagh

olmaktadir (Cakatay, 2006). Yapilan baz1 ¢aligmalarda a-lipoik asitin faydalari;

Hayvan deneylerinde arsenik zehirlenmesi durumunda o-lipoik asitin
tedavisinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. in vitro ve in vivo ¢alismalarda
kadmiyuma bagli gerceklesen hepototosisiteyi azalttigi tespit edilmistir
(Giiltekin, 2009).

Sicanlar {lizerinde yapilan ¢aligmada endonodral kan akimini zenginlestirdigi,
glutatyonun fizyolojik antioksidan etkisini ¢ogalttig1 ve diyabetik sinirde SOR
etkilerinin azalmasinda rol aldig1 goriilmiistiir (Giiltekin, 2009).

Iki hafta boyunca a-lipoik asitin diyete eklenmesiyle yasa bagl artan oksidan
sentezinde kayda deger bir azalis sagladigi, miyokardiyal askorbik asit
diizeyinde azalmayi diizene koydugu ve yash ratlarin kalp dokusundaki
oksidatif DNA hasarini azalttig1 gériilmiistiir (Suh vd, 2001).

Intraperitonal verilmis olan a-lipoik asit (100 mg/kg/giin; 2 hafta) serebrak lipit
peroksidasyonunu azalmasini rol aldig1 ve yasli ratlarin beyninde a-tokoferol
ile glutatyon diizeyindeki azalmanin durdurulmasini sagladig tespit edilmistir
(Arivazhagan ve Panneerselvam, 2000).

Glutatyon, C vitamini ve a-tokoferol ile birlikte a-lipoik asitin takviye edilmesi
(100 mg/kg/glin; 2 hafta) sicanlarin karaciger ve bobreklerinde izole edilmis
olan izositrat dehidrogenaz, a-ketogluterat dehidrogenaz ve siiksinat
dehidrogenaz gibi enzimlerin azalmis olan aktivitelerinin tekrar artirilmasini
sagladig1 goriilmiistiir (Arivazhagan vd, 2001).

a-Lipoik asitin intraperiotoneal uygulanarak sisplatinin aktive ettigi lipit
peroksidasyonuna bagli gerceklesen glutatyonun tiiketimi azalttigi tespit

edilmistir (Rybak vd, 1999).

Tablo 2.12. a-lipoik asit ile DHLA’nin ROT ve RN iizerindeki siipiiriicii etkileri (Packer vd, 2001)

Serbest radikal a-Lipoik asit DHLA
Stiperoksit radikali -
Hidroksil radikali
Hipoklordz radikali
Hidrojen peroksit
Singlet oksijeni
Nitrik oksit radikali
Peroksinitrit
Peroksil radikali +

Albiimin: Albiimin ¢oziinmesi oldukg¢a fazla ve insan plazmasinda 35-50 mg/ml

+ 4+ 0+ 4+ 4+

G+ 4+ 4+

arasinda bulunan bir proteindir. Birgok fizyolojik ve farmakolojik Onemi vardir.
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Viicutta ¢esitli kisimlar arasinda yer alan sivinin dagilmasin1 ve ozmotik basincin
diizenlenmesini saglayan kilit bir protein yer alan sivinin dagilmasini ve ozmotik
basincin diizenlenmesini saglayan kilit bir protein olarak gorev yapmaktadir. Yani
alblimin, plazmada bulunan en etkili ve 6nemi yiiksek antioksidanlardandir (Roche vd,
2008). Kan pH'sinin ayarlanmasinda tampon gorevi gormektedir. Karacigerin protein
sentezi aktivitesi, amino asit deposu gibi gorev yaparak diizenler. Tiroksin, bilirubin,
kortizol, dstrojen, serbest yag asitleri, warfarin ve penisilin gibi ilaglarin bunun yani
sira kalsiyum, magnezyum gibi metabolik 6neme sahip veya toksik 6zellik gosteren
organik ya da inorganik bir¢cok maddenin taginmasinda rol almaktadir (Carter ve Ho,
1994; Sugio vd, 1999).

Albliminin iki baglanma yeri bulunmaktadir. Bunlardan biri yiiksek afiniteye
sahipken digeri ise diisiik afinitelidir. Bu baglanma yerleriyle iki bilirubin
molekiiliiniin tasinmasini saglamaktadir (Akin, 2019).

Biitiin bu islevlerin yani sira albiimin, bakir iyonunu baglama 6zelligine de sahip olup
bu sekilde bakir iyonunun neden oldugu lipit peroksidasyonunu ve ‘OH radikalinin

meydana gelmesini engellemektedir (Diindar, 2000).

Saglikli yetiskin bireylerde, albiiminin yapisinda yer alan sistein 34’iin
yaklasik olarak %70-80’1 serbest siilfidril gruplar ihtiva etmektedir. Geri kalani ise
sistein, homosistein veya glutatyon gibi farkli bilesiklerle bir disiilfid meydana
getirmektedir. Albiimin, hidroksil radikalini siipiiriicii etkiye sahiptir. Bunu
yapisindaki indirgenmis sistein 34 sayesinde gerceklestirmektedir. Ayrica albiimin ¢ok
etkili bir oksidan bilesik olan hipoklordz asit tizerinde de siipiiriicii etkiye sahiptir. Bazi
aktif fagositler (n6trofil ve monosit gibi) hipoklor6z asitinin olusumunu katalizleyen
myeloperoksidaz enziminin salinmasina neden olmaktadir. Bu noktada albiimin bu
hipoklor6z asit oksidanlarini siipiirmektedir ve bunun sonucunda bu radikallerin a-
antiproteazi degistirmesi onlenmektedir (Roche vd, 2008). Albuminin bakir iyonunu
baglama 6zelligi de bulunmaktadir. Bu sekilde bakir iyonunun neden oldugu lipit
peroksidasyonunu ve hidroksil radikalinin meydana gelmesine neden olmaktadir
(Doger, 2010). Ayrica albiimin plazma zincir kiric1 antioksidan aktivitesine neden olan
plazma siilfidril gruplarinin major komponentidir denilebilmektedir (Gokhan, 2007).

Koenzim-Q10 (Co-Q10): Diger bir ad1 ubiquinon olan koenzim-Q10, vitamin
benzeri bir maddedir. Aynm vitaminler gibi yiyecekler de dogal olarak c¢ok kiigiik
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miktarlarda da olsa bulunmakta ve viicudun tiim dokularinda tiretilmektedir. Sekiz
enzim ve dokuz adimda gergeklesen Co-Q10’nin sentezi i¢in ¢ok sayida eser elemente
ihtiya¢c vardir (Kawamukai, 2002). Trozin tarafindan insan hiicrelerinde Co-Q10
sentezlenebilmektedir (Gilirkan ve Bozdag Diindar, 2005). Hayvanlarin
mitokondrilerinde, plastokinon bitkilerin kloroplastlarinda ve menakinon bakterilerde
yer alan ubikinon, biyoenerjetiklerden (organizmada hiicresel enerji eldesi) biri olarak
sOylenebilmektedir ve bunlardan Co-Q10, potansiyel bir antioksidan olarak rol
almaktadir (Kawamukai, 2002).

Ubikinon, insan metabolizmasinda, yan {initelerine 1,4 benzokinon baglh
(Crane, 2001) izoprene sahip olan ve K vitaminine benzeyen Co-Q10 formunda yer
almaktadir (Sekil 2.17) (Greenberg ve Frishman, 1990). Yan zincirindeki izoprenoid
sayisina (n) gore farklilik gosteren ubikinonlar genellikle 6-10 izoprenoid birimi
tagimaktadirlar. Hayvanlarin miyokondrilerinden izole edilmis olan ubikinonun
izoprenoid yan zinciri 10 birimden meydana gelmekte ve Co-Q10 adiyla
bilinmektedir. Izopropen yan zincirinin 6,7,8,9 ve 10 kez tekrar etmesiyle bes gesit

tipte Co-Q10 olusabilmektedir (Co-Q6-10) (Karaoglan, 2009).

@)
|
HSC/O\T‘/C\‘T/CHS
H3C\O /C\C /C\CH Z/CH\\ ) __CHs
‘J)

Sekil 2.157. Ubikinon kimyasal yapisi

Koenzim-Q10, hiicre membrani ve birgok organelin membraninda (lizozom,
peroksizom, golgi ve mikrozom gibi) yer almaktadir. Membrandaki lipit
peroksidasyonunu onleyici antioksidan 6zellige sahiptir (Kawamukai, 2002). Co-Q10,
lipitlerdeki ¢oziiniirliigii fazla olan ve neredeyse tiim hiicre membranlarinda yer alan
ve bunun yani sira lipoproteinlerde de bulunan bir bilesiktir. Ayrica mitokondri i¢
zarinda yer alan en az 3 mitokondri enzimi (kompleks 1, 2, 3) i¢in kofaktor olmakta
ve oksidatif fosforilasyonda gorev almaktadir (Giirkan ve Bozdag Diindar, 2005).
Membranlarda, doymamuis lipid zincirlerine yakin olarak yer almaktadir. Bu sekilde

aslinda bir nevi serbest radikal ¢opciiliigli yapmaktadir. Hiicre membranlarinda Co-
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Q10’nun ¢ogunlugu rediikte formu olan ubikinol (CoQH>) seklinde yer almakta ve
antioksidan etkisi oldukca fazla olup lipit peroksidasyonuna engelleme 6zelligine
sahiptir (Crane, 2001; Turunen vd, 2004). Co-Q10’i hiicrenin biitiin intraseliiler
alanlarinda rediikte tutabilmek i¢in etkili olan 3 adet enzim vardir. Bunlar;

1. NADH sitokrom-b5 rediiktaz

2. NADH/NADPH oksidorediiktaz

3. NADPH CoQ rediiktazdir.

CoQH_, baslangigta lipit peroksil radikallerinin (LOO) meydana gelmesini

onlemektedir. Hidrojen peroksitin olugsmasini ve baslangi¢ peroksit radikalini indirger.
Lipit peroksiti direkt olarak da yok edebilmektedir.
CoQH: membran proteinlerinin oksidasyonunu engelleyebilmektedir (Turunen vd,
2004). Co-Q10, lipit peroksidasyonunu E vitaminine benzer oranda engel olmaktadir.
E vitaminiyle sinerjik olarak ¢alismakta, aktif formlarini tekrar meydana getirmekte
ve askorbik asitle benzer bir mekanizmayla etkisini gostermektedir (Giirkan ve
Bozdag, 2005).

Selenyum: Antioksidan ve bagisiklik diizenleyici isleve sahip temel bir element
olan selenyum, insan metabolizmasinin 6nemli metabolik yolaklar1 arasindadir ve
proteinlerin aktif bolgelerine selenosistein formunda katilmaktadir. Selenyumun
selenosistein  formu amino asit sentezi i¢in kullanilmaktadir.Bu proteinlere
selenoprotein ad1 verilmektedir. Selenoproteinlerin islevlerini yerine getirebilmeleri
i¢in selenyuma ihtiyaclar1 vardir. Insan viicudunda yaklasik 100 gesit selenoprotein
yer aldig1 diistiniilmektedir. Fakat bunlardan sadece 30 tanesi tanimlanmis olmakta ve
fizyolojik gorevleri hala bilinememektedir (Bal vd, 2015; Iglesias vd, 2013; Kim vd,
2014).

Selenoproteinlerin  birgok goérevi bulunmakta olup en c¢ok antioksidan
savunmada gorev almaktadir. Selenoproteinlerin antioksidan savunma ve immiin
etkileri Sekil 2.18’de gosterilmistir. Glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz
(TRxRS) enzimleri biiylik 6nem gosteren selenoproteinler olarak sdylenebilmektedir
(Xia vd, 2010). Besinsel anlamda 6nemli bir eser element olan selenyum, hiicrede ¢ok
onemli islevleri olan yaklasik 20-30 enzimin aktivitesini dogrudan veya dolayli olarak
diizenlenmesinde gorev almaktadir (Rayman, 2000). Bu enzimler 6zellikle beyinde ve
endokrin sistemde islevsel olan diger selenyum ihtiva eden molekiillerle beraber

birgok antioksidan savunmalarda kanserin engellemesinde ve saglikli bir bireyin
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immiin sistemini desteklemede rol oynamaktadir (Beck vd, 2003; Rayman, 2000).
Glutatyon aktivitesini artiran selenyum boylece reaktif oksijen olusumunu
engellemektedir(Kim vd, 2014). Selenyum ayrica canlilar i¢in toksik etkisi yiiksek
olan agir metallerle etkileserek onlarin toksik etkilerine karsi organizmay1
savunmaktadir (Plessi vd, 2001). Yapilan bir ¢alismada civanin antioksidan enzimler
ve lipit peroksidasyonu tizerindeki toksisitesini selenyumun azalttig1 veya tamamen

onledigi belirlenmistir (Firat ve Kaya, 2019).

ONOO-
hasarindan
endotel hiicreleri
korur.

Bircok peroksit ve lipid

antioksidani hidlr)c}%t?r Okls(it
diizenler. o g1b1 bir¢o
Antioksida

ROS'larin
n Savunma atliisiniazg
ve Immiin
Etkileri

mmun

Sitokin hiicreleri
salimimin oksidatif
1 azaltir. stresten

Sekil 2.168. Selenyumun biyokimyasal 6zellikleri arasinda yer alan antioksidan savunma ve immiin
etkileri (Kangalgil ve Yardimci, 2017 )

Bilirubin: Omriinii dolduran eritrositlerin dalak, karaciger ve kemik iligindeki
retikuloendotelyal hiicreler tarafindan pargcalanmasi sonucu hemoglobin ve diger hem
proteinler meydana gelmektedir. Bunlarin “hem” fonksiyonel grubunun yikim yan
tirlinli olarak bilirubin meydana gelmektedir (Akin, 2019; Aslan, 2005; Gutteridge,
1995).

Bilirubin, peroksit ve serbest radikallere bagli olusan oksidatif hasar1 inhibe
eden antioksidanlar arasinda enzimatik olmayan antioksidanlar smifinda
degerlendirilmektedir. ‘OH ve H2O; radikallerini siipiirmekte ve lipit
peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Bagirsaktan emildikten sonra karacigere gelen
bilirubinin bir boliimii safrayla yeniden bagirsaga atilir ve bir boliimiiyse karaciger
doymamis yag asitleri peroksitlerinin meydana gelmesine engel olarak antioksidan

savunma gorevini gerceklestirdikten sonra yikilmaktadir (Shapiro, 2003). Hatta
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taginmasi i¢in gerekli olan albliminin de antioksidan etkisi bulunmaktadir (Krijgsman
vd, 2002).

Urik asit: Urik asit (UA), piirin metabolizmasinin sonudur ve idrarla atilir (Oda
vd, 2002). Urik asitin pro-oksidan etkisi oldugu gibi biiyiik miktarda serbest radikalleri
notralize edebilen giiclii antioksidan etkileri oldugu bilinmektedir (Tablo 2.13)
(Kumar vd, 2015).
Baslangicta iirik asit, yliksek konsantrasyonlarda kristallesen ve bobrek tasi olusturan
bir iiriin olarak diistiniilmiistiir. Fakat {irik asit, singlet oksijeni, oksijen radikallerini ve
peroksinitriti temizleyen ve gecis metallerini kenetleyen giiclii bir antioksidan oldugu
tespit edilmistir. Caligmalar iirik asitin insan plazmasinin antioksidan kapasitesinin
yaklagik yarisini olusturdugunu ve bir antioksidan olan askorbat (C vitamini) kadar
etkili oldugunu bildirmistir(Kumar vd, 2015; Spitsin vd, 2002; Watanabe vd, 2002).

Oksidatif hasar1 6nleme ve onarma-koruma sisteminde siiperoksit dismutaz

ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler, sulu fazdaki hiicrelerin lipit
kismindaki askorbik asit ve UA, E vitamini ve A vitamini gibi serbest radikal
siptiriiclileri icermektedir (Watanabe vd, 2002). UA, gii¢lii bir serbest radikal
stiptiriiciisii olmakla birlikte, demir ve bakir gibi metal iyonlarinin kenetleyicileri gibi
davranarak kotl reaktif formlara doniistiiren, insan biyolojik sivilarimin en 6nemli
antioksidanlarindan biri olmaktadir (Glantzounis vd, 2005).

Urik  asitin  antioksidan ozelliklerinin, yaslanma, oksidatif stres ve
kardiyovaskiiler ile noral hiicreler dahil olmak tizere hiicrelerin oksidatif hasarina karsi

koruyucu olabilecegi diisiiniilmektedir (Kumar vd, 2015).

Tablo 2.13. Urik asidin pro-oksidan ve antioksidan etkileri (Kumar vd, 2015)

Urik Asit
Pro-oksidan etkileri / Zararh etkileri Antioksidan etkileri / Yararh etkileri
Hipertansiyon NO seviyesini ve endotal fonksiyonunu korur
Kardiyo vaskiiler hastaliklar Demir ve bakir gibi metal iyonlarmnin selatorii
Bobrek hastaliklar Parkinson ve alzheimer hastaliklarinda yararlidir
p 2 diyabetes mellitus Cesitli hastaliklarda bir isaretleyici olarak
Metabolik sendrom yararhdir
Alkole bagli olmayan yagli karaciger bozuklugu Kemik mineral yogunlugunda koruyucu rol alir
(NAFLD) Ekstra hiicresel SOD3; enziminin bozulmasini
Inflamasyon onler
Iskemi reperfiizyon hasari Atik  hidroksil radikali, tekli oksijen ve
Gut peroksinitrit radikali

Urate (kandaki iirik asit ¢6ziliniir formu) siiperoksit, hidroksil radikallerinin ve
singlet oksijeni temizleyebilmekte ve gecis metallerini selatlayabilmektedir.
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Peroksinitrit proteinlerin tirozin artiklarini (nitrotirosin olusumu) nitrosilleme yoluyla
hiicrelere zarar verebilecek siiperoksit anyonunun nitrik oksit ile reaksiyona girmesiyle
olusan toksik bir iiriindiir. Urik asit ayrica bu reaksiyonu bloke edebilmektedir
(Squadrito vd, 2000).

Yapilan aragtirmalarda irik asit, endotel ve wvaskiiler fonksiyonun
korunmasinda kritik bir enzim olan hiicre disi siiperoksit dismutaz (SOD3)’lin
degradasyonunu onleyebilecegi bildirilmektedir. Urik asit, bir iirat radikalinin
tiretimiyle SOD3’1li rejenere ederek H2O» ile SOD inaktivasyonunu engellemektedir
(Hink vd, 2002). Bu son radikal, potansiyel olarak prooksidan olmasina ragmen, klasik
oksidanlara gore belirgin sekilde daha az reaktif bulunmustur ve askorbatin (Maples
ve Mason, 1988) mevcudiyetinde hizla geri kazanilabilmektedir. Ayrica bagka bir
calismada menapoz sonrasi kadinlarda yiiksek serum UA diizeyleri kemik kaybi
acisindan koruyucu goriinmektedir (Makovey vd, 2013).

Urik asit bazi nérolojik bozukluklarda yararli rol oynamaktadir. Bu hipotezi
destekleyen argiiman, c¢esitli norolojik bozukluklar1 olan hastalarda UA’nin diisiik
seviyede bulunmasindan kaynaklanmasidir. Parkinson hastaliginin gelisme riski
UA’nin daha yiiksek konsantrasyonlarinda disiliktiir ve hastaligin ilerlemesini
engellemede olumlu bir etkiye sahiptir (Bannon, 2011; Kumar vd, 2015). Ayrica iirik
asitin enfeksiyon ve diger yaralanmalara karsi dogal bagislik tepkimelerinde rol
oynadig1 gosterilmektedir (Jin vd, 2012).

Mevcut veriler, {irik asitin sadece bir antioksidan olarak degil kimyasal ortama
bagl olarak prooksidan gibi davranabilecegini de gostermektedir. Bir taraftan hiicre
dis1 ortamda tirat, 6zellikle askorbik asit veya tiyollerle kombine edildiginde hidroksil
radikalini, singlet oksijeni ve peroksinitriti siipiirebilmektedir (de Oliveira ve Burini,
2012; Pasalic vd, 2012). Ote yandan iirik asit, hidrofobik ortamda antioksidan
yetenegini kaybeder. Dahas1 tek bagina veya peroksinitrit ile kombinasyon halinde

serbest radikal olusturabilmektedir (de Oliveira ve Burini, 2012).
2.8.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidan sistemleri metabolizmanin icerdigi bazi
biyomolekiillerden ¢ok insan ve hayvan organizmasinda sentezi gerceklesmeyen fakat
bitkiler tarafindan ve sekonder (ikincil) metabolitler olarak isimlendirilen maddelerdir
(Koksal, 2007). Bu maddeler indirgeyici hiicresel ajan olarak ¢alisan askorbik asit (C

vitamini), radikal toplayici etkiye sahip B-karoten (vitamin A), zincir kiric1 antioksidan
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etkisi olan a-tokoferol (E vitamini) ve polifenoller gibi biyomolekiiller olarak
sOylenebilir (Tablo 2.14).

Radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda etkili birer
antioksidan olan bu biyomolekiiller enzimatik olmayan yollarla etkinliklerini

gosterirler (Akytiz, 2007).

Tablo 2. 14. Eksojen antioksidanlar (Aydemir ve Sar1, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011)

Eksojen antioksidanlar

Vitamin eksojen Mlac olarak kullanilan eksojen Diger eksojen
antioksidanlar antioksidanlar antioksdanlar
o-tokoferol (E vitamini) Ksantin oksidaz inhibitorleri Karetonoidler

(allopiirinol, oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten)

B-karoten (A vitamini) NADPH oksidaz inhibitérleri Polifenoller
(adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antienflamatuar ilaglar)

Askorbik asit (C Rekombinant siiperoksit dismutaz Flavonoidler
vitamini)
Folik asit (vitamin Bo) Endojen antioksidan aktiviteyi

artiranlar (GPx aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol, albiimin)
Notrofil adezyon inhibitorleri
Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbitiiratlar

Demir gelatorleri

E vitamini (a-tokoferol): E vitamini, tokoferoller (alfa, beta, gama ve delta)
ve tokotrienoller olarak siniflandirilmaktadir (Brigelius-Flohe ve Traber, 1999;
Janson, 2006). Tokoferollerin arasinda en giiclii biyolojik aktiviteye sahip ve
antioksidan etkisi en yiiksek olan a-tokoferoldiir. Tokoferollere antioksidan 6zellik
kazandiran ve kimyasal olarak aktiflik katan kisim, yapisindaki fenolik hidroksil

gruplu aromatik halkasidir (Sekil 2.19) (Aydin vd, 2001).
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Sekil 2.179. a-tokoferoliin kimyasal yapisi
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Tokoferollerin antioksidan etki kapasitesi ¢ok genistir. Clinkii tokoferoller,
radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi, baskilamasi, bozulan yapilarin onarilmasi
ve endojen savunma sistemlerinin  giliclendirilmesi gibi mekanizmalar
kullanabilmektedir (Kizhakekuttu ve Widlansky, 2010). Tokoferollerle lipit peroksil
radikalleri kimyasal etkilesime girerek tokoferoksil radikallerini meydana getirip lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini durdurmaktadir. Bu nedenle zincir kirici
antioksidan olarak da bilinmektedir (Akin, 2019).

E vitamininin molekiiler ve hiicresel etkileri; membranlara ya da proteinlere
serbest radikallerin ve nitrik oksitin zarar vermesini Onlemek i¢in bunlar1 ortamdan
stiptirmek, yalnizca bir antioksidan olarak etki gdstermek (Traber ve Atkinson, 2007)
veya spesifik enzimler ile transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek ve onlar
diizenleyerek, membran ve lipit alanlar1 gibi hiicresel yapilar1 korumaktir (Zingg ve
Azzi, 2004).

a-Tokoferol, membranin akigkanligini ya da spesifik lipitlerdeki degisiklikleri
diizenler. Trombositlerde membran akigkanligini azaltir (Tengerdy, 1990). Hiicrenin
membraninda antioksidan olarak a-tokoferol goérev alirken, hiicre icindeyse
antioksidan gorevini glutatyon peroksidaz gerceklestirmektedir. Glutatyonun aktive
olmasi i¢in selenyuma ihtiyaci vardir (Gutteridge, 1995; Hoekstra, 1975; Vallyathan
vd, 1997). Selenyum metabolizmasindaysa a-tokoferol gérev almaktadir. Bu nedenle
glutatyon peroksidaz ve a-tokoferol birbirini tamamlamaktadir (El-Demerdash, 2004).
Fagositoz sirasinda nétrofiller ve makrofajlarin solunumuyla sentezlenen serbest
radikallerin saldirisina karsi o-tokoferol, gutatyon peroksidazla birlikte fagositik
hiicreleri ve etrafindaki dokular1 korumaktadir (McDowell vd, 1996).

a-Tokoferoliin antioksidan etkisi hiicre zarinda yer alan yag asitlerinin hasara
ugramasina kars1t korumaktir (Traber ve Atkinson, 2007). a-Tokoferol, hiicre ve hiicre
i¢1 organellerin membranlarinin lipit fazinda zincir kiran bir antioksidandir ve serbest
radikal temizleyicisidir (Niu vd, 2009). Oksitlenebilen lipitleri koruyarak zarin
ozelliklerinin bozulmasina engel olan tokoferoller, 6zel membran bolgelerine yerlesen
reseptorleri ve sinyal yollarin1 degistirebilmektedir (Tengerdy, 1990). Membran
fosfolipitlerinden ya da lipoproteinlerde yer alan ¢oklu doymamis yag asitlerinden
sentezlenen peroksil radikalleriyle, sabit bir lipit peroksit vermek amaciyla etkilesime
giren o-tokoferol, bu kimyasal etkilesim ile zarar verici Ozellikteki lipit serbest

radikallerini azaltmaktadir.
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Bunun sonucunda dokulari, serbest radikallerin hasar veren etkilerinden korumus
olmaktadir (Chew, 1996). a-Tokoferol, lipoprotein reseptorlerinin  {iretimini
diizenlemektedir (Tengerdy, 1990).

Plazma ve diisiik yogunlukta olan lipoproteinlerde baslica ve en kuvvetli yagda
¢oziinebilen antioksidan o-tokoferoldiir (Singh vd, 2005). In vitro ortamda yapilan
arastirmalarda, diisiik yogunlukta olan lipoproteinlerin lipit peroksidasyonunu
engelleyen antioksidan etkisinin nedeninin, a-tokoferoliin yagda ¢oziinebilir olmasi ve
oncelikle lipoproteinlere dahil edilmesi oldugu goriilmiistiir (Thomas ve Stocker,
2000). Ayrica diisiik yogunlukta olan lipoproteinlerin oksidasyonunu ve arteriyel
hasara ugramasina engel olarak aterosklerozun azalmasini da sagladigi tespit edilmistir
(McDowell vd, 1996).

Lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gostermesinin yani sira o-
tokoferol, hummoral ve hiicre aracili bagisiklik {izerinde de diizenleyici etki
gostermektedir (Niu vd, 2009). Biiylime ve farklilasmalarin diizenlenmesinde protein
kinaz C enzimi anahtar sinyal molekiilii olarak rol alir. Cesitli hiicre tiplerinde a-
tokoferoliin, protein kinaz C’yi inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu durum trombosit
agregasyonunun (bir nevi toplanma), endotel hiicrelerde nitrik oksit sentezinin ve
ndtrofil ile makrofajlarda siiperoksit sentezinin inhibe edilmesine neden olmaktadir.
Bu olay, protein kinaz C iglevlerinin aktive edildigi formunun yer aldig1 membranlarda
antioksidan bir olaydir (Traber ve Atkinson, 2007).

a-Tokoferoliin hiicresel etkileri, antioksidan etkilerinin 6tesine gecebilir. Doku
rejenerasyonu, a-tokoferol ve selenyumun en 6nemli etkisi olarak sdylenebilmektedir
(McDowell vd, 1996). Yaslanma siirecinde oksidatif strese karsi beyindeki sinir
sistemini koruyan a-tokoferol, bu sekilde bilissel fonksiyonlarin azalmasinin 6niine
geemektedir (Azzi, 2007).

Yapilan arastirmalarda, karayolu tasimacilig1 esnasinda hayvanin kanindaki
doku hasarmin a-tokoferol ilavesiyle azaldig1 goriilmektedir (Young vd, 2003). Baska
bir ¢alismadaysa, ette protein oksidasyonuna ve renk bozukluguna kars1 korumada o-
tokoferoliin etkin oldugu ve etin 6zelliklerini iyilestirdigi tespit edilmektedir (Moran
vd, 2012). Ayrica B-karoten ve askorbik asitle beraber kullanilan a-tokoferoliin,
timorlere kars1 bagisiklik yanitint giiclendirdigi ve kansere engel olmaya da katki

sagladig: bildirilmektedir (Tengerdy, 1990).
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A vitamini: Bir ucunda B-iyonon halkasi ve diger ucunda da bir alkol grubu olan
hidrokarbon zinciri A vitamini olarak tanimlanmaktadir.

Retinol, retinal, retinoik asit ve B-karoten (Sekil 2.20) gibi biyolojik bakimdan aktif
olan bu molekiillere A vitamini denilmektedir.

Bunlardan A vitaminin 6zelligini tam anlamiyla gdsteren retinoldiir (Yildiz, 2001).
Hayvanlarda retinoliin uzun zincirli yag asidi esterleri seklinde yer alirken,
bitkilerdeyse bir provitamin olan P-karoten seklinde bulunmakta ve bitkilerde
kloroplastin bir bileseni olarak bildirilmektedir (Akin, 2019). Sari, turuncu sebze ve
meyvelerde, yesil sebzelerde, havug, yesil ve kurutulmus yoncada B-karoten ¢ok fazla
miktarda yer almaktadir (Diplock, 1998).

A vitamininin 6n maddesi olan ve karetonoidlerin en 6nemlisi B-karotendir.
Karbon zincirinin aldehit u¢larinda birlesmis iki molekiil retinalden olusan -karoten,
bitkisel dokularda a ve y-karotenin bulunma oranina gore daha fazla yer almaktadir.
B-Karoten, A vitaminine ¢evrilirken onemli oranda kayiplar olmaktadir. Bu nedenle
besinlerden alinan B-karotenin tamami A vitaminine doniistiiriilememektedir. -
karotenin A vitamini aktivitesi retinolle kiyaslandiginda, retinoliin altida biri kadar
oldugu belirlenmektedir. Gidalarla alinan B-karoten bagirsaklardan emilmektedir ve
bagirsak mukoza hiicrelerine gitmektedir. Burada yer alan karotinazlar, B-karoteni

oksidatif olarak iki molekiil retinale parcalamaktadir. (Bragadottir, 2001).

Hsc\ /CH3 Hsc\ /CH3

C /CH CH CH CH CH CH CH /CH CH C
HzC/ \CH \\CH/ \CH/ \CH/ \CH/ \CH/ \CH/ \\CH \CH/ \C/ \CHg
HZC\ /C\ /C\ /CH2

CH CHs H3C CH

Sekil 2.2018. B-karoten kimyasal yapisi

Tekli oksijenin radikal etkisini en etkin sekilde inhibe eden B-karoten, boylece
enzimatik savunma mekanizmasinda bosluk olustugunda bu agig1 kapatmaktadir.
Baska bir¢ok radikalle de miicadele etmekte ve yagda ¢oziinme ozelligiyle de -
karoten, hiicrenin lipit membraninda E vitaminiyle beraber fonksiyon gostermektedir.
A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, DNA’y1 tahribattan koruyarak
kanserin meydana gelmesini Onlemektedir ve tekli oksijenin radikalik etkisini

bastirabilmektedir. Siiperoksit radikalini temizlemekte, nitrik oksitin oksidayonuyla
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meydana gelen nitrojen dioksit ve peroksit radikalleriyle dogrudan etkilesime girerek
antioksidan gorevi gormektedir (Haegele vd, 2000; Khopde vd, 1998; Yanbeyi, 1999;
Yildiz, 2001).

B-Karoten, en iyi singlet oksijen siipiliriiciidiir (Pham-Huy vd, 2008). Kanser
tizerindeki etkisinin yani sira, bilylime, iireme, gérme ve immun sistem agisindan
onemlidir (Ashok ve Ali, 1999). Porfiri hastalarinda 151k nedeniyle meydana gelen deri
tahribatina kars1 savunma i¢in de B-karoten kullanilmaktadir (Mathews-Roth, 1987).
B-karoten, askorbik asit gibi antioksidan etki gostermesinin yani sira prooksidan etki
de gosterebilmektedir. (Aksu, 2006). A vitamini eksikliginde bazi rahatsizliklar
goriilebilmektedir (Sekil 2.21).

Prematiire

Dogum

Diisiik Dogum
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4 )

A VITAMINI
EKSIKLIGINDE
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- J

Kizamik
Hastaliginin Gorme
Olusma Kusurlari
Oraninin
Artmasi

Yenidoganlarin
Akciger
Agirliklarinda
Azalma

Sekil 20.21. A vitamini eksikliginde meydana gelen rahatsizliklar (Evcil ve Malas, 2008)

C vitamini (askorbik asit): Kimyasal ad1 askorbik asit olan C vitamini dogada
en yaygin bulunan vitamin olup kapali formiilii CcHgOe seklindedir. Zayif asidik bir
karaktere sahip olan C vitamini suda ¢oziinebilen bir ketolaktondur. Tiim fotosentetik
oOkaryotlarda (algler, karayosunlar1 da dahil) yer almaktadir (Loewus, 1980). Bitkilerde
askorbik asitin biyosentezinin mitokondride gergeklestigi diisiiniilmekte ve burdan

hiicrenin diger bolgelerine gonderilmektedir (Dogan, 2005). Hayvanlarin genelinde
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glikozdan C vitamini sentezlenebilirken insanlarda ve baz1 hayvanlarda iiretilemez,
gidalarda almalar1 gerekmektedir (Dave ve Shah, 1997).

Canli dokularda oksidasyon ve rediiksiyon gorevleri olan askorbik asit beyaz,
kristal sekilde bulunmaktadir. Ug tiir izomere sahiptir. Bunlar; L-askorbik asit (Sekil
2.22), D-askorbik asit ve D-izo-askorbik asit (eritorbik asit)’tir. Bu izomerlerden
yalnizca biyolojik aktiviteye sahip olan L-Askorbik asittir (Dizlek ve Hiilya, 2007). D
izomerinin aktivitesi, L izomerinin aktivitesinin yaklasik olarak %10’u kadardir. D-
izo-askorbik asitin ise vitamin aktivitesi olmamasiin yani sira bir¢ok gida redoks
sistemlerinde L-askorbik asit gibi davranmasi nedeniyle gidalarda antioksidan olarak

tercih edilmektedir (Kirca ve Cemeroglu, 2001).

CH,-OH
HO—HC

Sekil 2.192. L-askorbik asitin kimyasal yapist (Gékhan, 2007)

Askorbik asit, kollajen, karnitin ve ndrotransmitterin biyolojik olarak iiretiminde
gorev almaktadir (Li ve Schellhorn, 2007). Elektronlarini rahatlikla verebilmesinden
dolay1 olusan antioksidan etkisi, askorbik asitin en 6nemli biyokimyasal 6zelligidir.
Bircok reaktif oksijen tiirlerini indirgeyici ajan olarak caligmaktadir. O:7,
hidroperoksil, '02, O3, ONOO", nitrojen dioksit ve HOCI gibi ROT’lar1 ve RN’leri
kolaylikla temizlemektedir. Boylece oksidatif hasara karsi savunma gostermektedir.
Hiicre zarindaki lipitlerde ¢6ziinen radikallerin temizlenmesi amaciyla iiretilmis olan
a-tokoferoksil radikallerini tekrar aktif formu olan a-tokoferole indirgenmesini
saglamaktadir. Boylece koantioksidan da gorev yapabilmektedir (Anil, 2006; Carr ve
Frei, 1999; Gok ve Serteser, 2003). Bunun yani sira askorbik asitin redoks durumu
hiicre ici GSH araciligiyla kontrol edilmekte olup bu durum bize gosteriyor ki E
vitaminin devami ve rejenerasyonu ic¢in C vitaminine ve glutatyona ihtiya¢ vardir
(Chanoine vd, 1991). Ayrica oksijen tutma yetenegine de sahiptir. Suda ¢dzilinen bir

antioksidan olmasma ragmen lipit peroksidasyonunu baslatan radikalleri
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stiptirmektedir ve lipitlerin, membranin oksidatif hasardan korunmasini saglamaktadir
(Akin, 2019). Boylece ateroskleroza kars1 savunmada rol almaktadir.

Tirozin yikiminda, safra olusumunda, kollajen iiretiminde, epinefrin iiretiminde ve
bircok hidroksilasyon tepkimelerinde indirgeyici ajan olarak gorev yapmaktadir
(Sahinli, 2008). C vitamini sulu peroksil radikalleriyle etkilesime girerek antioksidan

gorevini gerceklestirmektedir (Doger, 2010).

Vitamin C + LOO'—— > Vitamin C + LOOH

Antioksidan etkiye sahip olan askorbik asitin, oksidan etki gosterdigi durumlar
da bulunmaktadir. Askorbik asit, ferri demiri indirgeyerek ferro demire ¢evirmektedir.
Bunun sonucunda ferro demir, fenton reaksiyonuyla hidrojen peroksitle etkilesime
girerek hidroksil radikalini meydana getirmektedir. Bu durum askorbik asiti, serbest
radikal reaksiyonlari i¢in 6nemli bir katalist ya da prooksidan yapmaktadir (Franke vd,
2005; Polat ve Tokur, 2000). Fakat bu etkisini diisiikk konsantrasyonlarda gosterirken,
yiiksek konsantrasyonlardaysa antioksidan etki gdstermektedir. Askorbik asitin sulu
fazdayken Onemli bir zincir kirici antioksidan oldugu belirtilmektedir (Odum ve
Wakwe, 2012). Ayn1 zamanda yaralarin iyilesmesinde ve bagisikligin giiglenmesinde
etkili olmaktadir (Mustafa vd, 1997). Et uriinlerine askorbik asit eklenerek insan
beslenmesine ve iriinlin renginin iyilesmesi ile raf omriiniin uzamasina katkida
bulundugu belirtilmektedir (Ozer, 2008).

Follik asit (vitamin By): Birbirine baglanmis halde olan pteridin bazi, p-amino
benzoik asit (PABA) ve glutamik asitten olusan folik asitin (Sekil 2.23) biyolojik aktif
formu tetrahidrofolik asit (THF)’tir (Bragadéttir, 2001). Suda ¢6ziinen ve vitamin B
grubuna dahil olan bir vitamindir (Hussein vd, 2012). En 6nemli ihtiya¢ noktalarindan
biri niikleik asit metabolizmasi olup DNA {iretiminde gerekmektedir. Hem
tretimindeki tek karbon tasiyicisi olarak gorev almaktadir. Kirmizi kan hiicrelerinin
sentezi ve proteinlerin enerjiye cevrilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan bir vitamindir
(Bragadaottir, 2001; Hussein vd, 2012). Antihemorajik (kanama durdurucu) bir vitamin
olan folik asit aym1 zamanda antianemik etkiye sahip olmasindan dolayr B12
vitaminiyle de yakindan iligkilidir (Bragadottir, 2001). Folik asit, gebelik ve cocukluk
gibi biiylime durumlar1 ile hiicre boliinmesi siirecinde gorev almaktadir (Hussein vd,
2012). Bu alandaki etkisi hiicre boliinme ve biiylimedeki maddelerin bagli oldugu

enzimlerin piirin ve pirimidin sentezine katilmasindan kaynaklanmaktadir. Viicuttaki
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folik asit miktari, yaralarin iyilesme siirecini ve sindirim sistemi islevlerinin devamini
da etkilemektedir (Bragadottir, 2001).
Folik asit reaktif oksijen tiirlerini temizleyen ¢ok kuvvetli bir antioksidandir (Ebaid
vd, 2013).

Hem tek basina hem de diger B vitaminleriyle beraber folik asitin plazma
homosistein diizeyini azaltmada etkili olmaktadir . Ayn1 zamanda C vitamini ile E
vitamini gibi antioksidan vitaminler homosistein nedenli oksidatif vaskiiler hasari

Oonlemede yardimci gorev alabilmektedir (Koolman ve R6hm, 2005).

CH=0
H CH,CH
\ / 2 2
H CH-CH N-HC
N2 2
CH=CH N—C c—C CH=0
Yy Ay W i
N-HC C—CH, CHCH ©
hN—G C/{-|
2 N
CH,CH

Sekil 2.203. Folik asitin kimyasal yapisi (Koolman ve R6hm, 2005)

Karotenoidler: Bitkiler tarafindan {iretilebilirken hayvanlar tarafindan
tiretilememektedir. Dogal bir pigmenttir (Gaziano ve Hennekens, 1993). Sari, turuncu
ya da kirmizi renklerinin nedeni yapisinda yer alan ¢ifte baglardir. Yapisinda bulunan
konjuge ¢ift baglar, karotenoidlerin kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
etkilemektedir (de Quirds ve Costa, 2006).

Tetraterpenoidlerin bir grubu olan karotenoidler, iki sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;
karotenler ve ksantofillerdir. Karotenler hidrokarbon karotenoidlerken, ksantofiller ise
hidroksil, metoksil, karboksil, keto ya da epoksi gruplar1 halinde oksijen ihtiva
etmektedirler. Karotenlere 0©rnek, likopen ile p-karoten verilebilmektedir.
Ksantofillere 6rnek ise yesil yapraklarda yer alan lutein ile misirda bulunan zeaksantin
gosterilebilmektedir (Stahl ve Sies, 1996).

Karotenoidler, antioksidan aktiviteye sahiptirler ve bu aktivitesi peroksil
radikalleri ile singlet oksijeni tutmalarindan kaynaklanmaktadir (Stahl ve Sies, 1996).
Antioksidan aktiviteleri, karotenoidlerin bazi hastaliklar1 onlemesini saglamaktadir

(Sekil 2.24).
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Sekil 2.214. Karotenoidlerin engelledigi bazi hastaliklar (Stahl ve Sies, 1996)

Dogal karotenoidler arasinda en etkili singlet oksijen tutucu olan likopendir
(Krinsky, 1998). Diisiik oksijen konsantrasyonundan kaynakli gerilimlerde peroksil
radikali tutucusu olarak B-karoten gorev almaktadir. a-Tokoferol ile B-karotenin
antioksidan aktiviteleri kiyaslandiginda, B-karotenin daha diisiik diizeyde antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir (Lessin vd, 1997).

Renkli meyve ve sebzeler karotenoidleri icermektedir. a ve P-karotenler,
seftali, havug, bal kabag1 ve patates gibi bitkilerde bulunurken likopen ise domates,
kavun, ve greyfurtta bulunmaktadir (Lessin vd, 1997).

Kullanim1 en yaygin olan B-karoten ayni zamanda bir A vitamini onciilii olup
viicuttaki A vitaminin olugmasinda gorev almaktadir (Gaziano ve Hennekens, 1993;
Liebler, 1993).

Polifenoller: Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin ya da polifenollerin
8000’den fazla ¢esidi yer almaktadir. Fenolik bilesenlerinin siniflar1 ve temel
iskeletleri Tablo 2.15’de gosterilmektedir. Antioksidan, antimutajenik ve serbest
radikal siiplirme etkilerine sahiptirler (Rice, 1999). Antioksidan 6zelligi fazla olan

polifenollerin yapisinda benzen halkasi artirma bulunmaktadir.
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Bu antioksidan etkisi insan sagliginin korunmasi ve numunelerin dayanikliligini
artirma bakimindan ¢ok dnemlidir (Barak ve Yasar, 2008). Yapilan epidemiyolojik
arastirmalarda c¢ok miktarda fenolik bilesiklerin kullanilmas1 kardiyovaskiiler
rahatsizliklarin ve bazi kanser tiirlerinin azaltilmasinda etkili oldugu goriilmektedir
(Rice, 1999). Sahip olduklar1 antioksidan 6zelligi sayesinde oksijenin bulundugu
ortamlarda lipitlerin yiikseltgenmesini 6nlemektedirler. Bu durum gostermektedir ki
zeytin yagmin igerdigi polifenol diizeyi, zeytin yagi kalitesini direkt olarak

etkilemektedir (Barak ve Yasar, 2008).

Tablo 2.15. Fenolik bilesenlerin siniflar1 (Rice, 1999)

Siif Temel iskelet
Basit fenoller Cs
Benzokinonlar Ce
Fenolik asitler Ce-Cy
Asetofenoller Ce-C,
Fenil asetik asitler Ce-C>
Hidroksisinamik asitler Ce-Cs
Fenil propenler Co-C3
Kumarinler Cs-Cs
Kromonlar Ce-C3
Antrakinonlar Cs-C1-Cs
Flavonoidler Cs-C3-Cs

Flavonoidler: Bitkisel kaynakli dogal bir sekilde meydana gelen flavonoidler
hayvanlar tarafindan iiretilemez (inan, 2015). Yaklasik olarak 4000’ini asan sayida
flavonoid tiirii tespit edilmis olup yapilari ortaya ¢ikarilmaktadir (Doger, 2010). Gida
sanayisinde besinlerin bozunmasina engel olmak, lipit ve vitaminlerin par¢alanmasini
ve besinlerin rengini iyilestirmek i¢in kullanilan dogal antioksidanlardan olan
flavonoidler, O2~ ve HO- radikallerini siiplirdiigii bunun yani sira lipit peroksit
radikallerini  indirgeyerek lipit peroksidasyonunun inhibasyonunu sagladigi
gosterilmektedir (Inan, 2015). Yapilan ¢alismalarda bu bilesiklerin, sulu fazda oksijen
kaynakli radikallerin neden oldugu membran lipitlerinin peroksidasyonuna o-
tokoferole kiyasla daha iyi engel olan bir lipofilik antioksidan oldugunu ortaya
koymaktadir (Terao vd, 1994). Flavonoid radikalleri, alkil peroksil ve Oz~
radikallerine kiyasla daha az diizeyde bir indirgenme potansiyeline sahip oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle ortamdaki bu oksit tiirlerini aktif dis1 birakip,
reaksiyonlariin neden olabilecegi olas1 hasarlar1 engellemektedir. Ayrica

flavonoidlerin antioksidan etkisiyle, kanseri 6nledigi belirtilmektedir.
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Quercetin, kendine 6zgii bir karsinojen bilesik olan, poliniikleer aromatik hidrokarbon
benzo(a)pirenin (BP) mutajenik aktivitesini inhibisyona ugrattig1 tespit edilmektedir
(inan, 2015).

Flavonoidler, bitkilerin sekonder metabolitleri olup Onemli bir kismini
olusturmaktadir. Flavonoidlerin siniflart ve baz1 Ornekleri Tablo 2.16’da
gosterilmektedir. Bu bilesiklerin yap1 iskeletleri, propan zincirleriyle birlikta iki adet
fenil grubunun baglanmasiyla meydana gelmektedir. Yapisini olugturan karbon atomu
sayis1 15°tir. Difenilpropan olarak bilinen ve Ce-C3-Cg olarak gosterilen yap1 formunda
bulunmaktadir. Fenil gruplarinin propan zincirine g¢esitli pozisyonlarda baglanmasiyla
farkli flavonoid tiirleri olusmaktadir (Inan, 2015).

Flavonoidlerin alt gruplarini belirleyen 6l¢iit, yapisindaki hetero halkanin

yiikseltgenme derecesidir (Inan, 2015).

Tablo 2.16. Flavonoidlerin siniflar1 ve érnekler (Inan, 2015)

Flavonoid siniflari Ornekler
Flavonlar Apigenin
Luteolin
Flavononler Quercetin
Myricetin
Flavononlar Naringenin
Flavononoller Fussin
Flavan-3-oller (katekinler) = Katekin
Flavan-3-4-dioller Leucocyanidin
Antosiyanidinler Cyanidin

Flavonoidler, ROT ve RN yakalama yetenegine sahiptir. Reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelmesini azaltan miyokondriyal siiksinoksidaz, NADH-oksidaz
ve arasidonik asit metabolizmasina katilan enzimler gibi redoks reaksiyonlarini kataliz
eden enzimleri etkileyerek etkin bir gorev yapmaktadir (Peterson ve Dwyer, 1998).
Ayrica flavonoidler, ateroskleroz olusumuna neden olan LDL peroksidasyonunu
engellemektedir (Doger, 2010).

Meyvelerde ¢ok fazla bulunmasa da tahil ve otlarda bulunan flavonlarin en
fazla bilinen ornekleri apigenin ve luteolin olmaktadir. Maydanoz apigenini ihtiva
ederken, lutelinse tahil ve otlarda yer almaktadir. Flavonlar, yiiksek
konsantrasyonlarda ya da metal iyonlariyla kompleks meydana getirdiklerinde bitki
dokusunun rengini ve lezzetini olumlu yonde etkilemektedirler. Flavonollerin en
bilinen 6rnekleri kuersetin ve kaemferoldiir. Meyve ile sebzelerde kuersetin ¢okca

bulunmaktadir (Pietta ve Simonetti, 1999).
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Arastirmalarda, flavonollerin yapisindaki hidroksil gruplarmin yerlesim sekilleri
antioksidatif aktiflik ile iligkili oldugu goriilmektedir. Quercetinin de morin, kaemferol
ve luteolin kadar antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Pratt ve Hudson,
1990).

Ostrojenik aktiviteleriyle bilinen izoflavonoidlerin en bilinen bilesikleri,
daidzein ile genisteindir. Baklagillerde c¢okca ihtiva edilmektedir. Daidzein ve
genistein bilesikleri i¢cin en 6nemli kaynaklardan soya fasiilyesi sdylenebilmektedir.
Asil kaynagi turunggiller olan ve flavonlarin dihidro tiirevi flavononlardir. Nane ile
kimyon hesperidin igermektedir. Dogal bitki pigmentleri olan antosiyanidinler
dutlarda, kirazda, eriklerde, kirmizi lahanada, patlicanda ve turplarda kirmizi ve mavi
rengi vermektedir. Renkleri pH’a bagli olup meyvelerdeki antisiyonin igerigi
meyvenin olgunlasmasiyla cogunlukla artis gdstermektedir. Icecek ve gidalarda
renklendirici amagli kullanilmaktadir. Apigenidin ve siyanidin antosiyanidinlere

Oonemli birer ornektir (Pietta ve Simonetti, 1999).
2.8.2. Yapay (Sentetik) Antioksidanlar

Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT),
tersiyerbiitilhidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG) ve troloks baslica kullanilan yapay
antioksidanlardir (Mavi vd, 2005). Bu antioksidanlarin bazi yan etkileri
bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda, BHT nin nontoksik 06zelliginin yani sira,
karacigerde sitokrom P-450 sisteminin zarar gormesine neden oldugu tespit
edilmektedir. Fareler iizerinde yapilan deneylerde BHT nin yiiksek diizeyde verilmesi
sonucunda karacigerinde hasar meydana getirdigi goriilmektedir. Baska bir
calismadaysa BHT gibi yapay antioksidanlarin ¢ok alinmasi halinde viicuttan
atilamadig1 ve adipoz dokuda depo edildigi goriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1989). Cok genis bir kullanim alanina sahip olan yapay antioksidanlar, yan etkileri
olmalari nedeniyle son donemlerde kullaniominin smirlandirilmasina  karar

verilmektedir (Doger, 2010).
2.8.2.1. Biitillendirilmis Hidroksianisol (BHA)

BHA, beyaz renkli, mumsu parcaciklar halinde kati bir yapiya sahiptir. Erime
noktast 48-63°C olup hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢o6ziinebilen yapay
antioksidanlardir. Ancak suda c¢oziinmemektedir. Giinlimiizde bir¢ok kat1 ve sivi

yaglarda kullanilmaktadir (D6ger, 2010).
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Bazen tersiyer biitil grubunun, fenolik (-OH) grubu {izerinde koruma olusturdugu
goriilmektedir. Bdylece molekiilii disardan olusabilecek reaksiyonlara karsi
korumakta ve uguculugunun daha az olmasini saglayip, yagdaki ¢6zlniirliigiiniin daha
fazla oldugu forma cevirmektedir. BHA’ya “engelleyici fenol” de denilmektedir.
Bunun nedeni yapisinda bulunan hidroksil grubuna kars1 orto ya da meta pozisyonunda
bulunan tersiyer biitil grubudur. Bu sterik engelleme, tersiyer biitil grubun fenolik
yapinin antioksidatif aktivitesiyle girisim olusturmaktadir. Bu durum BHA’nin
yaglardaki etkisinin az olmasina sebep olmaktadir (Eken, 2007). BHA nin kimyasal
yapisi Sekil 2.25°de gosterilmektedir.

Bitkisel yaglarda BHA, etkin bir antioksidan olmasa da cogunlukla diger
antioksidanlarla (gallatlar gibi) birlikte kullanilarak fenolik yapidaki antioksidanin
sinerjist etkisi ve BHA’nin {iriinii koruyucu etkisinden yararlanilmaktadir. BHA,
yiiksek sicaklik iglemlerinin (kizartma, firinlama gibi) uygulanmasi sonucunda ¢ok
belirgin keskin bir koku meydana getirmektedir. BHA nin etkili oldugu nokta ugucu
yaglarin renginin tadinin ve kokusunun korunmasidir. Tahil ve seker igeren {iriinlerde
kullanimi tercih edilmektedir. BHT yle kullanimi sinerjist bir etki olusturmaktadir

(Déger, 2010).

Sekil 2.225. BHA'nin kimyasal yapisi
2.8.2.2. Biitillendirilmis Hidroksitoluen (BHT)

Biiyiik oranda BHAya benzerlik gosteren BHT (Sekil 2.26), beyaz renkli kristal
bir goriiniime sahiptir. Biitillendirilmis hidroksitoluenin kapali formiilii C1sH240 olup
bir diger ad1 da 2,6-ditersiyer biitil-4-metil fenol’diir. ilk kez 1954 yilinda gliseridlerin
korunmasinda etkili bir antioksidan oldugu anlasilmasiyla BHT, besinlerde kullanilan
yaglar ve diger gidalarin korunmasi amaciyla tercih edilmeye baslanmistir (Doger,

2010).
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Yaglar ve yag asitlerini oksidasyona ugramasi sonucu okside olmus lipitler ile girdigi
reaksiyon sonucunda peroksit radikallerinin etkisini ortadan kaldirmaktadir (Colli,
2007).

Koruyucu aktivitesi BHA’ya benzer sekilde az da olsa baska antioksidanlarla
birlikte kullanilmastyla yag iceren gidalarin korunmasinda faydalanilmaktadir. BHA
ve BHT nin beraber kullanimiyla sinerjist bir etki meydana gelmektedir. Bu sinerjist
etki, findik, ceviz gibi yag iceren besinlerin oksidatif hasarlarimi 6nlemek icin

kullanimi ¢ok etkin olmaktadir.

H,C
™\ _CHs
/C\ /OH
H3C C=C CHS
HC/ \C (|3 CH
N\ ®
CH-CH CH

Sekil 0.236. BHT nin kimyasal yapisi (Doger, 2010)

2.8.2.3. Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ)

Suda ¢ok az 6ziinen TBHQ (Sekil 2.27), yaglarda orta diizeyde ¢oziinmektedir.
Rengi sarims1 ya da kahverengi olup, kristal bir yapiya sahiptir. Erime noktasi ise
127°C°dir.

Kullanimmna ilk kez 1972 yilinda izin verilen TBHQ, monotersiyer biitil
hidrokinon yapisinda kendine has bir kokuya sahip yapay bir antioksidandir.
Gilintimiizde TBHQ nun bitkisel yaglarin stabilitesini artirabilmek amaciyla kullanimi
icin pek cok iilkede izin verilmektedir. Diger antioksidanlara goére TBHQ’nun
antioksidatif etkisi bitkisel yaglar {izerinde ¢ok daha fazladir. Yenilebilir birgok
hayvansal ve bitkisel yaglarda TBHQ oldukga etkili olan bir koruyucu antioksidandir.
Ortamda bulunan demir metaline bagli rengi degisime ugramaz ve eklendigi gidalarin

rengi ile kokusunun korunmasini saglamaktadir.
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/OH
H-C\ (|3H3
HO, 000k
/C:CH CHy
HO

Sekil 0.247. TBHQ'nun kimyasal yapisi

2.8.2.4. Propil Gallat (PG)

Ticari olarak gallik asidin propil alkolle esterifikasyonu sonucunda firetilen
PG’nin rengi beyaz olup kristal toz halinde bir antioksidandir. Kimyasal yapist Sekil
2.28’de gosterilmektedir. Suda az ¢oziinlirken, etanolde yiliksek miktarda ¢oziinmekte
ve erime noktast 148°C’dir. Demir iyonlartyla mavi-siyah renkli bir kompleks
meydana getirmektedir. Bunun Oniine gecebilmek i¢in PG her zaman sitrik asitle
beraber kullanilmaktadir. BHA ve BHT ile beraber iyi derecede sinerjist etki
gostermektedir. Propil gallatin antioksidan olarak kullanildigi gidalar; bitkisel ve
hayvansal yaglar, et tirlinleri, taze ve dondurulmus salam ile sosislerdir (D6ger, 2010).
Yaglarin, yiyeceklerin ve medikal preparatlarin tazeligi, besinin degerini, aromasini
ve rengini koruyan, dengeleyen kullanimi yaygin olan bir antioksidandir (Zurita vd,

2007).

Sekil 2.258. Propil gallatin kimyasal yapis1
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2.8.2.5. Nondihidroguayeretik Asit (NDGA)

Lurrea divaricata bitkisinden dogal olarak elde edildigi gibi yapay olarak da
sentezlenebilmektedir. Firin {iriinlerinde, eterik yaglarda, domuz yaginda ve balik
yaglarinda tercih edilmektedir. ABD’de uygulama sekli, limon asiti, tartarik asit ve
askorbik asit gibi asitlerle birlikte kullanimi seklindedir. Bazi iilkeler NDGA’ nin
gidalara eklenmesine izin vermektedir. En O6nemli 6zelligi galatlardaki gibi 1siya
duyarli olmasi1 ve kalintt demirle renk bozulmalarina sebep olmasidir. Bu yapay
antioksidanin kullanimai iilkemiz de dahil olmak tizere bir¢ok iilkede yasaklanmaktadir

(Doger, 2010). Kimyasal yapist Sekil 2.29°da gosterilmektedir.

HO_ _CH
C7 SCH  CHy

HO” CH CH, \?H ﬁ/'\Q?H
~¢” OoH

OH

Sekil 2.269. NDGA 'nin kimyasal yapis1

2.9. Enzimler

Canl1 organizmada meydana gelen kimyasal tepkimelerin hizlanmasini saglayan
biyolojik bir katalizor etkisi gosteren polimerik yapiya enzim adi verilmektedir (Cinar
vd, 2017). Suda ¢ozilinebilme 6zelligine sahip olan enzimler, etin midede sindirimiyle
alakali calismalar sonucunda taninmistir(Kirkbir, 2018). Enzim, meydana gelen
kimyasal reaksiyonlardan oldugu gibi %100 verim saglayarak ¢ikmaktadir. Enzim
katalitik etkisinin kuvveti, yapay ve inorganik katalizorlere gore ¢ok daha fazladir.
Hem hizli hem de spesifik bir sekilde katalizor etki gosteren enzimler, bu 6zellikleri
nedeniyle dogal ortamlarimin yani sira birgok alanda kullanilmasina olanak
tanimaktadir (Tablo 2.17) (Lehninger vd, 2005). Uygun sartlar saglandiginda enzimler
analitiksel, endiistriyel amagla, tibbi teshis, tedavi ve ila¢ iiretiminde
kullanilabilmektedir (Wiseman, 1986). Bunun yani sira temizlik, gida, deri ile tekstil

sektorlerinde de yararlanilmaktadir.
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Gidada pastorizasyon ile starilizasyon islemlerinin kontroliinde enzim tayinleri

kullanilmaktadir (Cinar vd, 2017).

Tablo 2. 17. Bazi enzimlerin kullanim alanlar1 (Kirkbir, 2018)

Enzim adi Kullanim alan1
Invertaz Regel ve sekerleme iiretiminde
Seliilaz Narenciye sularinda bulaniklik gidermede, mayalama isleminde

sekerin fermente edilmesinde, lif oran1 fazla ekmeklerin ekmek
hacminin diigiik olmasi ve ekmegin i¢ dokusunun bozulmasini

Onlemede

Laktaz Siit tirlinlerinin laktoz oranini ve gida iirtinlerinin tatlilik miktarinin
azalmasini saglamada

Alfa amilaz Maltoz, glukoz ve baska seker gruplarinin gida alaninda kullanimi1
igin {iretiminde, bira, unlu mamiil iretiminde ve sirke
fermantasyonunda

Beta-glukanaz Kahvenin {iretiminde olusan midede sindirimi gii¢ olan
polisakkaritler olan miisilajlarin pargalanmasint ve kahve
konsantresinin jellesmeye ugramasini engellemede

Enzimler, 1926 yi1linda James Sumner ilk defa lireaz enzimini kristal bir protein
olarak izole etmesiyle taninmistir (Balasubramanian ve Ponnuraj, 2010). Hidrolazlar
smifinda bir enzim olan iireaz enzimi, iirenin amonyakla karbondiokside
hidrolizlenmesini saglayan yapisinda nikel bagli oldugu bir metaloenzim olarak

goriilmektedir (Follmer vd, 2004).

Urenin amonyak ve karbondioksite parcalanmasini Katalizledigi iireaz (Sekil
2.30) enziminin bu tepkimesi katalizor olmadiginda iire hidrolizi yavas bir sekilde
gerceklesmekte olup meydana gelen tiriinler ise amonyak ile siyantirik asittir. Tepkime
katalizoriin oldugu bir ortamda gergeklesiyorsa meydana gelen iiriinler, bu sefer
amonyak ve karbonik asit olarak goriilmektedir. Meydana gelen karbonik asit kendi

kendine pargalanir ve amanyoga dontistir (Krajewska vd, 2001).
HoN-CO-NH; + H20 225 H,N-COOH + NH; —Sumolekili _ 1,CO;3 + 2NH3
Katalizlenmemis

eliminasyon
reaksiyonu

HN=C=0 + NH3 2%° H,COs + 2NH3
—

Sekil 2.3027. Ureaz katalizli reaksiyon (Krajewska vd, 2001)

Ureaz enziminin a, B, y olmak iizere ii¢ alt birimi olup bu enzim bir
heteropolimerdir ve aktif merkezi a alt biriminde bulunmaktadir (Krajewska, 2009).

Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.31°de gosterilmektedir.
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Bitkilerde, bakterilerde ve funguslarda bulunan iireaz enzimi azot metabolizmasinda
etki gostererek bir savunma proteini olarak rol almaktadir (Sirko ve Brodzik, 2000).
Bitkisel iireazlarin antifungal 6zellikleri de bulunmaktadir (Becker-Ritt vd, 2007).
Yapilan ¢aligsmalarda iireaz enziminin kan ile iire tayinlerinde biyosensor gorevinde,
sentetik bobreklerde ilirenin kandan uzaklastirilmasini saglamak ve meyve sulartyla
alkolli meyve ve igeceklerden iirenin uzaklastirilmasinda faydalanilmaktadir
(Banerjee ve Aggarwal, 2013; Dindar vd, 2011; Faez1 vd, 2004; Liu vd, 2012). Ayrica;

e Mide iilserine sebep olan Helicobacter pylori bakterisinin ¢ogalmasi i¢in pH
‘m1 3’ten 7’ye ¢ikarmasi gerekir ve bunu iireaz sayesinde yapabilmektedir. Bu
nedenle mide iilserinin tanisinin konulmasinda kullanilan ticari kitlerde iireaz
varlig1 baz alinmasi bu enzimin bagka bir kullanim alanini gostermektedir
(Marchetti vd, 1995).

e Biyolojik aritma sistemleri atik sularda bulunan iirenin uzaklastirilmasi i¢in
kullanilmakta ve bu amagla uygulanan bu sistemde de iireaz ihtiva eden
makroorganizmalar kullanilmaktadir (Dindar vd, 2011).

e (idalarin {retimi sirasinda meydana gelen iirenin uzaklastirilmasi igin

tireazdan faydalanilmaktadir (Rajesh vd, 2005).

Sekil 2.31. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yap1 modeli (Cinar vd, 2017)
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2.10. Oksidatif Stres

Organizmada daima reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleri (RN)
sentezlenmektedir. Bu reaktif tiirlerin hasar verici etkilerini antioksidan sistemi
ortadan kaldirmaktadir ya da 6nlemektedir. Bir denge halinde devam eden bu durum
stireklilik gostermektedir. Hiicresel antoksidan savunma ROT diizeyinin toksik
esiginin altinda bu toksik etkileri gidermede yetersiz kalmaktadir (Lambeth, 2004).
Denge serbest radikaller yoniine kaymis olmaktadir ve bu duruma oksidatif stres adi
verilmektedir (Halliwel ve Gutteridge, 1999; Schulz vd, 2000). Bu olaydan en basta
lipitler, proteinler ve niikleik asitler etkilendigi gibi (Sekil 2.32) bunlarin yani sira
metabolizmadaki pek ¢ok sistem de etkilenmektedir (Lambeth, 2004). Etkilenen bu
sistemler, diger periferik sistemlerin de etkilenmesine neden olmaktadir. Radikalik
zincir reaksiyonu durana kadar antioksidan proses tarafindan siirecin bir yerinde
zincirleme olarak devam etmektedir. Tersi bir durumda reaktif bu tiirler hiicrenin
direkt veya dolayli sekilde 6limiine neden olmaktadir (Moldovan ve Moldovan,
2004). Oksidatif stres, agirt miktarda reaktif oksijen iiretimi, antioksidan savunmanin
yetersiz kalmasi nedeniyle veya bu durumlarin her ikisinin de olusmasiyla meydana
gelmektedir (Schulz vd, 2000).

Hiicre yapilari, niikleik asitler, lipitler ve proteinlerde meydana gelen hasarlar
yiiksek konsantrasyonda reaktif oksijen tiirlerinin habercisi olabilmektedir (Valko vd,
2007). DNA molekiiliiniin biitiin bilesenleriyle etkilesime girdigi bilinen hidroksil
radikali, pilirin ve pirimidin bazlartyla deoksiriboz iskelete de hasar vermektedir
(Halliwel ve Gutteridge, 1999). Yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasarinin
gostergesinin bazi hasarlar1 oldugu tespit edilmektedir. Mutajenez, karsinojenez ve
yaslanmanin ilk adimini, genetik materyalde oksidatif hasar nedeniyle meydana gelen
kalic1 hasar olusturmaktadir (Siems vd, 1995).

Metal indiksiyonlu olan reaktif oksijen tiirleri sadece DNA tizerinde degil ayn1
zamanda oksidayona asir1 duyarli olan ¢oklu doymamis yag asitlerini ve fosfolipit
kalintilarin1 da hasara ugratabilmektedir (Siems vd, 1995).

Normal fizyolojik sartlarda insan metabolizmasinda serbest radikaller ve
hidrojen peroksit stabil bir hiz ile sentezlenmektedir. Antioksidan savunma
prosesleriyle serbest radikallerin hasar verici etkileri azaltilmaktadir. Serbest
radikallerin normal hizda iretildigi durumlarda antioksidan savunma prosesleri

bulunmaktadir. Fakat bu antioksidan savunma proseslerin yedegi bulunmamaktadir.
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Bu nedenle normal diizeydeki bir oksidan stres sonrasi olusan zarar gérmiis molekiiller
taninip, uzaklastirilmaktadir ve yerine yenileri yapilirken yogun oksidan stres
durumundaysa hasarli hiicreler meydana gelmektedir. Ozetle oksidan stres durumunda

ya adaptasyon ya da hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (Gutteridge, 1994).

ROT ve RN HASAR
SONUCLARI
] ]
Lipit Peroksidasyonu Protein Modifikasyonu DNA Hasari
Aldehitler, Peroksidler PTr‘(.)teir'l ka.rbonilleri, Bgz modiﬁkasyonlarl; .8-
irozin nitrasyonu hidroksideoksiguanozin

Sekil 2.282. ROT ve RN’lerin meydana getirdigi oksidatif hasarin biyo gostergesi (Kahraman ve
Yanardag, 2009)

2.10.1. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikal zincir reaksiyonlarindan olan lipit peroksidasyonunu ROT’lar
hizlandirabilmektedir. Hiicre membranin yapisinda cift tabakali ve dis tarafinda
protein bulunduran fosfolipit yer almaktadir. Yapisindaki fosfolipit nedeniyle
membran radikal saldirilarina  misaittir. Hiicre membraninda artan lipit
peroksidasyonuyla (Doger, 2010);

e Lipit faz yiizey yiikiinilin polaritesi artar.

e Protein oligomerlerinin meydana gelmesinde artis goriilmektedir.

e Lipitlerin molekiiler mobilitesi azalmaktadir.

e SH gruplarmin sayisinda azalisa neden olmaktadir.

e Membranin termadenatiirasyona kars1 dayanikliligi da azalig gostermektedir.

Lipit oksidasyonunun bir {irlinii olan malondialdehit (MDA) proteinlerle,
fosfolipitlerle ve niikleik asitlerle etkilesime girmektedir. Boylece immun sistemin
disfonksiyonuna neden olan yapisal degisimlere sebep olmaktadir.

Iki lipit peroksit radikali etkilesinceye kadar lipit peroksidasyonu devam etmektedir.

Siklik peroksidin meydana gelmesi sonucu sona ermektedir.
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Lipit  peroksidasyonun birinci  iirlini  peroksitler olup bunlar  koku
olusturmamaktadirlar. Ancak sonrasinda hidrokarbonlar, aldehitler, ketonlar, alkoller

ve organik asitlere parcalanmaktadir (Doger, 2010).
2.10.2. Protein Oksidasyonu

Proteinlere saldiran reaktif oksijen tiirleri, karbonillerin, metiyonin stilfoksitin,
2-oksohistidinin ve protein peroksitler de dahil diger amino asitlerin
modifikasyonlarina neden olmaktadirlar (Berlett ve Stadtman, 1997). Proteinlerin
amino asit kompozisyonlar1 serbest radikallerden etkilenme diizeylerini
belirlemektedir. Triptofan, trozin, fenil alanin, histidin, metionin sistein gibi
doymamis bag ve silfiir ihtiva eden amino asitleri igeren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenmektedir. Daha cok siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli radikallerin olusumu gerceklesmektedir. Bu etkilesim sonucunda
immunoglobin G ve albiimin gibi ¢ok miktarda distilfid igeren proteinlerin {i¢ boyutu
hasar gormektedir ve bozulmaktadir. Sonugta normal iglevlerini gerceklestiremezler
(Ozen, 2003). Proteinlerde meydana gelen yapisal degisimler {ic grupta
incelenebilmektedir (Celik, 2001). Bunlar;

e Amino asitlerin modifikasyonu
e Proteinlerin fragmentasyonu
e Proteinlerin agregasyonu ya da ¢apraz baglanmalardir.
Proteinlerde meydana gelen hasarin ortaya konmasi amaciyla protein

karbonillerin belirlenmesi ¢okga tercih edilmektedir (Gutteridge ve Halliwell, 1990).
2.10.3. DNA Hasan

UV, goriiniir 151k, 151 ve X-1s1nlar1 gibi etkenler hiicrelerde iyonlarin, serbest
radikallerin ve enerji kazanan molekiillerin meydana gelmesine sebep olusturmaktadir.
Hidroksil radikalleri, DNA’da bulunan heterosiklik bazlar ile ve deoksiriboz-
fosfatlarla etkilesim gosterip reaksiyona girmektedirler. Bunun sonucunda DNA
bazlarinin modifiye edilmesine ve riboz-fosfat zincirinin kirilmasmna neden
olmaktadir. Yapilan in vitro ve sulu ¢ozeltili ortamdaki ¢alismalarda, deoksi-riboz ve
tetrasiklik bazlar ile hidroksil radikalinin rahatlikla reaksiyon verdigi tespit
edilmektedir.

Ancak, ¢ift zincire sahip DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar hidroksil radikalinin

hasarina kars1 oldukga iy1 korunmaktadir.
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Ayrica, hidroksil radikallerini konsantrasyonlarini azaltan enzimatik radikal
yakalayicilar, bu sekilde DNA molekiiliinii koruyabilmektedir (Akpoyraz ve Durak,
1995). Oksidatif hasar sonucu DNA’da meydana gelenler;

e Tek ve ¢ift dal kirikliklar,

e Abazik alanlar,

e Baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenleme),

e Scker hasaridir ya da

e DNA’yla protein arasinda capraz baglanmadir (Cooke vd, 2003; Evans ve

Cooke, 2004).
Oksidatif modifikasyon ile DNA antijenik karakter kazanir ve anti DNA

antikorlar1 meydana gelmektedirler (Halliwel ve Gutteridge, 1999).

2.11.  Antibakteriyel Aktivite

Farmakolojik endiistriler son yillarda bir dizi yeni antibiyotik liretmis olsa da bu
ilaglara mikroorganizmalar tarafindan diren¢ artmistir. Genel olarak bakteriler,
terapotik ajan olarak kullanilan ilaclara karsi genetik olarak gecis yapma ve direng
kazanma yetenegine sahiptir (Cohen, 1992). Hastanelerde bagisiklig1 baskilayan hasta
sayist ve c¢ok direncli yeni bakteri suslarmin varligi gercegi bir endise kaynagi
olmaktadir. Hastanelerde yiiksek diizeyde oliimle sonuglanan yeni enfeksiyonlarin
meydana gelme olasilig1 fazladir. 1980°den 1990°a kadar Montelli ve Levy (Montelli
ve Levy, 1991). Brezilya’ da klinik mikrobiyolojide yiiksek dirence sahip
mikroorganizma vakalar1 belgelenmis olup bu gergek diinyanin bir¢ok yerindeki bagka
kliniklerde de dogrulanmistir. Gelecekte antimikrobiyal ilaglarin kullanimina iliskin
goriiniim ise belirsizlik gostermektedir. Bu nedenle, bu sorunu azaltmak igin
antibiyotik kullanim1 kontrol altina alinabilir ve dogal yeni ilaglar gelistirmek igin
arastirmalar yapilabilir (Nascimento vd, 2000).

Uzun bir siiredir bitkiler, 6zellikle son yillarda dogal tedavilere yonelik daha
yogun ¢aligmalarla insan sagliginin korunmasi igin degerli bir dogal iiriin kaynagi
olmustur (Nascimento vd, 2000). Bitkinin ikincil metabolizmasinda sentezlenen
bilesiklerden kaynaklanan antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok bitki aragtirma
icin kullanilmistir.

Bu iiriinler etken maddeleriyle, 6rnegin ugucu yaglarin bir parcast olan fenolik
bilesikler ve ayrica tanen ile bilinir (Janssen vd, 1987; Saxena vd, 1994). Latin

Amerika’ da diinya ¢apinda bir dizi aragtirmaci tarafindan arastirilmistir.
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Arjantin’ de bir arastirmada kullanilan bitkilerden ekstrakte edilen bilesikler arasinda
on ikisinin Staphylococus aereus’ un bliylimesini inhibe ettigi, on tanesinin
Escherichia coli’yi ve dordiinlin ise Aspergillus niger’i inhibe ettigi gorilmiistiir
(Martinez-Vazquez vd, 1994; Martinez vd, 1996) . Bagka bir calismada, Croton
triangularis yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitesi tespit
edilmistir (Lemos vd, 1992).

Genel olarak bakildiginda gram boyamaya dayali olarak bakteriler, gram pozitif
ve gram negatif olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Gram pozitif bakteriler, gram
boyama islemi sirasinda koyu bir mor renk icermekte olup gram negatif bakteriler ise
kirmizi veya pembe bir renk gostermektedir. ki bakteri tiirii arasindaki siniflandirma
fark: esas olarak bakteri hiicre duvarlarinin yapisindaki farkliliklara dayanmaktadir.
Gram pozitif bakteri kalin bir peptidoglikan katmanina sahipken gram negatif bakteri
ise daha ince bir peptidoglikan tabaya sahiptir (Juliantina vd, 2009).

2.11.1. Gram Pozitif Bakteriler

Gram negatif bakteriler gibi gram pozitif bakterler de antimikrobik tedavilerdeki
ilerlemelere ragmen, hastane ve toplum kokenli olan ©nemli boyutlardaki
infeksiyonlara neden olmakta ve yiiksek seviyede dirence sahiptir(Biike, 2010;
Ulusoy, 2003). Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Bacillus cereus gibi
bakteriler bu smifta yer almaktadir. Bunlardan Staphylococcus aureus bakterisinin
diren¢ diizeyi yliksektir. Hatta Staphylococcus aureus bakterisi, Akdeniz ve Atatiirk
Universite’lerinde yogun bakim infeksiyonu etkileri arasinda birinci sirada oldugu
goriilmektedir (Ulusoy, 2003).

[k penisilinaz meydana getiren Staphylococcus aureus kokeni 1941 yilinda
bildirilmis olup artik Staphylococcus aureus izolatlarinin neredeyse hepsi -laktamaz
enzimi olusturarak penisiline direngli hale gelmistir (Biike, 2010). Tiim bu durumlar

antibakteriyel etki gdsterebilen bitki arayisini artirmaktadir.
2.11.2. Gram Negatif Bakteriler ( GNB)

Infeksiyon durumlarinda ¢okga izole edildigi goriilen mikroorganizmalar olan
gram negatif bakterilerin kaynagi, bizzat hastanin kendisi ya da kisinin ¢evresinde yer
alan canli ve cansiz yapilar olarak goriilmektedir (Aktas, 2004).

E. coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae bakterileri bu grupta yer

almaktadir. Bunlardan E. coli ve Klebsiella pneumoniae toplu kaynakli ve
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nozokomiyal infeksiyonlardan izole edilmekte olup P. aeruginosa ise genelde
nozokomiyal infeksiyonlardan izole edilmektedir (Ozmen vd, 2010).

Infeksiyonlarda tibbi neme sahip gram negatif bakteriler; Klebsiella tiirleri, E.
coli, P. aeruginosa gibi tiirlerinin yiiksek seviyede direngli oldugu saptanmustir.
Siklikla karsilagilan diren¢ mekanizmalari gram negatif bakteriler igin sunlar
bildirilmektedir (Besirbellioglu, 2010);

e Antibiyotikleri pargalayabilen enzimlerin liretilmesi,
¢ Antibiyotiklerin baglandig1 bolgelerdeki mutasyon
e Dis membran proteinlerindeki  farklilagmalar  sonucu antibiyotik

gecirgenliginde azalma goriilmesi.
2.12.  Aristolochiaceae Familyasi

Aristolochia cinsi ¢cogunlukla her iki yarim kiirenin tropikal, subtropikal ve
Akdeniz bolgelerine dagilmis olan yaklasik 550 tiirden olusan bir bitki tiiriidiir
(Neinhuis vd, 2005; Tosunoglu ve Malyer, 2014; Wanke vd, 2007). Asya, Afrika,
Kuzey ve Giiney Amerika ve Avustralya kitalarinda meydana geldigi bilinmektedir
(Lopes vd, 2001). Cogu tropik olan bu bitki cinsinin bir kism1 Kanada, Iskandinavya
ve Kuzey Japonya’da bulunmaktadir (Koriem vd, 2014). Baz1 Aristolochia tiirleri siis
bitkisi olarak da yetistirilmistir (Wu vd, 2002). Aristolochia tiirleri, otsu, uzun 6miirli,
alt dallar ya da galilar bulunduran polimorfik veya loblu yapraklardan meydana
gelmektedir (Kumar vd, 2003; Li vd, 2010). Aristolochia iyeleri, ¢ali, liyan, yar1 ¢ali
ve otsu (bazi tiirleri ise geofit yapida) sekillerde bulunabilen (Pfeifer, 1966; Wagner
vd, 2014; Wagner vd, 2012), cigek, yaprak, govde, meyve, kok ve yardimci
organlarindan meydana gelmektedir (Korkmaz ve Durmaz, 2015).

Aristolochia cinsi, geleneksel Cin tibbinda da (TCM) siklikla yer alan bir¢cok
liyeye sahip genis bir bitki familyas1 olup (Nortier ve Vanherweghem, 2007)
yapraklarinin sekillerinde farklilik gostermektedirler.

Ancak enine kesildiklerinde tipik bir aga¢ gévdesi yapisina sahip olan koklere sahiptir
(Humans ve Cancer, 2002). Bitkinin her kismi (yaprak, ¢igek, kok gibi) farkli bir Cin
ismine sahiptir (Nortier ve Vanherweghem, 2007). Aristolochia cinsi, faydal
ozelliklerinin bir sonucu olarak geleneksel tipta ¢ilginca kullanilan 6nemli bir cins
olup (Al-Barham vd, 2017) kokii, yapragi, sap1 ya da kendisi biitiin olarak kurutularak
bircok hastalifin tedavisinde kullanilmaktadir (Nortier ve Vanherweghem, 2007).
Geleneksel tipta, bu bitki tiirii “bin adam” olarak bilinmektedir (Lopes vd, 2001).
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Tedavi amagh kullanildig: belli basli hastaliklar, astim, oksiiriik, hemoroid, artralji,
O0dem, bas agrisi, karin agrisi, yilan ve bocek isiriklari, ilserler ve idrar yolu
enfeksiyonlar1 oldugu sdylenebilmektedir. Bircok Avrupa iilkesinin halk tibbinda
kullanimi yiizyillardir bilinmektedir. Hatta Fransa’da Catherine de Me’dicis’in “yesil
oda” olarak bilinen iinlii “Chenonceau” kalesinde 16. yiizyildan kalma “Aristolochia
Goblen” isimli Briiksel gobleni bulunmaktadir (Sekil 2.33) (Nortier ve
Vanherweghem, 2007).

Sekil 2.293. 16. ve 17. yiizyillarda kullanilan tencere, kutu ve halk ilaglar1 (A) "Aristolochia Gobleni"
(B) Zayiflama hapi (C) (Nortier ve Vanherweghem, 2007)

2.12.1. Aristolochia bodamae Dingler

Yakin Dogu Aristolochia tiirii Davis ve Khan (1961) tarafindan ayrintili olarak
tanimlanmis ve daha sonra Tiirkiye ve Dogu Ege Adalari’ndan 23 tiir bildirilmektedir
(Davis ve Leblebici, 1982). Aristolochia Akdeniz havzasinda, 6zellikle Tiirkiye nin
giiney ve batt Anadolu bolgelerinde oldukca ¢esitlidir. Tiirkiye’de 27 tiir bulundugu
bildirilmektedir (Tosunoglu ve Malyer, 2014).

A. bodamae, Aristolochiaceae familyasina dahil olan bu tiirlerden biridir. 1962
yilinda Ingiliz bilim adamlari tarafindan Samsun’da kesfedilip Tiirkiye Bitkileri
Envanteri’ne kaydedilmektedir. A. bodamae olarak bilinen bu bitki lokal bir endemik
tiir olup koruma altindadir. A. bodamae, genel olarak ¢igek (Sekil 2.34), yaprak (Sekil
2.35) ve kok (Sekil 2.36) kisimlarindan olusmaktadir.
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Sekil 3.315. A. bodamae yaprak kismi

Sekil 2.326. A. bodamae kok kismi
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2.12.1.1. Aristolochia Tiirlerinin Fitokimyasal Yap1 Incelenmesi

Aristolochia’nin altmistan fazla tiirii, diinyadaki arastirma gruplar1 tarafindan
fitokimyasal ¢alismalarin hedefi olmakta ve bu bitki ailesinin neredeyse tiirlerinin
hepsinde aristolohik asit tlirevleri ve terpenoidlerin ¢ogu kaurane, clerodan ve labdan
diterpen tiirevleri bulunmaktadir (Pacheco vd, 2009). Ayni1 zamanda yapilan baska
fitokimyasal arastirmalarda bu bitki tiirlinde hem aporfinik, tetrahidroproberberinik,
benziltetrahidroizokinolik hem de bisbenziltetrahidroizokinolik alkolitlerin (Rastrelli
vd, 1997) ve diger azotlu tiirevlerin (fenantrenoidler, aristolaktamlar ve porfirinler)
(Wu vd, 2000) varlig1 ortaya koyulmustur. Bu bitki tiiriinii ugucu yaglar tasimakta olup
(Wu vd, 2004) fenollerin, flavonoidlerin, kinonlarin, kumarinlerin, lignoidlerin
(fenilpropanoidler, neolignandlar ve lignandlar) de siklikla bu bitkiden izole edildigi
belirtilmektedir (Leitao ve Kaplan, 1992).

Aristolochia tiirlerindeki en ¢ok bulunan bilesenin aristolohik asit (AA) oldugu
goriilmektedir (Mix vd, 1982). Ug tiir aristolohik asit bulunmaktadir. Bunlar;
Aristolohik asit I, Aristolohik asit II ve Aristolohik asit III’tiir (Alali vd, 2006). Fakat
Aristolochia tirlerinin bilesenleri arasinda, Aristolohik asit I ve Aristolohik asit II
genellikle en gii¢lii olanlaridir (Goun vd, 2002).

Bitki besin takviyeleri (PFS) ve diger bitkisel iirlinler bilinen saglik yararlari i¢in
yaygin olarak tiiketilmektedir (Abdullah vd, 2017).

AA’lar, diinya ¢apinda kullanilan en eski geleneksel ilag sistemlerinden biri olarak
bilinen Aristolochiaceae familyasinda bulunmaktadir (Zhang vd, 2004). Aristolochia
tiirlerinden tiiretilen AA’lar, aristolohik asit I (AA 1) ve aristolohoik asit II (AA II)
dahil olmak iizere yapisal olarak iligkili iki nitrofenantren karboksilik asitin bir
karisimi olarak ortaya ¢ikar (Abdullah vd, 2017). Aristolochia bitkileri, kadin
dogumunda ve yilan 1siriklarinin tedavisinde (Stiborova vd, 2008). Aristolochia tiirleri
ayn1 zamanda Cin geleneksel ilaclarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aristolochia
contorta Bge’nin kuru meyveleri ve A. debilis Seib. Cin tibbinda solunum yolu
hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilirken, Tianxianteng olarak bilinen bitki kisimlari
antiromatizmal bir ajan olarak kullanilmaktadir (Abdullah vd, 2017). AA’larin
antienflamatuar 6zelliklerinden 6tiirii, AA iceren preparatlar, Almanya’da farmasotik

preparatlar olarak gelistirilmektedir (Stiborova vd, 2008).

92



2.12.1.2. Aristolochia Tiirlerinin Etnofarmakolojisi

A. debilis ekstresinin lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen fare makrofaj RAW
264.7 hiicrelerinde COX-2 ve INOS aktivitelerinin giiclii inhibisyon gosterdigini
bildirmektedir (Hong vd, 2002). A.grandflora’nin tim bitkisinin 6zleri, Bothrops
atroks zehrinin hemorajik etkisine karsi orta derecede ndtralizasyon yetenegi
gostermistir (Otero vd, 2000). Baz1 Aristolochia tiirlerinin bocek 6ldiiriicti ve bocek
kovucu aktiviteye sahip olduklar bildirilmektedir. Ornegin, bir bdcek kovucu olarak
A. clematitis, sineklere ve kurtguklara kars1 A.grandiflora kullanilmaktadir (Secoy ve
Smith, 1983). A. bracteata ekstreleri sivrisineklere karsi agik aktivite gostermektedir.
A.indica’nin ugucu yaginin antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur (Shafi vd,
2002). A.indica 6ziitii, adenokarsinom 755 test sistemine karsi tekrarlanabilir timor
onleyici aktivite gdstermektedir (Kupchan ve Doskotch, 1962). A.indica koklerinin
ham petrol eteri, kloroform ve alkollii ekstraktlarinin, olgun disi farelerde %100 diisiik
etkinlik sergiledigi bulunmaktadir (Che vd, 1984; Pakrashi vd, 1976). A. macroura’nin
metanolik ekstresi, bir insan hepotoseliiler karsinom hiicre dizisi HepG2’ye karsi
sitotoksisite gosterdi. A.paucinervis’in rizomlarinda elde edilen deffated kloroform
fraksiyonu, C.perfringens ATCC13124 ve E. faecalis ATCC 29212 gibi bakteri
suslarina kars1 yliksek bir bakteriyostatik aktiviteye sahiptir (Gadhi vd, 2001).

Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarini 6zellikle gazli kangren ve bagirsak
hastaliklarin1 tedavi etmek icin Fas geleneksel tipta A.paucinervis kullanimini
desteklemektedir (Gadhi vd, 1999). A.trilobata yapraklarinin ve kabugunun heksan
ozleri, Staphylococcus aureus’a karsi en aktifti ve bu durum, derin ve yiizeysel
yaralarin iyilesmesinde geleneksel kullanimini dogrulamaktadir (Camporese vd,
2003). A. trilobata yapraklarinin kloroform ekstresinin antienflamatuar etki gosterdigi
goriilmektedir. A. longa Bati Cezayir’in yerel eyaletlerinde kanser gibi cesitli
rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanildigina dair kanitlar bulunmaktadir.
Ezilmis kokler genellikle bal, siit, su veya diger tibbi bitkilerde karistirilarak
kullanilmaktadir (Benarba ve Meddah, 2014). Aristolochia iiyelerinin biyolojik

faaliyetleri ve biyoaktivileri Tablo 2.18’de 6zetlenmektedir.
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Tablo 2.18. Aristolochia liyelerinin biyolojik faaliyetleri ve biyoaktiviteleri (Wu vd, 2004)

Botanik Ismi Kullanim Alam Kism
A. acutifolia Erizipellerin (y1lancik hastalig1) tedavisi Bitkinin tamamu
A. albida Cilt hastaliklarin i¢in merhem; dizanteri,gastrointestinal kolik ve Rizomlar
yilan 1siriklarinin tedavisinde adjuvan (cerrahi sonrasi) olarak
A. argentina Bir emmenagog olarak antiseptik, terletici ve idrar soktiiriicii Toprak iistii
olarak, artrit, zehirlenme ve kagint1 tedavisinde kisimlari
A. baetica Emmenagog olarak kanserde Kok
A. birostiris Kanser Kok
A. bracteata Bir emmenagog, antelmintik (bagirsak solucanlarini diisiiriicii Bitkinin tamamu
veya Oldiirlicii etki), miishil, sivrisinek kovucu, panzehir,
anodin(agri kesici ilag), bocek ilact olarak
A. brevipes Artrit, yara, yilan 1sirmasi ve dis agrisi tedavisinde Rizomlar
A. chamissonis Istikrarsizlik Bitkinin tamamu
A. chilensis Logusal sekresyonlarda bir emmenagog olarak Kok
A. cinnabarina Analjezik (agr kesici ilag ) olarak Kok
A. clematitis Kanser, adet sorunlari, iilser, yara ve tiimdrlerin tedavisi, onarici Kok
etki ve bocek kovucu
A. contorta Kanser Kok
A. constricta Antispazmodik (spazm ¢oziicii), analjezik, antikanser, sitma Toprak iistii
onleyici, antienflamtuar bir ajan olarak ve yilan 1sirmasinda kisimlari
tedavi amaglt
A. cucurbitifolia Yatistirict,antiphlogistic(iltihap azaltic1), balgam soktiiriicii, Meyve ve kok
antitussif (Okstirtigii kesen veya dnleyen) ve antiastmatik (astim
ndbetlerini dnleyen veya tedavi eden) ajan olarak yilina 1sirig1 ve
akciger iltihabi tedavisi
A.deblis Bronsektazi ve yiiksek tansiyonu diigiirmede Kok
A. giberti Mide agrisinda, sislik tedavisinde Bitkinin tamami
A.gigantea Bir emmenagog olarak, kiirtaj ve antiseptik tedavi cilt hastaliklar1 ~ Bitkinin tamami

A. grandiflora
A.heterophylla
A. indica

A. kaempferi

A. kankavensis
A. liukiuensis
A.macroura

A. manshuriensis
A. maurom

A. mollisima

A. paucinervis
A.rotunda

A.rodriguesii
A.triangularis

A.tuberosa
A.yunnanensis

A.zollingeriana

tedavisinde

Uterotonik, sitotoksik, ve antimikrobiyal ajan olarak ve yilan
1sir181 tedavisinde, sinek ve kurtcuk kovucu olarak kullanimi
Balgam soktiiriicii, antitussif, antiastmatik ve analjezik; yilan
1s1r1g1 tedavisinde

Kardiyotinik, idrar soktiiriicii, antienflamatuar, bagirsak
solucanlarina ve yilan 1siriklarina ve sokmalarina karsi tedavide
Astim, oksiiriik tedavisi, bir antivenom(zehirli 1sirik ve sokmalara
kars1), antibakteriyel ajan, antipruritik (kasint: karsitr),
hipotansif(diisiik tansiyon), balgam soktiiriicii ve emetik
(kusturucu) olarak kullanimi

Balgam soktiiriicii, antitussif, analjezik ve antiasmatik
Antiphlogistik, detoksik ve anodin olarak

Yilan 1siriklart ve romatizmal tedavide, dolagim uyaricisi olarak,
antienflamatuar, antiseptik olarak ve diisiik dogum tedavisinde
Bronsektazi tedavisinde ve yiiksek tansiyonu diigiirmede
Antiseptik olarak yara iyilesmesinde

Analjezik, antikanser, antimalaryal, antiflamatuar,
antiromatizmal ve brongektatik ajan olarak , yiiksek tansiyonu
diisiirmede, mide agrisinda ve karin agrisinda tedavi i¢in

Cilt enfeksiyonlar1 tedavisinde, kangren ve iist solunum yolu
enfeksiyonlarinda

Kanser

Diisiik ve antienflamatuar olarak; yilan isiriklari tedavisinde
Antiromatizmal, antifertilite maddesi, terletici, diiiretik,
antiseptik, emmenagog, panzehir ve yaralarin iyilesmesinde,
diisiik ve cilt hastaliklarinin tedavisinde

Bogaz agrisi, yilan 1sirmasi ve tiiberkilozda

Gastroentestinal hastaliklarin tedavisi, trikomoniyaz ve gesitli
agrilarda

Balgam soktiiriicii, agr1 kesici, antitussif, antiasthmatik ve
analjezik; yilan isiriklari tedavisinde

Toprak stii kism1
Meyve, kok
Kok

Bitkinin tamami

Meyve ve kdk
Kok
Bitkinin tamamu

Bitkinin tamamu
Kok

Meyve, kdk
Bitkinin tamami
Bitkini tamami

Bitkinin tamamu
Kabuk kismi1

Kok
Kok

Meyve, kok
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2.12.1.3.Aristolochia Tiirlerinin Biyoaktivitesi

Tibbi bitkilerin biyolojik aktiviteleri kimyasal bilesikleriyle yakindan iliskilidir
(Hashemi vd, 2008). A. tagala koklerinden petrol eteri, etil asetat ve etanol
ekstraktlarinin, siklooksigenaz (COX) ve lipooksigenaz (LOX) inhibitorlere benzer
olabilecek bir antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Aktif bilesen
kaemferol, etil asetat ekstresinin PGE> ve LTB4 tarafindan inhibe edildigi i¢in
antienflamatuar  aktivitesinden sorumludur. Bu nedenle, A.tagala 06zleri,
antienflamatuar bozukluklarin tedavisinde biiylik potansiyel fayda saglayacaktir
(Battu vd, 2011).

A.longa sulu ekstraktinin giicli bir antifungal aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir (Benarba ve Meddah, 2014). Bu aktivitesinin igerdigi bilesiklerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Fitokimyasal arastirmalarda A. longa’nin sulu
ekstraktinda bulunan bilesikler polifenoller, fenolikler, flavonoidler, tanenler, c-
heterosidler, karbonhidratlar ve saponinlerdir. Bunlarin i¢inden antifungal aktiviteden
sorumlu oldugu diisiiniilenler fenolik bilesikler, flavonoidler ve saponinlerdir.
Mikroorganizmalara fenolik toksisiteden sorumlu oldugu diisiiniilen mekanizmalar
arasinda muhtemelen siilfidril gruplariyla reaksiyon veya proteinlerle daha spesifik
olmayan etkilesimler yoluyla oksitlenmis bilesikler tarafindan enzim inhibisyonu
bulunmaktadir. Diger yandan saponinler, mantar hiicrelerinin zar biitiinliiglin{i bozarak
etki gostermektedir (Arif vd, 2009). A.longa’da toplam fenolikler ve flavonoidler
sirastyla 1.47 mg/g ve 0.8 mg/g olarak hesaplanmaktadir (Djeridane vd, 2006).
Igerdigi biyoaktif bilesiklerin varlig1 nedeniyle kanser tedavisi i¢in umut verici yeni
bir ilag kaynag1 ve iyi bir antifungal ajan olarak diisiiniilmektedir (Benarba ve Meddah,
2014).

A. clematitis kokleri lizerinde yapilan fitokimyasal tarama sonucu tanenlerin,
alkoloidlerin ve ugucu yaglarin varlig: tespit edilmektedir. Yiiksek performansl ince
tabaka kromatografisi (HPTLC) taramasi, incelenen ekstraktlarin antioksidan etkisini
niteliksel olarak saglamaktadir. Ayrica A. clematitis’ten tanenlerin ve metanol ham
ekstrelerin, sirastyla 0.196 ve 0.142 mg/ml ICso degerlerine sahip giiclii bir DPPH
temizleme potansiyeline sahip oldugu bulunmaktadir. Giiney Cezayir’de kullanilan
A.clematitis’in tibbi kullanimlarmma ek olarak, antitiimor ve antikanser olarak

kullanildig: da belirtilmektedir (Benmehdi vd, 2013).
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A.clematitis L. bitkisinin, aristolohik asitler, aristolaktam N-B-D-glukozit,
magnoflorin iyodiir, aristolon, [-sitosterol, B-sitosterol [-D-glukozit, ferulik (4-
hidrosisinnamik) asitler ve metil esterdir (Kostalova vd, 1991). A. clematitis’in ham
su, dietil eter ve metanolik ekstraktin fitokimyasal taramasi, serbest alkoloidler,
alkoloid tuzlari, steroidler, terpenoidler, tanenler, antrasenozitler, antosiyanositler,
indirgen sekerler, yag asitleri ve ugucu yaglarin varligin1 ortaya ¢ikarmaktadir. A.
clematitis’in antioksidan etkinligini ihtiva ettigi bu aktif bilesikler sayesinde olustugu
bildirilmektedir. Hatta bu etki ana bilesenlerin yiiksek yiizdesinde degil, ayn1 zamanda
kiiciik miktarlarda diger bilesenlerin varligindan ya da aralarindaki sinerjiden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Benmehdi vd, 2013).

A.bracteolata bitkisinin nitrik okside kars1 serbest radikal temizleyici olarak
davrandig1 goriilmektedir (Shirwaikar ve Somashekar, 2003). Bagka bir ¢calismada, A.
bracteolata metanol ekstraktinin, hekzan ve etil asetat ekstraktina kiyasla nitrik oksiti
temizlemek i¢in en iyi oldugu goriilmiistiir. Nitrik oksit, hayvan viicudundaki cesitli
enflamatuar siireclerde énemli bir rol oynamaktadir. Nitrik oksit radikal inhibisyon
calismasi, ekstraktin gii¢lii bir nitrik oksit tutucu oldugunu gostermektedir. Ekstrakt,
nitrik oksit ile dogrudan reaksiyona girmesi ve ayrica sentezini inhibe etmesi i¢in
oksijen ile rekabet ederek nitrik olusumunu inhibe etmektedir. Metanol 6ziitii, serbest
radikal aracili deoksiriboz hasarin1 O6nemli Ol¢iide inhibe etmektedir ve lipit
peroksidasyonunu da gii¢lii bir sekilde inhibe etmektedir (Das vd, 2016).

A. bracteolata’nin metabolik ekstraktinin streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik sigan modeline karst antidiyabetik ve hipolipidemik aktivitesi
degerlendirildiginde bu biyoaktivitelere sahip oldugu gosterilmektedir. Diyabetik
kontrol grubuna gore yiiksek kan sekeri diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu
bulunmaktadir. Diyabette en sik goriilen lipit anormallikleri hipertrigliseridemi ve
hiperkolesterolemidir. 200 mg/kg ve 400 mg/kg’da A. bracteolata’nin metanolik
ekstresi, toplam kolesterol, trigliseritler, LDL ve VLDL (diisiik yogunluklu
lipoprotein)’nin yliksek seviyelerini 6nemli Olgiide azalttigi ve ayrica diyabetik
hayvanlarda HDL seviyelerini doza baghh bir sekilde arttigi goriilmektedir.
Fitokimyasal ve farmakolojik ¢aligmalarda, A.bracteolata’nin metanolik ekstraktinin

fenolik ve flavonoid icerdigi tespit edilmistir (Raju ve Reddy, 2017).
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Act ve keskin bir tada sahip olan A. fagala Cham. (ATC)’in kurutulmusg
kokiinlin ates disiiriicli, iltthap Onleyici ajan, kas gevsetici, istah arttirici ajan,
antienflamatuar ajan analeptik oldugu belirtilmektedir (Tripatara vd, 2012).

Kimyasal olarak Aristolochia L. cinsinin bitkilerinin, agirlikli olarak
aristolohik asitlerin 16kositlerin fagositozuna neden oldugu ve ayrica antitimor (Wall
vd, 1987) ve genotoksik (Mengs ve Klein, 1988) aktiviteleri ortaya koydugu fenantren

tiirevleri icerdigi bilinmektedir.

97



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sigma: FeSOs, kuersetin, a-tokoferol, DTNB (5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik
asit)), NADH, Folin&Ciocalteu’s reaktifi ve galantamin

Merck: NADH-Na, K>S:0s, FeCls, EDTA, FeCl,.4H.O, NaOH, HCI,
K3[FeCNg], H2SO4, Tween-20, askorbik asit, tire, CaCl,.2H>0O, askorbik asit, lire,
CaCl2.2H,0 ve MgCl,.6H>0O

Sigma-Aldrich: ectilasetat, aseton, hekzan, Metanol, Na;S>03, NBT, HxOa,
ferrozin, n-biitanol, TCA (trikloroasetik asit), K-HPO4, KH2PO4, amonyummolibdat
ve Na2CO3

Aldrich: TBHQ (tersiyer-biitilhidroksikinon), 2-deoksiriboz, sodyum fosfat,
Vitamin E, trolox

Liofilchem: MHB (Mueller Hinton II Broth)

Acros: PMS (fenazin metosiilfat), TBA (tiyobarbiitirik asit)

Himedia: MHA (Mueller Hinton Agar)

Fluka: Ureaz, DPPH, linoleik asit

3.2. Kullanilan Cihazlar

Otomatik pipetler (Brand (10-100 pL, 100-1000 pL), Brand (5-12 mL elektronik
tekrarlamal1), Socorex (100-1000 pL) ve Nichipet EX (20-200 pL, 100-1000 pL, 1000-
5000 pL)).

Analitik terazi (Radwag),

Derin dondurucu (Nuaire, -80 °C ve Sanyo, -35°C),

Laboratuvar parcalayici (Waring Commerical),

Liyofilizator (Alpha 1-2 LD Plus),

Otoklav (Astell scientific)

UV-Vis spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific Evolution Array),

Manyetik karistirict (EMS 300 HS),

Evaporator (Rotary evaporator RE100)

Sallantil1 su banyosu (Clifton),

Vorteks (Velp Svientifica),

Etiiv,

Ultrasonik banyo (Kudos),
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pH metre (Eutech Instruments),
Isitic1 (Electomantle),

Santrifiij (MSE Mistral 2000)
3.3. Aristolochia bodamae Dingler

A. bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlari Samsun ili Bafra
ilgesinde yer alan Kizilirmak Deltasi’ndan Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi olan Prof. Dr. Hasan KORKMAZ tarafinca
2016 yilinin Haziran ayinda toplanmistir. Bitkinin ¢i¢ek, tohum ve yaprak kisimlari
ayiklandi, yikand1 ve etiiv yardimiyla kurutululdu. Orneklerin toz haline gelmesi igin

laboratuvar pargalayicisi kullanildi ve toz 6rnekler -20°C de saklandi.
34. Metod
3.4.1. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanisi

A. bodame cigek, yaprak ve tohum kisimlari farkli poliritedeki su, etanol,
metanol, hekzan, aseton ve etilasetat ¢oziiciiler kullanilarak ekstraksiyon islemi
uygulandi. Kuru bitki 6rnekleri etanol, metanol, hekzan, aseton ve etilasetat ¢oziiciileri
kullanilarak soksilet cihazinda ekstraksiyon islemi gerceklestirildi ve Watman no:1
stizgec kagidi kullanilarak siizme islemi gergeklestirildi. Daha sonra ekstrakt
karigimlarinin ¢oziiciileri 40 °C de doner buharlastirict kullanilarak uzaklastirildi. Elde
edilen ham ekstraktlar -50 °C de ve 0.01 mBr basing altinda liyofilizasyon isleminden
gecirildi ve toz ham ekstraktlar elde edildi. Kuru bitki 6rnekleri su esktraksiyonu ise,
magnetik karistirict kullanilarak kaynar suda ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Su
ekstrakt Watman no:1 siizge¢ kagidinda siiziilerek berrak karigim elde edildi ve -20°C
de saklandi. Donmus su ekstrakt -50 °C de ve 0.01 mBr basing altinda liyofilizasyon
islemi uyguland1 ve toz ham ekstrakt elde edildi.

Toz halindeki ham ekstraktlar tartilip yiizde verimleri hesaplanip kaydedildi.
Ham ekstrakt 6rnekleri kimyasal analiz ve biyoaktivite testlerinde kullanilmak tizere -

20°C deki dondurucuda saklandi.
3.4.2. Ornekler ve Standartlar

A.  bodamae (AB) ekstrakt Orneklerinin ve standartlarin  farkli

konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) c¢ozeltileri hazirlandi. Deneysel calismalarda
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kullanilan standart kisaltmalardan yararlanildi ve Tablo 3.1°de gosterildigi gibi

diizenlendi.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanildigimiz ekstrakt ve standartlarin isimleri ve kisaltmalari

Ekstrakt Adi Coziicii Kisaltma Standart Adi Kisaltma
A. bodamae Cigek Aseton ABCAS a-tokoferol -

A. bodamae Cigek Etil Asetat ABCEA Askorbik Asit -

A. bodamae Cigek Etanol ABCET Biitillendirilmis Hidroksianisol =~ BHA
A. bodamae Cigek Hekzan ABCHE Biitillendirilmis Hidroksitoluen = BHT
A. bodamae Cigek Metanol ABCME t-Butil Hidrokinon TBHK
A. bodamae Cigek Su ABCSU Troloks -

A. bodamae Tohum  Aseton ABTAS Etilendiamin Tetraasetik Asit EDTA
A. bodamae Tohum  FEtil Asetat ABTEA Galantamin -

A. bodamae Tohum  Etanol ABTET Tiyoiire -

A. bodamae Tohum  Hekzan ABTHE Amoksilin -

A. bodamae Tohum  Metanol ABTME Tetrasiklin -

A. bodamae Tohum  Su ABTSU

A. bodamae Yaprak  Aseton ABYAS

A. bodamae Yaprak  Etil Asetat ABYEA

A. bodamae Yaprak  Etanol ABYET

A. bodamae Yaprak  Hekzan ABYHE

A. bodamae Yaprak  Metanol ABYME

A. bodamae Yaprak  Su ABYSU

3.4.3.

Deneysel Kisim

Tez caligmasi bes ana baslik altinda toplanmaktadir. Bu ¢alismalar Tablo 3.2°de

gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Yapilan deneysel ¢aligmalar

Fotokimyasal Antioksidan Enzim Antibakteriyel DNA ile
bilesen aktivite inhibisyon aktivite ilgili aktivite
tayinleri tayinleri aktiviteleri testleri tayinleri
-Toplam -Toplam -Ureaz inhibisyonu  -Disk difiizyon ~ -DNA
fenolik tayini  antioksidan aktivitesi  -Asetilkolinesteraz ~ metodu koruma
-Toplam -indirgenme giicii inhibisyonu -Mikrodilisyon  aktivitesi
flavonoid -Lipid peroksidasyon metodu -Deoksiriboz
tayini inhibisyonu koruma
-LC-MS/MS -Serbest radikal aktivitesi
ile fenoliklerin ~ giderme aktivitesi
analizi -Metal selat

aktivitesi

-Siiperoksit anyonu
giderme aktivitesi

3.44.

Fitokimyasal Bilesen Tayinleri

Bitki materyallerinin antioksidan bilesenlerinin sagliginin korunmasi ve koroner

kalp hastalig1 ve kansere karsi korunma potansiyeli, tiiketiciler belli saglik etkileri olan

fonksiyonel gidalara dogru ilerledikce bilim adamlar1 ve gida iireticileri arasinda ilgi

uyandirmaktadir. Antioksidatif etki esas olarak flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik
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diterpenler gibi fenolik bilesenlerden kaynaklanmaktadir (Thirugnanasampandan vd,

2008).
3.4.4.1. Toplam Fenolik Tayinleri

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarmin farkl ¢oziiciiler kullanilarak
hazirlanan ekstraktlar1 i¢in toplam fenol tayini Folin C metodu kullanilarak tayin edildi
(Singleton ve Rossi, 1965). 1 ml ekstrakt ve 46 mL deiyonize su homojen karigtirildi.
Sonrasinda her birine 1’er mL Folin&Ciocalteu’s reaktif eklendi. Karisim 3 dakika
sonra 3 mL % 2’lik Na,COs3 ¢ozeltisi ile karistirildi ve 2 saat karanlik ortamda sallatili
su banyosunda inkiibe edildi. Toplam fenol tayini i¢in karigimin absorbansi 760 nm’de
oOl¢iildii. Standart olarak gallik asit kullanild1 ve ekstraktlarin toplam fenol igerigi “mg

gallik asit esdeger (GAE)/ g kuru bitki” olarak belirlendi.
3.4.4.2. Toplam Flavonoid Tayini

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin farkli ¢oziiciiler kullanilarak
hazirlanan ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigi kolorometrik metodu kullanilarak
tayin edildi (Zhishen vd, 1999). 250 pL ekstrakt, 1.25 mL su ve 7.5 mL %5’lik NaNO
homojen karistirildi. 5 dakika sonra 150 pL %10’luk AICI36H20 ¢ozeltisi eklendi. 6
dakika icerisinde 500 pL. 1 M NaOH c¢ozeltisi eklenip tekrar iyice karistirildi ve 275
uL su eklendi. Toplam flavonoid igerigi tayini i¢in karisimin absorbansi 415 nm’de
Olctliip kaydedildi. Standart olarak kuarsetin kullanildi ve ekstraktlarin toplam
flavonoid igerigi “mg kuersetin esdeger (KE)/g kuru bitki” olarak belirlendi.

3.4.4.3. LC-MS/MS ile Fenoliklerin Analizi

A. bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarindan hazirlanan
ekstraktlarin fenolik bilesen igeriginin kantitatif analizi i¢in uygun kromatografik
kosullar ile analizler uygulandi (Cavaliere vd, 2005; Ertas vd, 2015).

Ekstraktlarin LC-MS/MS analizleri i¢in 100 mg/mL ¢ozeltileri hazirland1 ve 0.2 pm
mikrofiber kullanilarak siiziildi.

Analiz, Shimadzu modeli LCMS 8040 ve LC tandem cihazina baglanan MS
kullanilarak gerceklestirildi. S1vi kromatograf, iki pompali LC-30AD, DGU-20A3R
degazor tnitesi, CTO-10ASvp kolon firin ve SIL-30AC otomatik ornekleyici
(otomatik numune alma cihazi) ile gergeklestirildi. Kromatografik ayirma, bir C18 ters
fazli Inertsil ODS-4 (50 mm x 4.6 mm, 3 pm) analitik kolon iizerinde gergeklestirildi.
Kolon sicakligr 30 °C 'de sabitlendi. Eliisyon gradyani, mobil faz A (% 0.1 formik
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asit/su), mobil faz B (% 0.1 formik asit/metanol) ve mobil faz C 'den (% 50 metanol)
olusuyordu. LC gradyan zaman programinda t (dakika) - % B: (0, 14), (34,37), (36,37),
(51,38), (53,38), (67,44), (69,44), (69.90,44) ve (95,14) olarak uygulandi. Coziicii akis
hiz1 0.4 mL/dk 'da tutulmus ve enjeksiyon hacmi 15 pL olarak eklendi. MS tespiti hem
pozitif hem de negatif iyonizasyon modlarinda ¢alisan bir ESI kaynag1 ile donatilanan
Shimadzu LCMS 8040 model ii¢lii dort kutuplu kiitle spektrometresi kullanilarak
gerceklestirildi. LC-MS/MS verileri LabSolutions yazilimi programi (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) vasitasiyla toplandi ve hesaplamalar yapildi. Analitleri 6lgmek igin
coklu reaksiyon izlemcisi (MRM) modu kullanild1 ve arastirilan bilesiklerin analizi,

bilesik basina iki veya li¢ gecisin ardindan gergeklestirildi.
3.4.5. Antioksidan Aktivite Tayinleri

Antioksidanlar, sagligi koruyan faktor olarak onemli bir rol oynamaktadir
(Geetha vd, 2016). Antioksidanlar serbest radikalleri atmada gorev almaktadir (Das
vd, 2016). Bu durum antioksidanlarin kanser ve kalp hastaligi da dahil olmak iizere
kronik hastalik riskini azalttigin1 gostermektedir (Geetha vd, 2016). Hastaliklarin cogu
temel olarak serbest radikaller nedeniyle oksidatif stres ile baglantilidir. Serbest
radikaller herhangi bir biyokimyasal siire¢ ve normal metabolizma i¢in temeldir (Fang
vd, 2002). Antioksidan sistemler ya bu reaktif tiirlerin olusmasini 6nler ya da hiicrenin
hayati bilesenlerine zarar vermeden O6nce onlar1 yok eder. Antioksidan takviyeleri veya
antioksidan iceren gidalar, insan viicudundaki oksidatif hasar1 azaltmak i¢in kullanilan
oksidasyon siirecine miidahale edebilmektedir (Giilgin vd, 2002; Miller vd, 1995).

Biitillendirilmis hidroksi anisol (BHA), biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT),
troloks ve tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar gida
endiistrisinde gidalarin bozulmasin1 6nlemek ve gidalarin raf émriinii uzatmak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Hotta vd, 2002). Bununla birlikte, sentetik
antioksidanlarin kullaniminin insanda kanser olusumu ve karaciger hasari riskini
artirdig1 goriilmektedir (Ito vd, 1983; Namiki, 1990). Bu riskin, dogal antioksidanlara
kiyasla sahip olduklar1 toksisitelerinden kaynaklandigi one siiriilmektedir
(Jegadeesware vd, 2014). Bu nedenle bitki kaynakli yeni dogal antioksidanlarin
arastirilmasi artmistir (Das vd, 2016).
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3.4.5.1. Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesi Amonyummolibdenyum Y &ntemi
kullanilarak  belirlendi. Yontem Mo(VI)’in  Mo(V)’e indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Indirgenme gerceklestiyse yesil bir renk gdzlemlenmektedir
(Mohamed vd, 2007; Prieto vd, 1999). Farkli konsantrasonlarda hazirlanan 6rnek veya
standart maddelerden 0.3 mL alind1. Uzerine 0.6 M H2SOa, 28 mM sodyum siilfat ve
4 mM amonyummolibdenyumun karistirrmindan olusan 2.7 mL reaktif ¢ozeltisiyle
kanstirildi. Karisim 95 °C’lik su banyosunda 90 dakika boyunca inkiibe edildi. Oda
sicakliginda sogutulan karisimin absorbans degeri 695 nm’de dl¢iildii. Orneklerin

aktiviteleri Aos (ug/mL) olarak ifade edildi ve * degerleri belirlendi.

3.4.5.2. indirgenme Giicii Tayini

3490 2+9

Ekstraktlarin indirgenme giicti tayini, Fe’"’lin, Fe*"’ye indirgenmesi esasina
dayanmaktadir (Huang vd, 2005; Oyaizu, 1986). 1 mL ekstrakt, 2.5 mL fosfat tamponu
(0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 mL %1 ’lik K3Fe(CN)s homojen karistirildi. 20 dakika boyunca
50°C’de su banyosunda inkiibasyon yapildi ve karisima 2.5 mL %10 TCA eklendi.
Daha sonrasinda karisimdan 2.5 mL alindi ve {izerine 2.5 mL su ilave edildi. Son
olarak, 0.5 mL % 0.1 FeCls ilave edilip karisim1 vorteks ile iyice karistirilmasi
sagland1. Orneklerin 700 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢iiliip kaydedilerek

Aos (ug/mL) ve r degerleri belirlendi.
3.4.5.3. Lipit Peroksidasyonu Inhibisyon Tayini

Ekstraktlarin lipit peroksidasyonu inhibisyonu diizeyi linoleik asit kullanilarak
spektrofotometrik yontem uygulandi (Choi vd, 2002). 1 mL ekstrakt, 550 pL 0.02 M
linoleik asit, 500 pL fosfat tamponu (100 mM, pH 7.4) ve 150 pLL 10 uM askorbik asit
vorteks yardimiyla homojen karistirildi. Karigima 0.1 mL 10 uM FeSOys ilave edilerek
reaksiyon baslatild1 ve 37 °C’lik sallantil1 su banyosunda 60 dakika boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra karisima soguk %10’luk TCA (%0.5°lik 1.5 mL HCI’de
hazirland1) ¢ozeltisi eklenerek reaksiyonun durmasi saglandi ve %1°lik 3 mL TBA
cozeltisi eklendi. Karisimlar 95°C’lik sallantili su banyosunda 60 dakika boyunca
tekrar inkiibasyon yapildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Her bir karisimdan 3’er mL
alinip tizerlerine 3 mL n-biitanol eklendi ve 10 dakika boyunca 3000 xg’de
santrifiijleme islemi uygulandi. Karigimlarin renkli olan iist faz kisimlarindan kuvars

kiivete spektrofotometrik dl¢iimler i¢in aktarildi ve 532 nm dalga boyunda absorbans

103



degerleri olgiiliip kaydedildi. Orneklerin lipid peroksidasyon seviyeleri asagidaki
formiile gore hesaplanarak ECso (ug/mL ) ve r* degerleri belirlendi.
Lipid peroksidasyon inhibisyonu (%) = [(Absorbans,umune- Absorbanskonior)/ Absorbansionior] X 100

3.4.5.4. Serbest Radikal Giderme Tayini

Ekstraktlarin serbest radikal giderme aktivitesi tayini 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH’) radikali kullanilarak ger¢eklestirildi (Blois, 1958). Deney DPPH’
radikali iceren ¢ozeltideki DPPH’ radikalinin, hidrojen atomu verme egilimi olan
molekiil yani bir antioksidan tarafindan indirgenmesi ve ¢ozeltinin baslangicta mor
olan renginin kaybolmasi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.1). 1 mL DPPH" (0.1 mM
etanolde) ¢ozeltisi 3 mL ekstrakt vorteks kullanilarak karistirildi. Karisim 25 °C’lik
sallantil1 su banyosunda (karanlik otramda) 30 dakika bekletildi. Her bir karigimin 517
nm dalga boyunda absorbans degerleri Olciiliip kaydedildi. Ekstraktlarla (ya da
standartlar) hazirlanmis olan bu karisimlarin serbest radikal giderme aktiviteleri

asagida yazili olan formiile gdre hesaplanarak ECso (ug/mL) ve 7 degerleri belirlendi.

Serbest radikal giderme aktivitesi (%) =[(Absorbansumune- Absorbansiontror)/ Absorbansionior] X 100

NO, NO,
ON NO, v An O;N NO, A
N’ o
AL OO
DPPH’ DPPH-H

A: Fenolik ya da flavonoid

Sekil 3.1. DPPH- radikalinin bir antioksidan (AH) tarafindan giderilmesi

3.4.5.5. Metal Selat Aktivitesi Tayini

Ekstraktlarin (ya da standart) metal selat aktivitesi spektroskopik olarak tayin
edildi (Dinis vd, 1994). 0.2 mL farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar (ya da standart)
kapakl tiiplerde 2 mM 0.05 mL FeCl2.4H20 c¢ozeltisi ile homojen karistirildi. Daha
sonra her bir deney tiiplerine sira ile 0.35 mL ddH»O ve 3.4 mL etanol eklendi. Bes
dakika sonra karigim 5 mM 0.2 mL ferrozin eklenerek reaksiyon baslatildi ve vorteks
yardimiyla iyice karigtirildi. Reaksiyon karigimi 25 °C’de 10 dakika inkiibasyon

yapildi ve 562 nm dalga boyunda Fe**-Ferrozin komplesinin absorbans degerleri
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Olciiliip kaydedildi. Karisimlarin metal selat giderme aktiviteleri asagidaki formiille
hesaplanarak ECso (ug/mL ) ve 7 degerleri belirlendi.

Metal selat giderme aktivite (%) = [(Absorbansumune- Absorbansioniror)/ Absorbansionior] X 100
3.4.5.6. Siiperoksit Anyonu Giderme Aktivitesi

Ekstaktlarin (ya da standartlar) siiperoksit anyonu giderme aktivitesi
spektroskopik olarak tayin edildi (Nishikimi vd, 1972). Aktivite 1.0 mL ekstrakt, 1.0
mL 156 uM NBT, 1.0 mL 468 uM NADH ve 0.1 mL 100 mM PMS c¢ozeltileri
homojen karistirildi. Karisim 25 °C’de 5 dakika bekletildi ve 560 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Olciiliip kaydedildi. Ekstraktlarla (ya da standartlar) hazirlanmis
olan bu karisimlarin sliperoksit anyonu giderme aktiviteleri asagida yazili olan formiile
gore hesaplanarak ECso (ug/mL) ve r* degerleri belirlendi.

Siiperoksit anyonu giderme aktivitesi (%) = [(Absorbansnymune-Absorbansioniror)/ Absorbanskoentor] x 100
3.4.6. Enzim inhibisyon Aktivite Tayinleri
3.4.6.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon Aktivite Tayini

Ekstraktlarin asetilkolin esteraz (AChE) inhibisyon diizeyleri spektrofotometrik
olarak tayin edildi (Ellman vd, 1961). Sirasiyla tiiplere 750 uL 100 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 8.0), 50 pL farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig (0.025-5.0
png/mL) ekstrakt ¢ozeltileri (veya galantamin), 100 pL AChE ¢dzeltisi (0.03 U/mL)
ilave edildi. 25°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Karigima 3.3 mM 50 uLL DTNB
ve 1 mM 50 pL ATCh ilave edildi. Her bir karisimin absorbsiyon diizeyleri 412 nm’
de olgildi. Farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlarin  Olgiilen absorbsiyon
degerlerinden inhibisyon grafikleri ¢izildi. Ekstrakt 6rneklerinin ve galantaminin ICso

degerleri belirlendi ve inhibisyon diizeyi pg/mL olarak ifade edildi.
3.4.6.2. Ureaz inhibisyon Aktivite Tayini

Ekstraktlarin tireaz (E.C.3.5.1.5.) inhibisyon aktivite diizeyleri spektroskopik
olarak tayin edildi (Zhang vd, 2006). Deney tiiplerine oncelikle 100 mM pH 6.8
potasyum fosfat tamponu ile hazirlanan 0.47 U 125 uL iireaz ¢ozeltisi konuldu. Daha
sonra sirastyla 25 pL ekstrakt (ya da tiyoiire), 275 pL (0.2 mM) iire eklendi. Karisim
30 °C’de sallantil1 su banyosunda 15 dakika boyunca inkiibasyonu yapildi. Daha sonra
herbir karisima 225 pL fenol reaktifi ve 350 uL alkali reaktifi ilave edildi. Karisim
30°C’de sallantili su banyosunda 50 dakika tekrar inkiibasyona yapildi ve 630 nm
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dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iiliip kaydedildi. Orneklerin dlgiilen absorbans

degerleri kullanilarak inhibisyon grafigi cizilerek ICso (ug/mL) degerleri hesaplandi.
3.4.7. Antibakteriyel Aktivite Tayinleri

Disk diflizyon ve mikrodiliisyon metodlar1 kullanilarak A. bodamae bitkisinin
cicek, tohum ve yaprak kisimlarinin farkli ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlarin bazi
bakteriler kullanilarak antibakteriyel etkileri incelendi. Aktivite tayinlerinde gram
pozitif bakterilerden S. aureus (ATCC 25213), B. cereus (CCM 99) ve E. faecalis
(ATCC 29212) bakterileri kullanilmis olup gram negatif bakterilerden ise P.
aeruginosa (ATCC 15442), E. coli (ATCC 25922) ve K. pneumoniae (ATCC 10031)
bakterileri kullanildz.

200 mL MHA ortam1 (38 gr/1000 mL ddH>0), 200 mL serum fizyolojik (% 0.85
NaCl) steril ¢ozeltileri ve aktivite tayininde kullanilan tiim malzemeler 120°C” de 1
saat otoklavda sterilizasyon islemi igin sterilize edildi. Steril petri kaplarina 50 °C
sicakliga kadar sogutulan 25 mL MHA ¢o6zeltisi dokiildii ve oda sicakligina kadar
sogutuldu. 20 pL bakteri susu damla seklinde petri kabinin kenarma damlatildi ve
steril pamuk uc¢lu ¢ubuk yardimiyla tek hamlede zik zak yaparak ortama yayilmasi
saglandi. Gram pozitif ve negatif bakteriler MHA ortaminda 37°C’de inkibatorde
bekletilerek ¢ogaltildi. Daha sonra serum fizyolojik kullanilarak bakterilerin 0.5
McFarland degerinde homojen ¢ozeltisi hazirlanarak disk diflizyon ve mikrodiliisyon

aktivite yontemlerinde kullanildi.

3.4.7.1. Disk Difiizyon Metodu

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarindan 10 mg/mL hazirlanip disk
difiizyon metoduna gore antibakteriyel etkinligi incelendi (Reller vd, 2009).

Ik énce 100 pL 0.5 McFarland bakteri ¢ozeltileri MHA ortamina pamuk uglu
cubukla yayilmasi saglandi. 40 pL ekstrakt 6 mm’ lik disklere emdirildi ve ince uglu
pens yardimiyla agar lizerine birakildi. Hazirlanan petri kaplar1 37 °C sicaklikta 16-
18 saat inkiibatore konuldu. Ayrica B. cereus da 30 °C’ de inkibatérde 16-18 saat
inkiibasyona birakildi. Herbir bakteri ortami i¢in zon ¢aplari milimetre (mm) olarak

ol¢iildii. Standart antibiyotik hazirlamak i¢in amoksilin ve tetrasiklin kullanildi ve
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sonuclar karsilagtirildi. Ekstraktlarin petri kaplarina yerlestirme islemi ayni sekilde

standart antibiyotikler i¢in de ger¢eklestirildi.
3.4.7.2. Mikrodiliisyon Metodu

A. bodamae ¢icek, tohum ve yaprak kisimlarmin farkli ¢oziiciilerdeki
ekstraktlarinin mikrodiliisyon metodu uygulanarak antibakteriyel aktivitelerinin
etkinligi degerlendirildi (Andrews, 2001).

Hazirladigimiz ekstraktlarin minumum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
degerleri icin stok 1024 pg/mL’ lik ¢ozeltileri hazirlandi. Stok ¢ozelti steril 96 lik
mikroplaka kuyucuklarinda sekiz uglu pipet kullanilarak seyreltildi. Daha sonra
kuyucuklardaki 6rnekler katyon ¢ozeltisi (CaCl.-MgClz) ve mueller Hinton II Broth
(MHB) besiyeri kuyucuklarda homojen karistirlldi. 96 Ik mikroplaka
kuyucuklarindaki karisimlar 10 L 0.5 McFarland bakteri ¢ozeltisi ilave edildi.
Uygulanan islemler sonucunda plate + 4°C’ de 2 saat siireyle bekletilip sonrasinda
37°C sicaklikta 16-18 saaat kadar inkiibe edildi. Ayrica B. cereus bakterisi ise 30°C’
de inkiibasyon edilmesi saglandi. Bir sonraki giin ekstraktlarin ve standartlarin MiK

degerleri belirlendi.
3.4.8. DNA ile Ilgili Aktivite Tayinleri
3.4.8.1. Deoksiriboz Koruma Aktivitesi Tayini

Ekstraktlarin deoksiriboz koruma aktivitesi lileratiirde uygulanan spektroskopik
metoda gore tayin edildi (Halliwell ve Gutteridge, 2015). 25 mM 200 pL fosfat
tamponu (pH 7.4), 100 uL EDTA (100 uM), 100 uL FeCl3 (100 puM), 200 pL 2-
deoksiriboz (3 mM), 100 uL 6rnek (veya standart), 200 uL askorbik asit (100 uM) ve
100 uLL H202 (1 mM) ¢ozeltileri iyice karistirilarak fenton reaksiyonu baslatildi ve 37
°C’lik su banyosunda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Elde edilen karigtmdan 0.5 mL
alind1. Uzerine 50 mM NaOH’te hazirlanan 0.25 mL % 1°lik TBA ¢ozeltisi, % 2.8’lik
0.25 mL TCA c¢ozeltisi ve 2 mL eklendi. Elde edilen yeni karisim 95 °C’lik su
banyosunda 15 dakika boyunca inkiibe edildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Karisimin
absorbansi 532 nm de 6l¢iiliip kaydedildi. Ekstraktlarin deoksiriboz koruma aktivitesi
asagida yazili olan formiille hesaplanarak ECso (ug/mL) ve r* degerleri belirlendi.

Deoksiriboz koruma aktivitesi (%) = [(Absorbansuumune- Absorbanskontror)/ Absorbanskenyor] x 100
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3.4.8.2. DNA Koruma Aktivitesi

Ekstrakt orneklerin plazmit DNA kullanarak agaroz jel elektroforez iizerinde
DNA koruma aktivitesi uygulandi (Baiseitova vd, 2019; Russo vd, 2003; Sevgi vd,
2015; Tepe vd, 2011). DNA koruma testi i¢in numuneler mikro tiipte hazirland1 ve
sirasiyla 4 pL gliserol, 5 pL 6rnek, 3 uL pBR322 plazmit DNA (172 ng/uL) ve 1 pL
% 30 H20> eklenerek uygulama karigimi hazirlandi. adaki sekille hazirlands;

Karisgimlar 20 dakika UV (320 nm, 8000 uW/cm) 1s1k kaynagma oda

sicakliginda maruz birakildi. Daha sonra 6rneklere 2 pL yiikleme boyasi ilave edildi.
Ornek karisimlarinin ¢ozeltisi elektroforez tankindaki hazirlanan % 1.5’ lik (1X TBE
tamponuda + 2 pL etidyum bromiir’ de eklenir) agaroz jelini kuyularina dikkatl bir
sekilde eklendi. Daha sonra 120 dakika boyunca 90 V boyunca jel elektroforezi
uygulandi.
Son olarak, jel goriintiisii UV transliiminatorii (320 nm, 8000 [1W/cm) kullanilarak
fotograf olarak kaydedildi (Attaguile vd, 2000; Baiseitova vd, 2019; Berk vd, 2011;
Chai vd, 2019; Chew vd, 2018; Russo vd, 2003; Salar ve Purewal, 2017; Sevgi vd,
2015; Tepe vd, 2011).

3.4.9. Istatistiksel Degerlendirme

Statistical Packages For The Social Sciences 20.0 (SPSS) paket programi
kullanilarak aktivite deneylerinde elde edilen degerler arasindaki anlamli bir fark olup
olmadigi ANOVA ve Tukey HSDa,b testleriyle degerlendirildi. Ortalama sonugclar a,
b, ¢, d gibi harflerlerle harflendirildi ve istatiksel olarak anlamli farklar belirlendi

(p<0.05).

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. A. bodamae Ekstraktlarinin Verimi, Toplam Fenol ve Flavonoid

icerikleri

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarindan elde edillen ekstraktlarin
toplam fenol ve flavonid tayinleri fotokimyasal igerik tayin bashigi altinda verilen
sekilde uygulandi ve ekstraktlarin toplam fenol ve flavonoid icerikleri hesaplandi.
Ekstraktlarin verimleri % olarak belirlendi. Ekstraktlarin % verim, toplam fenol ve
flavonid icerikleri Tablo 4.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.1. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin verimi, toplam fenolik ve flavonoid

icerikleri

Verim, *Toplam **Toplam
EKSTRAKT % Fenolik Flavonoid
ABCAS 4.00 10.77+0.00 3.42+0.27
ABCEA 8.09 40.41+0.20 57.96+0.75
ABCET 21.64 110.41+0.06 7.354+0.59
ABCHE 4.82 10.73£0.13 7.75+0.75
ABCME 39.22 160.54+0.01 10.10+0.75
ABCSU 30.33 70.44+0.05 12.05£1.20
ABTAS 7.04 30.42+0.10 39.00+0.67
ABTEA 14.29 20.64+0.25 150.03+2.62
ABTET 16.67 50.60+0.14 22.24+1.10
ABTHE 10.00 10.98+0.05 16.24+0.91
ABTME 20.00 30.77+0.32 17.73£0.89
ABTSU 24.39 110.35+1.02 17.92+1.00
ABYAS 7.20 40.68+0.01 8.00+0.09
ABYEA 36.40 70.02+0.00 9.28+0.16
ABYET 29.10 40.76+0,00 9.52+0.35
ABYHE 4.27 10.45+0.01 9.55+0.13
ABYME 15.37 70.64+0,04 9.33+0.31
ABYSU 21.90 10.32+0,00 11.30+0.02

*mg gallik asit esdeger/g kuru bitki **mg kuersetin esdeger/g kuru bitki

% Verim degeri en yliksek olan ekstraktlar sirasiyla ABCME, ABYEA,
ABCSU, ABYET ekstraklarinin oldugu goriildii. En az % verime sahip olan ekstrakt
ise ABCAS oldugu belirlendi.

Chaouki vd (2010), yapmis oldugu ¢alismada Aristolochia tiirlerinden biri olan
A. baetica bitki tiirtiniin kok kismini incelemistir. A. baetica’nin ekstraktlarinda en
yiiksek % verim degerine sahip olan metanol ekstrakti icin % 24.4 oldugunu
bulmustur. Diger ekstrakt degerlerinin ise; hekzan i¢in % 1.36, kloroform igin % 1.33
ve etil asetat i¢in % 0.65 olarak tespit etmistir. Tez ¢alisma sonuglarimizda A. bodamae
¢igek kisminin metanol ekstraktinin verimi (% 39.22) A. baetica bitkisinin metanol
ekstraktindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Akindele vd (2015), ¢alismasinda A. ringens Vahl. kok ekstrakti ile yapmis
oldugu deneysel arastirmada etanol, etanol-su, su ve DCM:MeOH c¢oziiciileriyle
yapilan ektraksiyon verimlerini sirasiyla % 4.41, % 16.00, % 11.08 ve % 5.93 olarak
bulmustur. Tez caligsma sonuglarinda A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin
etanol ekstraktinin % verimlerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Toplam fenolik igerigi en yiiksek olan A. bodamae ekstraktlarindan ABCME,
ABCET ve ABTSU olarak bulundu. En diisiik toplam fenolik igerigi ise ABYSU

ekstrakti oldugu tespit edildi. Toplam flavonoid igerigi en yiiksek olan A. bodamae
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ekstraktlarindan ABTEA ve ABCEA olarak belirlenmis olup en diisiik toplam
flavonoid igerigine sahip ekstrakt ise ABCAS’dir (Tablo 4.1).

Geetha vd (2016), A. indica L. yaprak kismi ile yapmis oldugu calismada
toplam fenolik icerigi 31.3+0.22 mg GAE/g olarak bulunmustur. Tez ¢alisma
sonuglarimizda A. bodamae yaprak kisminin metanol, etil asetat, etanol ve aseton
ekstraktlarinin toplam fenolik degerleri daha yiiksek bulunmustur.

Jegadeesware vd (2014), A. bracteata Retz. (biitiin olarak) metanol ekstraktinin
toplam fenolik igerigi 3.48 g/100 g olarak bulunmustur.

Djeridane vd (2006), yapmis oldugu ¢alismada A. longa’nin toplam fenolik
degeri 1.44+0.02 mg GAE/g olarak bulunmustur. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak
kisimlarinin tiim ekstraktinin toplam fenolik degerleri daha yiiksek bulunmustur.

Benarba ve Meddah (2014), A. longa su ekstraktinin toplam fenolik degerini
6.07+0.12 mg GAE/g olarak bulunmustur.

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin su ekstraktlari sirastyla 12.05+1.20,
17.92+1.00 ve 11.30+0.02 mg GAE/g olarak bulunmus olup daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

Geetha vd (2016), A. indica L. yaprak kismi ile yapmis oldugu c¢aligmada
toplam flavonoid igerigi 28+0.33 mg rutin esdeger/g olarak bulunmustur. Tez
calismasinda A. bodamae yaprak kisimlarinin tiim ekstraktlarinin daha diisiik sonug
vermesinin yani sira ¢i¢ek kisminin etil asetat ekstrakti ile tohum kisminin etil asetat,
aseton ekstraktlariin toplam flavonoid degerleri daha yiiksek bulunmustur.

Jegadeesware vd (2014), A. bracteata Retz. bitkisinin (biitiin olarak) metanol
ekstraktinin toplam flavonoid icerigi 1.32 g/100 g olarak bulunmustur.

Djeridane vd (2006), Cezayir bitkileri lizerinde yapmis oldugu caligmada A.
longa ekstraktinin toplam flavonoid degeri 0.81 mg rutin esdeger/g olarak
bulunmustur. Tez calismasinda A. bodamae ¢i¢ek ve tohum kisimlarinin etil asetat
ekstraktinin toplam flavonoid degerleri daha yiiksek bulunmustur.

Papuc vd (2010), A. clematitis bitkisinin toprakiistii kismi ile yapmis oldugu
deneysel ¢aligma sonucunda etanol ekstraktinin toplam flavonoid degerini 23.87+3.33
ug esdeger kuersetin/g olarak bulmus olup tez calismasinda A. bodamae ¢igek, tohum
ve yaprak kisimlarinin etanol ekstraktlarinda elde ettigimiz toplam flavonoid

degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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4.1.1. LC-MS/MS ile Fenoliklerin Analizi

A. bodamae ekstraktlarin fenoliklerinini LC-MS/MS ile kantitatif analizleri
Ondokuz Mayis Univeritesi Karadeniz ileri Teknoloji Arastirma Laboratuvari’nda
gergeklestirildi. Ekstraktlarin fenolik igerikleri 23 adet standart bilesik kullanilarak
belirlendi “Sekil 4.1”. Elde edilen standart verilere gore ¢icek, tohum ve yaprak ham
ekstraktlarinin ayr1 ayr1 LC-MS/MS sonuglart Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19° de, Tablo 4.2,
4.3,4.4,4.5,4.6 ve 4.7’ de gosterildi.

Genel olarak tiim ekstraktlarin fenolik bilesenleri degerlendirildiginde en yiiksek
bilesiklerin kumarik asit, fumarik asit ve rutin oldugu goriildii. Sikorik asit ise A.

bodamae 'nin hicbir ekstraktinda belirlenemedi.
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(1) Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Katesin, (5) Tanik asit, (6) Gentisik asit, (7)
Vanilik asit, (8) 4-hidroksibenzaldehit, (9) Klorojenik asit, (10) Kafeik asit, (11) Epikatesin, (12) p-
kumarik asit, (13) Sikorik asit, (14) Kumarin, (15) Salisilik asit, (16) 4-hidroksibenzoik asit, (17)
Protokatesuik asit etil ester, (18) Hesperidin, (19) Resveratrol, (20) Kuersetin-3-glukozit, (21) Rutin,
(22) Naringenin ve (23) Kuersetin

Sekil 4.1. Standart bilesiklerin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Gentisik asit, (5) Vanilik asit, (6) 4-
hidroksibenzaldehit, (7) Kafeik asit, (8) p-kumarik asit, (9) Kumarin, (10) Salisilik asit, (11) 4-
hidroksibenzoik asit, (12) Protokatesuik asit etil ester, (13) Hesperidin, (14) Kuersetin-3-glukozit, (15)
Rutin.

Sekil 4.2. ABCAS ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6) 4-
hidroksibenzaldehit, (7) Kafeik asit, (8) Epikatesin, (9) p-kumarik asit, (10) Kumarin, (11) Salisilik
asit, (12) 4-hidroksibenzoik asit, (13) Protokatesuik asit etil ester, (14) Hesperidin, (15) Kuersetin-3-
glukozit, (16) Rutin ve (17) Kuersetin

Sekil 4.3. ABCEA ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Vanilik asit, (3) 4-hidroksibenzaldehit, (4) p-kumarik asit, (5) Kumarin, (6)
Salisilik asit, (7) 4-hidroksibenzoik asit, (8) Protokatesuik asit etil ester, (9) Rutin

Sekil 4.4. ABCHE ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Tanik asit, (4) Vanilik asit, (5) 4-hidroksibenzaldehit, (6)
Klorojenik asit, (7) Kafeik asit, (8) p-kumarik asit, (9) Kumarin, (10) Salisilik asit, (11) 4-
hidroksibenzoik asit, (12) Kuersetin-3-glukozit, (13) Rutin, (14) Naringenin ve (15) Kuersetin

Sekil 4.5. ABCME ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Tanik asit, (4) Vanilik asit, (5) Klorojenik asit, (6) Kafeik
asit, (7) p-kumarik asit, (8) Kumarin, (9) Salisilik asit, (10) 4-hidroksibenzoik asit, (11) Kuersetin-3-
glukozit, (12) Rutin, (13) Naringenin ve (14) Kuersetin

Sekil 4.6. ABCSU ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Katesin, (5) Tanik asit, (6) Vanilik asit, (7) 4-
hidroksibenzaldehit, (8) Klorojenik asit, (9) Kafeik asit, (10) p-kumarik asit, (11) Kumarin, (12)
Salisilik asit, (13) 4-hidroksibenzoik asit, (14) Protokatesuik asit etil ester, (15) Hesperidin, (16)
Kuersetin-3-glukozit, (17) Rutin, (18) Naringenin ve (19) Kuersetin

Sekil 4.7. ABCET ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Gentisik asit, (5) Vanilik asit, (6) 4-
hidroksibenzaldehit, (7) Kafeik asit, (8) p-kumarik asit, (9) Kumarin, (10) Salisilik asit, (11) 4-
hidroksibenzoik asit, (12) Protokatesuik asit etil ester, (13) Hesperidin, (14) Kuersetin-3-glukozit, (15)
Rutin

Sekil 4.8. ABTAS ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6) 4-
hidroksibenzaldehit, (7) Kafeik asit, (8) Epikatesin, (9) p-kumarik asit, (10) Kumarin, (11) Salisilik
asit, (12) 4-hidroksibenzoik asit, (13) Protokatesuik asit etil ester, (14) Hesperidin, (15) Kuersetin-
3-glukozit, (16) Rutin ve (17) Kuersetin

Sekil 4.9. ABTEA ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Katesin, (4) Tanik asit, (5) Gentisik asit, (6) Vanilik asit, (7)
4-hidroksibenzaldehit, (8) Klorojenik asit, (9) Kafeik asit, (10) Epikatesin, (11) p-kumarik asit, (12)
Kumarin, (13) Salisilik asit, (14) 4-hidroksibenzoik asit, (15) Protokatesuik asit etil ester, (16)
Resveratrol, (17) Kuersetin-3-glukozit, (18) Rutin, (19) Naringenin ve (20) Kuersetin

Sekil 4.10. ABTET ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Katesin, (4) Vanilik asit, (5) 4-hidroksibenzaldehit, (6) Kafeik
asit, (7) p-kumarik asit, (8) Kumarin, (9) Salisilik asit, (10) 4-hidroksibenzoik asit, (11) Hesperidin, (12)
Kuersetin-3-glukozit, (13) Rutin

Sekil 4.11. ABTME ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Vanilik asit, (2) 4-

hidroksibenzoik asit

hidroksibenzaldehit, (3) p-kumarik asit, (4) Kumarin, (5) Salisilik asit, (6) 4-

Sekil 4.12. ABTHE ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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Protokatesuik asit, (3) Katesin, (4) Vanilik asit, (5) 4-hidroksibenzaldehit, (6)

Kafeik asit, (7) p-kumarik asit, (8) Kumarin, (9) Salisilik asit, (10) 4-hidroksibenzoik asit, (11)
Hesperidin, (12) Rutin

Sekil 4.13. ABTSU ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Katesin, (5) Tanik asit, (6) Gentisik asit, (7)
Vanilik asit, (8) 4-hidroksibenzaldehit, (9) Klorojenik asit, (10) Kafeik asit, (11) p-kumarik asit, (12)
Kumarin, (13) Salisilik asit, (14) 4-hidroksibenzoik asit, (15) Protokatesuik
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Sekil 4.14. ABYAS ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Gallik asit, (3) Protokatesuik asit, (4) Gentisik asit, (5) Vanilik asit, (6) 4-
hidroksibenzaldehit, (7) Klorojenik asit, (8) Kafeik asit, (9) p-kumarik asit, (10) Kumarin, (11)
Salisilik asit, (12) 4-hidroksibenzoik asit, (13) Protokatesuik asit etil ester, (14) Hesperidin, (15)
Resveratrol, (16) Kuersetin-3-glukozit, (17) Rutin, (18) Naringenin ve (19) Kuersetin

Sekil 4.15. ABYEA ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Gentisik asit, (4) Vanilik asit, (5) 4-hidroksibenzaldehit, (6)
Klorojenik asit, (7) Kafeik asit, (8) p-kumarik asit, (9) Kumarin, (10) Salisilik asit, (11) 4-
hidroksibenzoik asit, (12) Hesperidin, (13) Resveratrol, (14) Kuersetin-3-glukozit, (15) Rutin, (16)
Naringenin ve (17) Kuersetin

Sekil 4.16. ABYET ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu

Jza6003
2301 ABYME

(1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Tanik asit, (4) Vanilik asit, (5) 4-hidroksibenzaldehit, (6) Klorojenik
asit, (7) Kafeik asit, (8) p-kumarik asit, (9) Salisilik asit, (10) 4-hidroksibenzoik asit, (11) Hesperidin, (12)
Kuersetin-3-glukozit, (13) Rutin, (14) Naringenin ve (15) Kuersetin

Sekil 4.17. ABYME ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1) Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) 4-hidroksibenzaldehit, (4) Klorojenik asit,
(5) Kafeik asit, (6) p-kumarik asit, (7) Salisilik asit, (8) 4-hidroksibenzoik asit, (9)
Kuersetin-3-glukozit, (10) Rutin, (11) Naringenin ve (12) Kuersetin

Sekil 4.18. ABYSU ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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(1)Fumarik asit, (2) Protokatesuik asit, (3) Vanilik asit, (4) 4-hidroksibenzaldehit, (5) Klorojenik asit,
(6) Kafeik asit, (7) p-kumarik asit, (8) Kumarin, (9) Salisilik asit, (10) 4-hidroksibenzoik asit, (11)
Hesperidin, (12) Kuersetin-3-glukozit, (13) Rutin

Sekil 4.19. ABYHE ekstraktinin LC-MS/MS spektrumu
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Tablo 4.2. A. bodamae ABCAS, ABCEA ve ABCET ekstraklarinin kimyasal igerikleri

Standart Fenolik AZ (dk.) ABCAS* Standart Fenolik AZ ABCEA* Standart Fenolik AZ ABCET*
Bilesikler Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 2.792 3818.34 Fumarik asit 3.087 109.17 Fumarik asit 2.972 1877.52
Gallik asit 4.196 485.30 Gallik asit 4.201 70.66 Gallik asit 4.150 672.22
Protokatesuik asit 7.410 923.54 Protokatesuik asit 7.419 548.01 Protokatesuik asit 7.299 5970.92
Tanik asit 11.453 B Katesin 11.117 5.82 Katesin 11.265 218.64
Katesin 11.556 155.77 Tanik asit 11.594 B Tanik asit 11.389  244.95
Gentisik asit 11.618 B Gentisik asit 11.829 B Gentisik asit 11.564 B
Vanilik asit 13.836 622.79 Vanilik asit 13.873  78.50 Vanilik asit 13.658  761.90
4-hidroksibenzaldehit 13.874 461.62 4-hidroksibenzaldehit 13912  56.04 4-hidroksibenzaldehit 13.699  851.96
Klorojenik asit 14.797 1120.41 Klorojenik asit 14.777  31.09 Klorojenik asit 14.535 8311.97
Kafeik asit 16.508 2953.32  Kafeik asit 16.501  998.19 Kafeik asit 16.204  21772.20
Epikatesin 18.194 10.74 Epikatesin 18.133 B Epikatesin 17915  40.36
p-kumarik asit 24.212 49761.93 p-kumarik asit 24216  7795.28  p-kumarik asit 23.831  132385.13
Sikorik asit 28.917 B Sikorik asit 29.265 B Sikorik asit 28.747 B
Kumarin 30.713 7.74 Kumarin 30.820  1.57 Kumarin 30.399  10.11
4-hidroksibenzoik asit 31.573 343.37 Salisilik asit 31.765 32.33 Salisilik asit 31.213  546.99
Salisilik asit 31.579 340.73 4-hidroksibenzoik asit 31.767  30.31 4-hidroksibenzoik asit 31.231 529.25
Protokatesuik asit etil ester 32.778 2.46 Protokatesuik asit etil ester 32942  0.73 Protokatesuik asit etil ester 32.553  2565.95
Hesperidin 37.935 101.34 Hesperidin 38.013 B Hesperidin 37.269  59.67
Resveratrol 38.911 B Resveratrol 38.880 1.75 Resveratrol 38.681 B
Kuersetin-3-glukozit 39.443 1358.33 Kuersetin-3-glukozit 39410 705.51 Kuersetin-3-glukozit 38.897  14552.35
Rutin 39.578 13080.89 Rutin 39.547  2050.55 Rutin 39.018  161740.89
Naringenin 60.268 337.50 Naringenin 60.286  38.17 Naringenin 59.386  6551.66
Kuersetin 63.299 489.70 Kuersetin 63.208  326.36 Kuersetin 62.307  3622.37

*Ekstraktlar; ABCAS, ABCEA, ABCET (pg fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Tablo 4.3. A. bodamae ABCME, ABCSU ve ABCHE ekstraklarinin kimyasal icerikleri

Standart Fenolik AZ (dk.) ABCME* Standart Fenolik AZ (dk.) ABCSU* Standart Fenolik AZ ABCHE*
Bilesikler Bilesikleri Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 3.190 72907.25 Fumarik asit 3.304 41627.19 Fumarik asit 2.749 1322.01
Gallik asit 4.219 B Gallik asit 4.171 B Gallik asit 4.156 B
Protokatesuik asit 7.438 16123.92 Protokatesuik asit 7.426 22351.27 Protokatesuik asit 7.321 128.95
Katesin 11.584 B Katesin 11.180 397.97 Katesin 11474 B
Tanik asit 11.627 22087.84 Tanik asit 11.583 4388.63 Tanik asit 11.515 B
Gentisik asit 11.984 B Gentisik asit 11.791 B Gentisik asit 11.690 B
4-hidroksibenzaldehit 13.907 980.59 Vanilik asit 13.844 1190.13 Vanilik asit 13.777  388.96
Vanilik asit 13.932 1626.67 4-hidroksibenzaldehit 13.856 B 4-hidroksibenzaldehit 13.824  207.89
Klorojenik asit 14.833 33704.31 Klorojenik asit 14.800 32140.14 Klorojenik asit 14720 B
Kafeik asit 16.518 20212.55 Kafeik asit 16.518 10711.46 Kafeik asit 16.427 B
Epikatesin 18.267 B Epikatesin 18.029 240.85 Epikatesin 18.082 B
p-kumarik asit 24.266 119067.65 p-kumarik asit 24.231 52893.90 p-kumarik asit 24.133  1060.25
Sikorik asit 29.622 B Sikorik asit 29.162 B Sikorik asit 20.029 B
Kumarin 31.020 47.65 Kumarin 30.849 42.77 Kumarin 30.579 141
4-hidroksibenzoik asit 32.060 633.92 Salisilik asit 31.719 383.87 4-hidroksibenzoik asit 31.357 98.18
Salisilik asit 32.076 768.43 4-hidroksibenzoik asit 31.757 313.50 Salisilik asit 31.394  96.96
Protokatesuik asit etil ester 33.120 B Protokatesuik asit etil ester 32.861 B Protokatesuik asit etil ester 32.739  35.25
Hesperidin 37.976 428.63 Hesperidin 37.971 B Hesperidin 37.865 3.58
Resveratrol 39.274 B Resveratrol 39.177 B Resveratrol 390.116 B
Kuersetin-3-glukozit 39.404 40690.00 Kuersetin-3-glukozit 39.417 18106.27 Kuersetin-3-glukozit 39.270  30.84
Rutin 39.552 470732.94  Rutin 39.552 251687.95 Rutin 39474  386.67
Naringenin 60.286 3518.82 Naringenin 60.300 1173.14 Naringenin 59.996  38.48
Kuersetin 62.953 11375.29 Kuersetin 63.242 761.67 Kuersetin 63.136 B

*Ekstraktlar; ABCME, ABCSU, ABCHE (ng fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Tablo 4.4. A. bodamae ABTAS, ABTEA ve ABTET ekstraklarinin kimyasal igerikleri

Standart Fenolik AZ (dk.) ABTAS* Standart Fenolik AZ ASTEA* Standart Fenolik AZ ABTET#*
Bilesikler Bilesikleri (dk.) Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 2.753 2910.60 Fumarik asit 2.940  336.06 Fumarik asit 3.141 52205.07
Gallik asit 4.145 88.71 Gallik asit 4172 2725 Gallik asit 4.129 2375.60
Protokatesuik asit 7.312 593.48 Protokatesuik asit 7.424  1953.74 Protokatesuik asit 7.286 65595.42
Katesin 11.218 23.54 Katesin 11.480 87.02 Katesin 11.230 3414.77
Tanik asit 11.545 B Tanik asit 11.588 B Tanik asit 11.287  138.67
Gentisik asit 11.614 6.02 Gentisik asit 11.837 22.22 Gentisik asit 11.628  1962.37
Vanilik asit 13.675 288.73 Vanilik asit 13.875 458.84 Vanilik asit 13.651  2240.83
4-hidroksibenzaldehit 13.702 205.98 4-hidroksibenzaldehit 13.901 332.46 4-hidroksibenzaldehit 13.702  2712.31
Klorojenik asit 14.541 2.02 Klorojenik asit 14792 B Klorojenik asit 14.529  77.75
Kafeik asit 16.270 444.57 Kafeik asit 16.506 2905.02 Kafeik asit 16.135  111412.89
Epikatesin 17.855 4.47 Epikatesin 18.124 11.11 Epikatesin 17.751  999.46
p-kumarik asit 23.889 9352.61  p-kumarik asit 24221 16956.69 p-kumarik asit 23.744  430552.12
Sikorik asit 29.082 B Sikorik asit 29.260 B Sikorik asit 28.695 B
Kumarin 30.492 3.39 Kumarin 30.905 4.28 Kumarin 30.230 44.18
Salisilik asit 31.196 227.56 Salisilik asit 31.781 595.62 Salisilik asit 30.951 24818.19
4-hidroksibenzoik asit 31.210 225.45 4-hidroksibenzoik asit 31.783 596.37 4-hidroksibenzoik asit 30.953  24231.32
Protokatesuik asit etil ester 32.556 0.67 Protokatesuik asit etil ester 33.031 1.23 Protokatesuik asit etil ester 32.501  6404.44
Hesperidin 37.661 190.50 Hesperidin 37910 5.57 Hesperidin 37.574  259.21
Kuersetin-3-glukozit 38.985 3.54 Resveratrol 38.818 5.95 Kuersetin-3-glukozit 38.822 1192.82
Rutin 39.099 226.19 Kuersetin-3-glukozit 39.408 17.43 Rutin 38.932  183166.82
Resveratrol 39.152 B Rutin 39.527 190.31 Resveratrol 38.998 106.21
Naringenin 59.384 1.82 Naringenin 60.254 1.75 Naringenin 59.229  143.92
Kuersetin 62.492 4.79 Kuersetin 63.163 14.06 Kuersetin 62.172  804.95

*Ekstraktlar; ABTAS, ABTEA, ABTET (ug fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Tablo 4.5. A. bodamae ABTME, ABTSU ve ABTHE ekstraklarinin kimyasal igerikleri

Standart Fenolik AZ ABTME*  Standart Fenolik AZ ABTSU* Standart Fenolik AZ ABTHE*
Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 3.200 164971.33  Fumarik asit 3.176 156907.52 Fumarik asit 2.806 761.74
Gallik asit 4.201 B Gallik asit 4.179 B Gallik asit 4,179 B
Protokatesuik asit 7.475 10833.73 Protokatesuik asit 7.411 18775.03 Protokatesuik asit 7.211 75.70
Katesin 11.569  5413.16 Katesin 11.402  1284.99 Katesin 11481 B
Tanik asit 11.682 B Tanik asit 11.562 B Tanik asit 11538 B
Gentisik asit 11941 B Gentisik asit 11.775 B Gentisik asit 11.719 B
Vanilik asit 14.002  1068.04 4-hidroksibenzaldehit 13.818 1667.93 Vanilik asit 13.808  254.75
4-hidroksibenzaldehit 14.062  575.32 Vanilik asit 13.831  2888.07 4-hidroksibenzaldehit 13.871  121.47
Klorojenik asit 14913 B Klorojenik asit 14760 B Klorojenik asit 14742 B
Kafeik asit 16.603  10917.29 Kafeik asit 16.489  25070.06 Kafeik asit 16452 B
Epikatesin 18263 B Epikatesin 18.123  300.36 Epikatesin 18.082 B
p-kumarik asit 24361  57370.82 p-kumarik asit 24204 64132.88  p-kumarik asit 24.126  124.63
Sikorik asit 29.567 B Sikorik asit 29.200 B Sikorik asit 29.048 B
Kumarin 31.134  3.09 Kumarin 30.838  39.16 Kumarin 30.694  13.33
4-hidroksibenzoik asit 32.184  2804.32 Salisilik asit 31.703  2677.49 4-hidroksibenzoik asit 31.343 39.98
Salisilik asit 32,192  2859.62 4-hidroksibenzoik asit 31.711  2635.78 Salisilik asit 31442 42.31
Protokatesuik asit etil ester 33.112 B Protokatesuik asit etil ester 32.884 B Protokatesuik asit etil ester 32.770 B
Hesperidin 38.143  1075.11 Hesperidin 37930 569.21 Hesperidin 37941 B
Resveratrol 39.274 B Resveratrol 39.218 B Resveratrol 30.162 B
Kuersetin-3-glukozit 39.527  315.88 Kuersetin-3-glukozit 39432 B Kuersetin-3-glukozit 39379 B
Rutin 39.706  13456.35 Rutin 39.532  19226.85 Rutin 39.489 95.80
Naringenin 60.535 B Naringenin 60.209 47.76 Naringenin 60.193 B
Kuersetin 63.248 B Kuersetin 63.2890 B Kuersetin 63.218 B

*Ekstraktlar; ABTME, ABTSU, ABTHE (ug fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Tablo 4.6. A. bodamae ABYAS, ABYEA ve ABYET ekstraklariin kimyasal igerikleri

Standart Fenolik AZ ABYAS* Standart Fenolik AZ ABYEA* Standart Fenolik AZ ABYET*
Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 2.765 319.51 Fumarik asit 2.862 3320.54 Fumarik asit 2.844 36277.81
Gallik asit 4.209 26.83 Gallik asit 4.073 288.42 Gallik asit 4.107 B
Protokatesuik asit 7.426 174.97 Protokatesuik asit 7.201 9505.15 Protokatesuik asit 7.188 5039.25
Katesin 11.514 6.23 Katesin 11.136 B Katesin 11.135 B

Tanik asit 11.622  3.12 Tanik asit 11299 B Tanik asit 11312 B
Gentisik asit 11.765 2.81 Gentisik asit 11474  301.75 Gentisik asit 11432 227.13
Vanilik asit 13.844  56.82 Vanilik asit 13.510  2392.96 4-hidroksibenzaldehit 13.530 3879.47
4-hidroksibenzaldehit 13.861 52.62 4-hidroksibenzaldehit 13.556  2647.99 Vanilik asit 13.531  5578.18
Klorojenik asit 14768  5.94 Klorojenik asit 14351 9492 Klorojenik asit 14.375  758.06
Kafeik asit 16490  733.88 Kafeik asit 15994  50995.60 Kafeik asit 16.035  143975.31
Epikatesin 18.129 B Epikatesin 17.619 B Epikatesin 17.653 B
p-kumarik asit 24201  2345.10 p-kumarik asit 23.598  220949.65 p-kumarik asit 23.608  349742.42
Sikorik asit 29.107 B Sikorik asit 28.604 B Sikorik asit 28.602 B
Kumarin 30.664 0.19 Kumarin 30.102  12.34 Kumarin 30.192  55.58
Salisilik asit 31.570  166.86 4-hidroksibenzoik asit 31.049  13629.25 4-hidroksibenzoik asit 30.983  7833.14
4-hidroksibenzoik asit 31.574  168.62 Salisilik asit 31.053  13544.23 Salisilik asit 30.988  7966.71
Protokatesuik asit etil ester 32.831  2.60 Protokatesuik asit etil ester 32.364  13.59 Protokatesuik asit etil ester 32.404 B
Hesperidin 37.924  6.61 Hesperidin 37.430 478.32 Hesperidin 37.457  112.33
Resveratrol 39.214 B Resveratrol 37.736 29.81 Resveratrol 38.468 B
Kuersetin-3-glukozit 39415 139.84 Kuersetin-3-glukozit 38.572  7892.94 Kuersetin-3-glukozit 38.598  11892.15
Rutin 39.550 391.46 Rutin 38.694  13152.85 Rutin 38.717  59592.00
Naringenin 60.217 2.42 Naringenin 59.047 147.36 Naringenin 58.740  600.77
Kuersetin 63.254 5.76 Kuersetin 61.879  1040.63 Kuersetin 61.780  598.30

*Ekstraktlar; ABYAS, ABYEA, ABYET (pg fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Tablo 4.7. A. bodamae ABYME, ABYSU ve ABYHE ekstraklarinin kimyasal icerikleri

Standart Fenolik AZ ABYME#*  Standart Fenolik AZ ABYSU* Standart Fenolik AZ ABYHE#*
Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.) Bilesikler (dk.)

Fumarik asit 3.051 92727.23 Fumarik asit 3.036 67254.68 Fumarik asit 2.741 148.91
Gallik asit 4.213 B Gallik asit 4.073 B Gallik asit 4.142 B
Protokatesuik asit 7.460 3958.76 Protokatesuik asit 7.234 3840.27 Protokatesuik asit 7.318 10.60
Katesin 11.557 B Katesin 11.129 B Katesin 11.357 B
Tanik asit 11.665 629.03 Tanik asit 11.305 B Tanik asit 11418 B
Gentisik asit 11935 B Gentisik asit 11472 B Gentisik asit 11.593 B
Vanilik asit 13.991  2860.58 4-hidroksibenzaldehit 13.472  1095.99  Vanilik asit 13.648  81.66
4-hidroksibenzaldehit 14.016  1634.40 Vanilik asit 13.497  1924.46 4-hidroksibenzaldehit 13.686  38.35
Klorojenik asit 14914  1572.32 Klorojenik asit 14349 1475.62  Klorojenik asit 14.584 4.62
Kafeik asit 16.613  155649.43  Kafeik asit 16.005 29733.52 Kafeik asit 16.240  39.69
Epikatesin 18.234 B Epikatesin 17.653 B Epikatesin 17926 B
p-kumarik asit 24381  125343.75 p-kumarik asit 23.581 53622.92 p-kumarik asit 23912  109.31
Sikorik asit 29594 B Sikorik asit 28.578 B Sikorik asit 28.784 B
Kumarin 31.067 B Kumarin 30.312 B Kumarin 30.567 0.84
4-hidroksibenzoik asit 32.208 5198.16 Salisilik asit 30981 4048.98  4-hidroksibenzoik asit 31.112 4293
Salisilik asit 32211  5447.79 4-hidroksibenzoik asit 30.982  4032.56  Salisilik asit 31.133  44.15
Protokatesuik asit etil ester 33.103 B Protokatesuik asit etil ester 32408 B Protokatesuik asit etil ester 32.606 B
Hesperidin 37.861 91.51 Hesperidin 37500 B Hesperidin 37.721  2.78
Resveratrol 39.256 B Resveratrol 38443 B Resveratrol 38.883 B
Kuersetin-3-glukozit 39.562  12883.64 Kuersetin-3-glukozit 38.551 10819.48 Kuersetin-3-glukozit 39.015 14.07
Rutin 39.717  69649.42 Rutin 38.668 84746.10 Rutin 39.127  94.20
Naringenin 60.506  319.09 Naringenin 58.700  156.59 Naringenin 59.622 B
Kuersetin 63.296  383.09 Kuersetin 61.747 B Kuersetin 62.653 B

*Ekstraktlar; ABYME, ABYSU, ABYHE (ng fenolik madde / kg kuru bitki) **AZ: Alikonma zamani (dakika) ***B: Belirlenemedi.
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Elde edilen LC-MS/MS sonuglart degerlendirildiginde, A. bodamae
ekstraktlarinin analizlerinde edilen fenolikler arasinda en yiiksek sonug veren fenolik
bilesikler degerlendirildi.

A. bodamae ¢icek kisminin ABCAS ekstraktinda p-kumarik asit (49761.93 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABCEA ekstraktinda p-kumarik asit (7795.28 ug
fenolik madde / kg kuru bitki), ABCET ekstraktinda rutin (161740.89 pg fenolik
madde / kg kuru bitki), ABCME ekstraktinda rutin (470732.94 ug fenolik madde /
kg kuru bitki), ABCSU ekstraktinda rutin (251687.95 pg fenolik madde / kg kuru
bitki) ve ABCHE ekstraktinda fumarik asit (1322.01 pg fenolik madde / kg kuru
bitki) fenolik bilesiklerinin en yiiksek sonuglar1 verdigi belirlendi (Tablo 4.2-4.3).

A. bodamae tohum kisminin ABTAS ekstraktinda p-kumarik asit (9352.61 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABTEA ekstraktinda p-kumarik asit (16956.69 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABTET ekstraktinda p-kumarik asit (430552.12 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABTME ekstraktinda fumarik asit (164971.33 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABTSU ekstraktinda fumarik asit (156907.52 pg
fenolik madde / kg kuru bitki) ve ABTHE ekstraktinda fumarik asit (761.74 pg
fenolik madde / kg kuru bitki) fenolik bilesiklerinin en yliksek sonuglart verdigi
belirlendi (Tablo 4.4-4.5).

A. bodamae yaprak kisminin ABYAS ekstraktinda p-kumarik asit (2345.10 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABYEA ekstraktinin p-kumarik asit (220949.65 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABYET ekstraktinin p-kumarik asit (349742.42 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABYME ekstraktinin kafeik asit (155649.43 g
fenolik madde / kg kuru bitki), ABYSU ekstraktinin rutin (84746.10 pg fenolik
madde / kg kuru bitki) ve ABYHE ekstraktinin fumarik asit (148.91 ng fenolik
madde / kg kuru bitki) fenolik bilesiklerinin en yiiksek sonuglar1 verdigi belirlendi
(Tablo 4.6-4.7).

Elde edilen sonuclarda rutin fenolik bilesigini iceren ABCME (470732.94 ng
fenolik madde / kg kuru bitki ), ABCSU (251687.95 ng fenolik madde / kg kuru bitki),
ABTET (183166.81 ng fenolik madde / kg kuru bitki), ABCET (132385.13 ng fenolik
madde / kg kuru bitki) ekstraktlari; p-kumarik asit iceren ABYEA (220949.65 pg
fenolik madde / kg kuru bitki), ABCET (132385.13 ug fenolik madde / kg kuru bitki),
ABYME (125343.79 ng fenolik madde / kg kuru bitki), ABCME (119067.65 ng
fenolik madde / kg kuru bitki) ekstraktlari; fumarik asit i¢eren (156907.52 pg fenolik
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madde / kg kuru bitki) ekstrakt1 ve kafeik asit iceren ABYME (155649.43 pg fenolik
madde / kg kuru bitki), ABYEA (143975.31 pg fenolik madde / kg kuru bitki), ABTET
(111412.89 pg fenolik madde / kg kuru bitki) ekstraktlarindan elde edilen yiiksek
bilesenler A. bodamae bitkisinin biyoaktivite sonuglarinda etkili olabilecegini

gostermektedir (Tablo 4.2-4.7).
4.2. Antioksidan Aktivite Tayinleri

A. bodamae c¢icek, tohum ve yaprak kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin
toplam antioksidan aktivitesi, indirgenme giicli kapasitesi serbest radikal giderme
aktivitesi, metal selat aktivitesi, lipit peroksidasyonu ve siiperoksit giderme aktivitesi
tayinleri verilen yontemlere gore uygulandi. Aktivite sonuglart Tablo 4.8 ve Tablo

4.9’da belirtilmektedir.
4.2.1. Toplam Antoksidan Aktivite

A. bodamae bitkisinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktivitesi Amonyummolibdenum Ydntemi’ne uyularak incelenmistir. Yontem esasi
Mo(VI)’in Mo(V)’e indirgenme diizeyi 695 nm dalga boyunda yesil fosfat/ Mo(V)
bilesiginin meydana gelmesi ve bunun spektroskopik olarak o6lcililmesine
dayanmaktadir. A. bodamae bitkisinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin toplam
antioksidan aktivite degerlerinin standartlar ile kiyaslanmasi ve istatiksel analizleri
Tablo 4.8 'de gosterilmistir.

A. bodamae’ nin farkl ¢6ziicii ve konsantrasyonlarin toplam antioksidan aktivite
sonuglaria bagl olarak Aos degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda antioksidan
aktivitesi en etkin olan yaprak kisminin etil asetat ekstrakti olup, standartlardaysa BHT
en etkin 6zellik gosterdi. Bunun yani sira A. bodamae yaprak ve tohum kisimlarinin
etil asetat ekstraktlar1 kullanilan standartlardan etkili sonu¢ vermis olup toplam
antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

A. bodamae bitki Orneginin farkli ¢oziici ve konsantrasyonlarin toplam
antioksidan aktivite sonuglari bagli olarak r* degerleri hesaplandi. Ekstrakt ve
standartlar da dahil olmak {izere (tohum kisminin hekzan ekstrakt1 haric) 7 degerleri
I’e yakin bulundu. Bdylece toplam antioksidan aktivite degerlerinin dogru orantili

oldugu belirlendi.

128



Geetha vd (2016), A. indica bitkisi lizerinde yapmis oldugu calismada 25-250
ng/mL konsantrasyonlarda bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite degerleri
incelenmis olup metanol ekstraktinin toplam antioksidan aktivite degerini 138 mg/g
olarak bulmustur ve bu sonug askorbik asite gore anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir.
A. bodamae ¢icek, tohum ve yaprak kisimlarinin tiim ekstraktlart askorbik asite gore
toplam antioksidan aktivite degeri diisiik c¢ikti. Askorbik asite en yakin deger A.
bodamae ¢igek kisminin etanol ekstrakti oldugu belirlendi.

Uygulanilan Tukey HSD?® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlari ile standart maddelerin toplam
antioksidan aktivite Aos (pg/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile j arasinda
yapilmistir. “a” en diisiik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade ederken “3” en
yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey HSD® testi
istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek cesit harfin bulunmasi ekstrakt ve
standartlarin Aos (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir. Toplam antioksidan aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde ABTEA,
ABYEA ekstraktlarinda ve BHT, askorbik asit standart maddelerinde tek ¢esit harf
bulunmus olup anlaml bir farklilik oldugu belirlendi. Bunlarin disinda kalan diger
ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla ¢esit harf belirlenmis olup anlamli bir
farklilik olmadig: goriildii. Incelenilen aktivite sonuclarinin p<0.05 olmasi istatiksel

olarak anlamli oldugunu gostermektedir.
4.2.2. Indirgenme Giicii

Indirgenme giicii tayini bashigi altinda verilen ydnteme gore A. bodamae
bitkisinin farkli ¢ozelti ve konsantrasyonlardaki ekstraktlarinin indirgeme giicii tespit
edilmistir.Yontem esas1 Fe** {in Fe?* ye indirgenmesi dayanmaktadir. A. bodamae
bitkisinin farkli ¢oziictilerdeki ekstraktlarinin indirgeme giicii aktivite degerlerinin
standartlar ile kiyaslanmasi ve istatiksel analizleri Tablo 4.8” de gosterilmistir.

A.bodamae’ nin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlarin indirgeme giicii sonuglarina
bagli olarak Ao s degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda indirgeme giicii kapasitesi
en etkin olan yaprak kisminin hekzan ekstrakti olup, standartlardaysa BHT en etkin
ozellik gosterdi. A. bodamae yaprak kismimin hekzan ekstrakti tiim standartlardan

etkili sonu¢ vermis olup indirgeme giiciiniin daha yiiksek oldugu tespit edildi.
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Bunun yani sira yaprak kisminin etilasetat ekstrakti ile tohum kisminin etil asetat ve
etanol ekstraktlar1 da, BHT hari¢ diger tiim standartlardan daha etkili bir sonug verdigi
tespit edildi.

A. bodamae bitki Orneginin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlarin toplam
antioksidan aktivite sonuclar1 bagl olarak 7 degerleri hesaplandi. Ekstrakt ve
standartlar da dahil olmak {izere (¢icek kisminin hekzan ekstrakti ile tohum kisminin
hekzan ve metanol ekstrakt: harig) * degerleri 1’e yakin bulundu. Bdylece indirgeme
giicii aktivite degerlerinin dogru orantili oldugu belirlendi.

Das vd (2016), A. bracteolata bitkisiyle (bitkinin tamami) yapmis oldugu
calismada hekzan, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin BHAya kiyasla indrgeyici
ozelliklerini incelemistir. Metanol ekstraktinin indirgeme giiciiniin, hekzan ve etil
asetat ekstraktlarina kiyasla ¢ok daha giiclii oldugunu ve ekstraktin indirgeme
giicliniin, numune miktari ile arttigini tespit etmistir. Tez ¢alismamizda da A. bodamae
cicek kisminin metanol ekstrakti daha diisiik Aos degeriyle etil asetat ekstraktindan
daha etkin bir indirgenme giicii gosterdi. Hekzan ekstraktinin indirgenme giicii ise
belirlenemedi. Bitkinin tohum kisminin hekzan ve metanol ekstraktlarinin indirgenme
giicii belirlenmedi ve etil asetat ekstrakti daha iyi bir sonug verdi. A. bodamae yaprak
kisminin etil asetat ve hekzan ekstraklar1 daha diisiik Aos degeriyle etil asetat
ekstraktindan daha etkin bir indirgenme giicli gosterdigi goriildii.

Uygulanilan Tukey HSD®™ testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlar1 ile standart maddelerin
indirgenme gilicii Aos (ug/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile d arasinda
yapilmustir. “a” en diislik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade ederken “d”
en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey HSD? testi
istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek cesit harfin bulunmasi ekstrakt ve
standartlarin  Aos (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir. Indirgenme giicii sonuglar1 degerlendirildiginde ABTAS, ABTEA,
ABTET, ABYAS, ABYEA, ABYHE ekstraktlarinda ve BHA standart maddesinde tek
c¢esit harf bulunmus olup anlamli bir farklilik oldugu belirlendi. Bunlarin disinda kalan
diger ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla c¢esit harf belirlenmis olup
anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii. Incelenilen aktivite sonuglarmin p<0.05 olmasi

istatiksel olarak anlaml1 oldugunu gostermektedir.
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4.2.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

Omrii uzun bir azot tiirevli radikal olan DPPH' radikali bitki ekstrakt veya gida
katki maddelerinin antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesinde ¢ok sik tercih
edilen bir yontemdir (Katalini¢ vd, 2004). Bu radikal alkol veya sulu ¢6zeltisi 517 nm
dalga boyunda en yiiksek seviyede absorbans verdigi bilinmektedir (Maltas, 2011).
DPPH' radikalinin bitki ekstrelerinden giderilme kapasitesi hidrojen bagislama
yetenegine baglanmaktadir. Stabil bir serbest radikal olup kararli bir diyamanyetik
molekiil haline gelmesi i¢in bir hidrojen radikalini kabul eder (Papuc vd, 2010). A.
bodamae nin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlardaki ekstraktlarinin serbest radikal
giderme aktiviteleri DPPH" serbest radikalinin temizleme aktiviteleri temelinde
belirlendi. Mor DPPH ’1n sar1 renkli bir difenil pikrilhidrazine indirgenmesine baglidir
(Geetha vd, 2016).

A. bodamae ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivite sonuglarina bagl olarak
ECso degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda serbest radikal giderme aktivitesi en
giiclii olan yaprak kisminin aseton ekstrakti ve onu takip eden yine yaprak kisminin
etanol ekstrakti oldugu belirlendi. Standartlar arasinda en etkin 6zellik gosteren a-
tokoferoldiir. A.bodamae yaprak kisminin aseton ve etanol ekstraktlari, bitki
ekstraktlarinin arasinda en iyi sonu¢ veren olmasinin yani sira tiim standartlardan da
1yl sonug¢ vermistir.

A. bodamae bitki orneginin farkli ¢oziicli ve konsantrasyonlarin serbest radikal
giderme aktivite sonuglarma bagl olarak ° degerleri hesaplandi. Ekstrakt ve
standartlarimizdan ¢igek kisminin hekzan ekstraktinin; tohum kisminin aseton,etil
asetat,etanol, metanol ve su ekstraktlarinin; yaprak kisminin aseton ekstraktinin ve
BHA ile BHT standart maddelerimizin 7 degerlerinin 1’e yakin ¢ikti§1 bulundu. Bu
sonug serbest radikal giderme aktivite degerlerinin dogru orantili oldugunu gosterdi.

Papuc vd (2010), A. clematitis bitkisiyle (topakiistii kism1) yapmis oldugu
caligmada etanol ekstraktinin DPPH’ ile serbest radikal giderme aktivitelerini
incelemistir. Etanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesi 24.77+3.28 olarak
belirlenmigtir. Tez ¢alismamizda A. bodamae yaprak kismi ekstraktini daha diisiik
ECso degerine sahip oldugu ve serbest radikal giderme aktivitesinin daha etkili sonug

verdigi goriildi.
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Jegadeesware vd (2014), A. bracteata Retz’in (bitkinin tamami) farklh
ekstraktlarinin (petrol eteri, benzen, etil asetat, etanol ve metanol) serbest radikal
giderme aktiviteleri incelenmistir. Yapilan deney sonucunda A.bracteata’nin metanol
ve etanol ekstraktlarinin, standart askorbik asit ile karsilasturildiginda DPPH
radikalinde sirastyla % 37.68 ve % 25.33 artmis temizleme etkinligine sahip oldugu
goriilmiistiir. Tez ¢alismamizda A. bodamae bitkisinin ¢igek kisminin etanol, metanol
ekstraktlari ile yaprak kisminin etanol ekstrakti askorbik asitin ECso degerinden diisiik
¢ikmis olup askorbik asite gére daha iyi bir serbest radikal giderme aktivitesine sahip
olduklar1 belirlendi

Benmehdi vd (2013), A. clematitis bitkisinin (biitiin bitki) metanol ekstraktinin
askorbik asite karsi serbest radikal giderme aktivitesi DPPH" kullanilarak
incelenmistir. Metanol esktraktinin ECso degeri 0.142 mg/mL bulunmus olup A.
bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin metanol ekstraktlarinin serbest radikal
giderme aktivitelerinin daha iyi sonug verdigi belirlendi.

Geetha vd (2016), A. indica bitkisinin (yaprak kismi) metanol ekstraktinin
askorbik asite kars1 serbest radikal giderme aktivitesini DPPH" kullanarak incelemistir.
Metanol ekstraktinin ECso degeri 38.72 ug/mL ve askorbik asitin ECso degerini ise
32.42 pg/mL olarak bulmustur. Buldugu sonuca gore askorbik asit daha etkin ¢iksa da
metanol ekstraktiinin sonucunun askorbike asite ¢ok yakin bir deger oldugu ve A.
indica bitkisinin umut verici bir radikal giderici oldugunu agikca gostermektedir. A.
bodamae c¢icek kismimin metanol ekstraktinin askorbik asite gore daha iyi sonug
verdigi goriildi.

Uygulanilan Tukey HSD®™ testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlari ile standart maddelerin serbest
radikal giderme aktivitesi ECso (ug/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile g arasinda
yapilmistir. “a” en diislik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade ederken “g”
en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey HSD? testi
istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek c¢esit harfin bulunmasi ekstrakt ve
standartlarin  ECso (pg/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir. Serbest radikal giderme aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde
ABCEA, ABCME, ABTEA, ABYAS, ABYET, ABYSU ekstraktlarinda ve BHA,
BHT, a-tokoferol standart maddelerinde tek cesit harf bulunmus olup anlamli bir

farklilik oldugu belirlendi.
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Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla cesit harf
belirlenmis olup anlamli bir farkliik olmadig:i goriildii. Incelenilen aktivite

sonuglarmin p<0.05 olmas: istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.8. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlariin toplam antioksidan aktivite, indirgenme
giicii ve serbest radikal giderme aktivite deneylerinin Ags (ug/mL) ve r* degerleri

Toplam antioksidan indirgenme Serbest radikal
ORNEKLER aktivite giicii giderme aktivitesi
Aos (ng/mL) r? Aos (pg/mL) r? ECso (ug/mL) r*

ABCAS 139.36+2.25%M (.98 153.92+4.32¢¢  1.00 120.72+4.20¢  0.77
ABCEA 81.64+2.19bcd 1.00 171.35+£16.93%¢  0.99 63.71+1.32°¢ 0.63
ABCET 80.28+22.43%d (.99 163.84+0.54¢  1.00 48.76£3.69*  0.54
ABCHE 101.43+0.08¢de 0.97 AB B 107.23£16.94¢" 0.98
ABCME 125.5440.13¢f"  1.00 160.14+2.01¢¢  1.00 16.93+9.09* 0.79
ABCSU 117.24+16.70%" (.97 163.68+7.83%¢  1.00 67.06+8.65¢¢  0.62
ABTAS 102.22+18.12¢¢% (.89 176.60+5.16¢ 1.00 105.80+0.44¢"  0.92
ABTEA 53.07+0.94° 0.96 94.81+6.93° 0.90 186.04+£3.018  0.96
ABTET 72.98+3.73b¢ 1.00 94.8247.44° 1.00 65.82+18.92¢¢  0.96
ABTHE 120.05+10.40¢" .35 AB B 49.20+5.48  0.57
ABTME 149.79+4 34 0.97 AB B 93.60+5.89%  0.99
ABTSU 157.31+8.46" 0.99 147.28+7.34¢  0.97 76.72+4.55  0.82
ABYAS 122.98+1.78¢f .92 135.74+12.66° 1.00 1.66+1.912 0.99
ABYEA 4.22+1.84* 0.87 92.06+29.89° 0.99 26.49+6.63®  0.61
ABYET 111.20+4.02%f  0.99 163.53+£3.62¢¢  1.00 2.994+0.17* 0.60
ABYHE 127.36+17.08f™ (.89 52.92+3.04* 0.86 AB B

ABYME 153.13+3.55Mii 0.98 156.78+4.24°¢  0.99 AB B

ABYSU 143.93+13.02¢Mi  0.93 165.08+5.20¢¢  1.00 9.96+4.402 0.76

a-tokoferol 116.47+5.81%f (.99 160.38+£3.20¢  0.99 8.25+0.52° 0.78
Askorbik asit  171.94+3.12 1.00 173.49£6.65¢  0.97 52.60+£3.56*  0.79

BHA 160.53+5.224 1.00 96.57+0.74% 1.00 15.57+1.86* 0.89
BHT 58.88+11.21° 0.96 80.71+9.99% 0.98 128.40+£8.27F  0.89
TBHK 139.68+1.26%M (.99 168.01+5.80°  0.99 28.26+0.88" (.73
Troloks 140.68+2.25¢m  1.00 173.10+£8.69°¢  1.00 AB B

P <0.05. AB: Aktivite Belirlenemedi. B:Belirlenemedi.
4.2.4. Metal Selat Aktivitesi

A. bodamae nin ¢igek, yaprak ve tohum kisimlarmin farkli konsantrasyon ve
¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi Fe*? iyonu ile selatlama
ozelligi yiiksek ferrozin reaktifiyle ortamdaki metal baglayabilen bilesiklerin veya
ekstraktlarin yaristirilmasi esasina yontemle belirlendi.

A. bodamae bitkisinin farkli ¢oziicli ve konsantrasyonlarin metal selat aktivite
sonuglaria bagh olarak ECso degerleri hesaplandi. Elde edilen degerler Tablo 4.9°da
belirtilmektedir. Ekstraktlar arasinda metal selat aktivitesi en gii¢lii olan A. bodamae
tohum kismi aseton ekstrakti oldugu ve EDTA standartindan da etkili sonug veridigi
goriildi.

A. bodamae bitki 6rneginin farkli ¢6ziicli ve konsantrasyonlarin metal selat

aktivite sonuglarma bagl olarak 7 degerleri hesapland.
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Ekstrakt ve standartlarrmizdan ABCEA, ABCET, ABCHE, ABCSU, ABTHE,
ABTME, ABTSU, ABYHE, ABYME ve ABYSU ekstraktlar1 ile EDTA standart
maddesinin 7 degerlerinin 1’e yakin ¢iktig1 bulundu. Bu sonug metal selat aktivite
degerlerinin dogru orantili oldugunu gosterdi.

Das vd (2016), A. bracteolata Linn’in (biitliin bitki) metanol, etil asetat ve
hekzan ekstraktlarinin metal selat aktivitesi EDTA standartina karsi incelemistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda metanol, etil asetat ve hekzan bitki ekstraktlarinin metal
selat aktivite ECso degerleri sirasiyla 680+0.33, 760.17+0.57 ve 900.54+1.12 ug/mL
olarak bulunmus olup A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin metanol, etil
asetat ve hekzan ekstraktlarinin daha diisiik ECso degerleri ile daha etkili metal selat
aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

Papuc vd (2010), A. clematitis’in etanol ekstraktinin metal selatlama kabiliyeti
incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda A.clematitis’in etanol ekstraktinin ECsg
degeri 54.71+3.05 olarak bulunmustur. Tez calismamizla karsilastirdigimizda
A.bodamae ¢icek ve yaprak kisimlarinin (tohum kisminin etanol ekstraktinin ECso
degeri bulunamamastir) etanol ekstraktlarindan daha etkili sonug verdigi goriildii.

Uygulanmlan Tukey HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gére, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlari ile standart maddelerin metal
selat aktivitesi ECso (ug/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile g arasinda yapilmustir.
“a” en diisiik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade ederken “g” en yiiksek
ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey HSD® testi istatistik
analiz degerlendirmelerine gore, tek ¢esit harfin bulunmasi ekstrakt ve standartlarin
ECso (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu gostermektedir. Metal
selat aktivite sonuglarn degerlendirildiginde ABCEA, ABTAS, ABTSU,
ekstraktlarinda tek cesit harf bulunmus olup anlaml bir farklilik oldugu belirlendi.
Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla ¢esit harf
belirlenmis olup anlamli bir farklilk olmadigi goriildii. Incelenilen aktivite

sonuglarinin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.
4.2.5. Lipid Peroksidasyonu Inhibisyonu

A. bodamae bitkisinin farkli ¢ozelti ve konsantrasyonlardaki ekstraktlarinin lipit
peroksidasyon inhibisyonu linoleik asit kullanilarak spektrofotometrik olarak tayini

gerceklestirildi.
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A. bodamae’nin farkli ¢oziici ve konsantrasyonlarin lipid peroksidasyon
inhibisyon aktivite sonuglarina bagli olarak ECso degerleri hesaplandi. Elde edilen
degerler Tablo 4.9°da belirtilmektedir. Ekstraktlar arasinda en etkili lipid
peroksidasyon aktivitesini A. bodamae bitkisinin ¢igek kisminin etanol ekstraktinin
gosterdigi ve onu yaprak kisminin metanol ekstraktinin takip ettigi goriildi.
Standartlardaysa o-tokoferoliin en etkili oldugu ve onu BHA’ nin takip ettigi tespit
edildi. Ekstrakt ve standartlar arasinda en etkin olan1 a-tokoferoldiir. Bunun yani sira
bitkimizin ¢igek kisminin etanol ekstraktinin troloks standart maddesinden daha iyi
sonug verdigi goriildii.

A. bodamae bitki Orneginin farkli ¢Ozilici ve konsantrasyonlarin lipid
peroksidasyon inhibisyon aktivite sonuglarina bagl olarak r° degerleri hesaplandi.
ABCME, ABTET, ABYAS, ABYEA, ABYET, ABYME ekstraktlarinin ile o-
tokoferol, troloks standart maddelerinin 7* degerleri 1’e yakin bulundu. Béylece lipid
peroksidasyon degerlerinin dogru orantili oldugu tespit edilmistir.

Das vd (2016), A. bracteolata Linn’nin metanol, etil asetat ve hekzan
ekstraktlarinin BHT ye kars1 sican karacigeri homojenatinda lipit peroksidasyonunu
degerlendirmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda metanol, etil asetat ve hekzan
esktraktlarinin ECso degerleri sirasityla 400.01+1.23, 680.17+£0.95, 760.11£1.55
pg/mL olarak bulunmustur. BHT’nin ECso degeri 220.21+1.16 pug/mL oldugu
goriilmiistiir. Tez caligmamiza baktigimizda A. bodamae bitkisinin tiim kisimlarinin
(tohum kisminin etil asetat ekstraktt hari¢) metanol, etil asetat ve hekzan
ekstraktlarinin daha iyi sonug verdigi goriildii.

Uygulanilan Tukey HSD®™ testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlar ile standart maddelerin lipid
peroksidasyonu inhibisyonu ECso (pg/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile f
arasinda yapilmistir. “a” en diisiik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade

ederken “f” en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir.

Tukey HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gére, tek gesit harfin
bulunmasi ekstrakt ve standartlarin ECso (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir
farklilik oldugunu gostermektedir. Lipid peroksidasyonu inhibisyonu sonuglari
degerlendirildiginde ABCET, ABCHE, ABCME, ABCSU, ABTET, ABTME,
ABYAS, ABYEA, ABYME, ABYSU ekstraktlarinda ve BHA, a-tokoferol, troloks
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standart maddelerinde tek cesit harf bulunmus olup anlamli bir farklilik oldugu
belirlendi. Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla
cesit harf belirlenmis olup anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii. Incelenilen aktivite

sonuglarin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.
4.2.6. Siiperoksit Anyonu Giderme Aktivitesi

A. bodamae’nin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlardaki ekstraktlarinin siiperoksit
anyonu giderme aktivitesi, siiperoksit radikalinin sar1 renkteki, NBT ile etkilesmesiyle,
mavi-mor renkte olan formazan formuna indirgeyebilmesi esasina gore tayin edildi.
Aktivite analizinde, stiperoksit radikali giderme kapasitesi olan bilesikler bulunuyorsa
diistik absorbans degerleri gozlemlenir.

A. bodamae’nin farkli ¢oziicli ve konsantrasyonlarin siiperoksit anyonu giderme
aktivite sonuglarina bagli olarak ECso degerleri hesaplandi. Elde edilen degerler Tablo
4.9°da belirtilmektedir. Ekstraktlar arasinda bitkimizin tohum kisminin etanol
ekstraktinin siiperoksit anyonu giderme aktivitesi en iyi oldugu, standartlardaysa a-
tokoferoliin en etkin sonug verdigi goriildii. a-tokoferol ekstraktlardan da daha etkin
bir sonu¢ verdigi tespit edildi. Bunun yani sira bitkimizin ¢igek kisminin metanol
ekstrakt, tohum kismimnin etil asetat ekstrakti ile yaprak kisminin etanol ve su
ekstraktlari, ekstraktlar arasinda en siiperoksit anyonu giderme aktiviteleri en iyi
olmamalarina ragmen a-tokoferol hari¢ diger tiim standart maddelerden daha aktivitesi
yiiksek bir sonug verdigi belirlendi.

A. bodamae bitki 6rneginin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlarin siiperoksit
anyonu giderme aktivite sonuglarina bagl olarak * degerleri hesapland.
Ekstraktlarimizdan ABCAS, ABCSU, ABTAS, ABTEA, ABTHE, ABTSU, ABYAS,
ABYET ve ABYSU ile tiim standart maddelerin 7 degerleri 1’e yakmn bulundu.
Boylece siiperoksit anyonu aktivite degerlerinin dogru orantili oldugu tespit edildi.

Papuc vd (2010), A. clematitis bitkisinin (toprakiistii kismi1) etanol ekstraktinin
siiperoksid anyonu giderme aktivitesini incelemistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
etanol ekstraktinin ECso degerini 35.5543.28 npg/mL olarak bulmustur. Tez
calismamiza baktigimizda A. bodamae tohum kisminin etanol ekstrakti daha diisiik
ECso degeriyle daha 1yi bir sliperoksit giderme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Cigek
ve yaprak kisimlarinin etanol ekstraktlarinin ise daha diisiik bir siiperoksit anyonu

giderme aktivitesi gosterdigi goriildii.
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Jegadeesware vd (2014), A. Bracteata Retz’in (bitkinin tamami) petrol eteri,
benzen, etil asetat, metanol ve etanol ekstraktlarinin siiperoksit anyonu giderme
aktivitelerini incelemistir. Yapilan ¢alisma sonucunda petrol eteri, benzen, etil asetat,
metanol ve etanol ekstraktlarinin ECso degerleri 21.98 , 22.86, 18.34, 23.73, 24.28 ve
22.54 pg/mL olarak bulunmus olup tez ¢alismamiza baktigimizda bitkinin tiim
kisimlarinin etil asetat, metanol ve etanol ekstraktlarindan daha etkin bir aktivite
gosterdigi tespit edildi.

Uygulanilan Tukey HSD?® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igcek, tohum ve yaprak ekstraktlari ile standart maddelerin
stiperoksit anyonu giderme aktivitesi ECso (ug/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile
i arasinda yapilmistir. “a” en diisiik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade

[13%3]
1

ederken en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey
HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek cesit harfin bulunmasi
ekstrakt ve standartlarin ECso (png/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik
oldugunu gostermektedir. Siiperoksit anyonu giderme aktivitesi sonuglari
degerlendirildiginde ABTEA, ABTET, ABTME, ABYME ekstraktlarinda ve o-
tokoferol, askorbik asit standart maddelerinde tek ¢esit harf bulunmus olup anlamli bir
farklilik oldugu belirlendi. Bunlarin diginda kalan diger ekstraktlar ve standart
maddelerde birden fazla cesit harf belirlenmis olup anlamli bir farklilik olmadig:

goriildii. Incelenilen aktivite sonuglarmin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli

oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.9. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin metal selat aktivitesi, lipid peroksidasyon
inhibisyonu ve siiperoksit anyonu giderme aktivitelerinin ECso (ug/mL) ve r* degerleri

Metal selat Lipid peroksidasyon Siiperoksit anyonu
ORNEKLER aktivitesi inhibisyonu giderme aktivitesi

ECso(ug/mL) »? ECso (ug/mL) 7#? ECso (ug/mL) r?
ABCAS AB B AB B 131.14+4.05"  0.90
ABCEA 747.70+54.46¢  0.96 66.60£1.91%d  0.57 AB B
ABCET 70.84+0.10%¢  0.92 2.34+0.97* 0.70 109.34+14.04¢% .51
ABCHE 98.12+7.20%%¢f (.97 143.42+19.80° 0.75 AB B
ABCME AB B 56.34+3.31° 0.84 78.75+14.53%¢  0.13
ABCSU 60.62+4.62%% (.90 45.28+1.28° 0.76 137.75£0.95"  0.94
ABTAS 5.15+£0.372 0.74 AB B 90.17+8.91%f (.85
ABTEA AB B AB B 54.08+3.78Y 0.83
ABTET AB B 52.75+£1.99° 0.83 24.70+1.632 0.72
ABTHE 89.1846.63%  0.95 88.15+4.68% 0.53 108.36+8.37¢%  0.91
ABTME 129.89+7.76%f (.95 5.81+1.832 0.63 188.95+1.09 0.67
ABTSU 155.43+3.12F  0.93 AB B 91.25+6.55%  0.89
ABYAS AB B 11.71£1.112 0.81 85.76+3.88°¢  0.96
ABYEA 11.74£0.95%  0.78 55.54+3.25° 0.81 AB B
ABYET 65.96+0.50%  0.73 94.65+£20.18%  0.88 82.2142.00¢4 0.96
ABYHE 132.48+6.94¢f (.86 60.25+12.55*  0.67 AB B
ABYME 105.84+2.22¢%f (0,91 9.69+0.342 0.99 175.2845.421  0.60
ABYSU 143.55+£8.50°F  0.99 50.80+8.10° 0.59 63.68+8.56" 0.97
a-tokoferol K 0.01+0.00* 0.90 10.92+0.322 0.93
Askorbik asit K 124.03+3.49¢F (.38 145.53+4.54! 0.90
BHA K 0.554+0.312 0.62 84.74+£3.50%  0.97
BHT K AB B 115.52+2.80%" (.83
TBHK K AB B 136.49+1.70"  0.97
Troloks K 3.47£1.012 0.86 108.23+1.56°  0.95
EDTA 89.3242.37°% (.82 K K

P <0.05. AB: Aktivite Belirlenemedi. B:Belirlenemedi. K:Kullanilmadi
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4.3. Ekstraktlarin Enzim Inhibisyon Aktiviteleri
4.3.1. Ekstraktlarin Asetilkolinesteraz Inhibisyonu Aktivitesi

A. bodamae’nin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarimin farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan ekstraktlarinin asetilkolinesteraz inhbisyonu aktivite sonuglarina baglh
olarak ICso degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda en iyi sonucu veren A. bodamae
cicek kisminin etanol ekstrakti (0.43+0.17 pg/mL) oldugu ve onu ¢ok az bir farkla
bitkinin yaprak kisminin etil asetat ekstraktinin (0.45+0.38 pg/mL) takip ettigi
belirlendi. Ayn1 zamanda en etkili aktivite sonuglar1 veren ABCET ve ABYEA
ekstraktlar standart madde olarak kullanilan galantaminin (0.75+0.25 pg/mL) aktivite
degerinden yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. En etkili aktiviteden baslayarak
siralandiginda asetilkolinesteraz inhibisyonu aktivite diizeyi; ABCET > ABYEA >
ABTEA = ABTSU > galantamin > ABTME > ABCEA > ABTET > ABTHE >
ABYME > ABYET > ABCHE > ABCSU > ABYHE > ABTAS > ABCME > ABYSU
> ABCAS > ABYAS seklinde oldugu belirlendi.

Nile ve Keum (2017), A. indica bitkisinin metanol ekstraktinin asetilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesini incelemistir. Metanol ekstraktinin 1Cso degeri 2,7+0,1 (mg
GAE/06ziit) olarak bulunmustur. A.bodamae metanol esktraktinin A. indica metanol
ekstraktindan daha etkin bir asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi gosterdigi
belirlendi.

Uygulanilan Tukey HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlar1 ile standart maddelerin
asetilkolin esteraz inhibisyon ICso (ng/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile h
arasinda yapilmistir. “a” en diisiik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade
ederken “h” en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey
HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek cesit harfin bulunmasi
ekstrakt ve standartlarin ICso (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir. Asetilkolin esteraz inhibisyon sonuclari degerlendirildiginde ABCAS,
ABCET, ABCME, ABCSU, ABTET, ABYAS, ABYEA, ABYET ekstraktlarinda ve
galantamin standart maddesinde tek g¢esit harf bulunmus olup anlamli bir farklilik
oldugu belirlendi. Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde
birden fazla ¢esit harf belirlenmis olup anlamli bir farklilik olmadigr gorildii.
Incelenilen aktivite sonuglarinin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.10. A. bodamae ¢icek, tohum ve yaprak ekstraklarinin asetilkolin esteraz inhibisyon aktivite

degerleri
- Aktivite,
ORNEKLER ICa (ug/mL)
ABCAS 51.93+1.45"
ABCEA 1.56+0.67®
ABCET 0.43+0.172
ABCHE 7.99+3.29<
ABCME 30.62+0.36f
ABCSU 17.15+3.22¢
ABTAS 26.04+2.82¢f
ABTEA 0.67+0.44%
ABTET 1.83£0.30?
ABTHE 3.22+2.90%
ABTME 1.31£0.76%¢
ABTSU 0.67+0.36%
ABYAS 53.26+1.57"
ABYEA 0.45+0.382
ABYET 7.11£1.75¢
ABYHE 23.56+1.70°
ABYME 5.96+2.87"
ABYSU 38.75+1.83¢
Galantamin 0.7540.25*
P <0.05.

4.3.2. Ekstraktlarin Ureaz inhibisyon Aktivitesi

Helicobakter pyloni mide bakterisi besinlerin sindirimini zorlar. Ureaz bunu
baskilamak i¢in kullanilir. Ureaz iireyi parcalar ve fazlasi amonyum zehirlenmesine
sebep olur. Atilim (iirinli olan iire) olusumu ger¢eklesmediginde asiri amonyum
gozlemlenir. H. Pyloni bakterisi, iireaz aktivitesiyle baglantilidir (Wang, 2014).
A.bodamae’nin bitkimisinin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarmin farkli ¢oziictilerde
hazirlanan ekstraktlarinin iireaz inhibisyon aktivitesi yontemler kisimda belirtildigi
sekliyle yapildi.Elde edilen A. bodamae ekstraktlarin iireaz inhibisyon aktivite
degerleri Tablo 4.11°de gosterilmektedir.

A. bodamae’nin ¢icek, tohum ve yaprak kisimlarinin farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan ekstraktlarinin iireaz inhbisyonu aktivite sonucglarina bagli olarak ICso
degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda en iyi sonucu veren tohum kisminin metanol
ekstraktt oldugu ve onu ¢ok az bir farkla yine tohum kisminin etil asetat ekstraktinin
takip ettigi tespit edildi. Bunun yani sira yine de en etkili sonu¢ standart olarak
kullanilan tiyo iire tarafindan verildigi goriildii. En etkili aktiviteden baslayarak
siralandiginda {ireaz inhibisyonu aktivite diizeni; tiyoiire > ABTME > ABTEA >
ABCAS > ABYAS > ABYME > ABCEA > ABCME > ABTAS > ABCET > ABYET
> ABTET > ABYSU > ABCHE > ABTSU > ABCSU > ABYHE seklinde oldugu
belirlendi.

140



Wang (2014), A. paucinervis Pomel yaprak kisminin hekzan ekstraktinin, H.
pylori ile iliskili hastaliklardaki etkisinin arastirilmasinda kullanildigini bildirdi.
Ekstrenin H. pylori'ye karst MIC degeri 4 pg / mL olarak belirlendi.

Gadhi vd (2001), A paucinervis yapragi ve rizom kisimlarinin metanol
ekstraktlarinin H. pylori aktivitesi (MIC) iizerindeki etkilerini sirasiyla 32 ve 128
pg/mL olarak bildirmiglerdir. Ekstraktlar, metronidazol (0.5 pg/mL) ve klaritromisin
(0.06 png/mL) gibi standartlardan daha diisiik etkinlik gosterdi.

A. bodamae nin ¢igek, tohum ve yaprak kisimlariin tiim ekstraktlar tiyoiire

standart maddesine gore daha diisiik etkinlik gosterdigi belirlendi.

Tablo 4.11. A. bodamae gigek, tohum ve yaprak ekstraklarmin iireaz inhibisyon aktivite degerleri

- Aktivite,
ORAPRLER ICs0 (ng/mL)
ABCAS 7.4240.46%
ABCEA 8.60+0.65%
ABCET 9.85+0.22:
ABCHE 12.26+1.183%¢
ABCME 8.95+0.99%
ABCSU 18.12+0.01¢
ABTAS 9.06:+0.01%
ABTEA 6.32+0.30%
ABTET 10.30+1.43%
ABTHE AB
ABTME 6.23+0.52%
ABTSU 13.21+2.14%
ABYAS 7.91+0.67%®
ABYEA AB
ABYET 10.24+1.76%
ABYHE 23.02+6.41¢
ABYME 8.58+1.36%
ABYSU 12.06+1.33%
Tiyoiire 5.53+0.64*

P <0.05. AB: Belirlenemedi.

Uygulamlan Tukey HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, A.
bodamae bitkisinin ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlari ile standart maddelerin iireaz
inhibisyon aktivitesi ICso (png/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile d arasinda
yapilmustir. “a” en diislik ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade ederken “d”
en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey HSD® testi
istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek cesit harfin bulunmasi ekstrakt ve
standartlarin ICsp (pg/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklihk oldugunu

gostermektedir.
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Ureaz inhibisyon aktivitesi sonuglar1 degerlendirildiginde ABYHE ekstrakt: ve tiyoiire
standart maddesinde tek c¢esit harf bulunmus olup anlamli bir farklilik oldugu
belirlendi. Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde birden fazla
cesit harf belirlenmis olup anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii. Incelenilen aktivite

sonuclarinin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli oldugunu gdstermektedir.
44. Antibakteriyel Aktivite Testleri
4.4.1. Disk Difiizyon Metodu

A. bodamae ekstraktlarin, disk difiizyon yontemini kullanilarakantibakteriyel
aktiviteleri incelendi. Elde edilen antibakteriyel aktivite degerleri Tablo 4.12°de
belirtilmektedir.
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Tablo 4.12. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraklarin disk difiizyon yontemiyle antibakteriyel aktivite degerleri

. . Ornekler / Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler

Antibakteriyel o o S ; ; ; ;

Aktivite Antibiyotikler /  E.coli P. aeruginosa K. pneumoniae E. faecalis B.cereus S. aureus
Kontrol (ATCC 25922) (ATCC 15442) (ATCC 10031) (ATCC 29212) (CCM 99) (ATCC 25213)

Inhibisyon ABYET AB AB AB AB 7.8+0.6 6.9+0.0

zon, ABYME 6.9+3.3 7.7£0.2 AB AB 10.0+0.0 9.3+0.0

mm ABYSU AB AB AB AB AB AB
ABYAS 9.0+0.0 7.3+1.4 AB 7.0+0.0 7.0+0.0 7.5+£0.7
ABYEA AB AB AB AB AB 7.0£1.5
ABYHE AB AB AB AB AB AB
ABCET 9.0+0.7 10.8+0.4 11.0+0.3 10.3+0.4 7.0£0.0 9.0+1.4
ABCME 9.4+0.8 9.0+0.0 9.0+0.0 8.8+1.8 9.0+0.0 8.0+0.0
ABCSU AB AB AB AB AB AB
ABCAS AB 10.0+0.0 9.8+0.4 9.0+0.3 11.5+1.3 9.2+0.3
ABCEA 7.0£0.0 8.7+0.9 7.0£0.0 9.54£0.0 14.0+£2.2 AB
ABCHE AB AB AB AB AB AB
ABTET 8.3+0.4 12.5+1.3 11.7£1.7 13.7£1.9 14.5+1.4 12.8+1.1
ABTME 11.1+1.3 9.4+1.1 10.0+0.0 9.5+£0.0 10.4+£1.3 11.3+0.4
ABTSU AB AB AB AB AB AB
ABTAS 9.2+0.0 10.5£1.5 10.8+0.4 9.6+0.2 20.8+0.2 9.3+0.4
ABTEA 8.2+0.3 8.2+0.3 7.5+0.4 7.6£0.0 9.0£0.0 7.0£0.10
ABTHE AB AB AB AB AB AB
Amoksilin 23.0+0.0 AB AB AB 33.7+0.9 AB
Tetrasiklin 18.9+0.8 14.1+£0.7 23.0+0.0 20.0+0.0 22.0+0.3 15.6+0.0
Kontrol 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 6.0+0.0

AB:Aktivite Belirlenemedi.
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Ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteleri incelendiginde E.coli bakterisine karsi
ABYME, ABYAS, ABCET, ABCME, ABCEA, ABTET, ABTME, ABTAS ve
ABTEA ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerinin oldugu goriildii. Ekstraktlar
arasinda E.coli bakterisine karsi en i1yi sonucu veren ABTME ekstrakti olmasina
ragmen antibiyotiklerden daha iyi bir sonu¢ elde edilemedi. Diger ekstraktlar
antibaktiriyel aktivite gostermedi.

Ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteleri incelendiginde P.aeruginosa bakterisine
karst ABYME, ABYAS, ABCET, ABCME, ABCAS, ABCEA, ABTET, ABTME,
ABTAS ve ABTEA ekstraktlarinin antibakteriyel aktivite gdsterdigi goriildii.
Ekstraktlar arasinda P. aeruginosa bakterisine karsi en iyi sonucu veren ABTET
ekstraktt olmasina ragmen tetrasiklin antibiyotigine (amoksilin aktivite gostermedi)
gbre daha iyi bir sonug gostermedigi tespit edildi. Fakat tetrasiklin antibiyotiginin anti
bakteriyel etkisiyle arasindaki farkin az oldugu goriildii.

Disk difiizyon metodu kullanilarak ekstraktlarimizin antibakteriyel aktiviteleri
incelendiginde K. pneumoniae bakterisine karsi antibakteriyel aktivite gosterenlerin
ABCET, ABCME, ABCAS, ABCEA, ABTET, ABTME, ABTAS ve ABTEA oldugu
goriildii. Ekstraktlar arasinda K. pneumoniae bakterisine karsi en iyi sonucu veren
ABTET ekstrakti olmasina ragmen tetrasiklin antibiyotigine (amoksilin aktivite
gostermedi) gore daha 1yi bir sonug gostermedigi tespit edildi.

Disk difiizyon metoodu kullanilarak ekstraktlarimizin antibakteriyel aktiviteleri
incelendiginde E. faecalis bakterisine karsi antibakteriyel aktivite gdosterenlerin
ABYAS, ABCET, ABCME, ABCAS, ABCEA, ABTET, ABTME, ABTAS ve
ABTEA ekstraktlar1 oldugu goriildii. Ekstraktlar arasinda E. faecalis bakterisine kars1
en iyi sonucu veren ABTET ekstrakti olmasina ragmen antibiyotiklerden daha iyi bir
sonug gostermedigi tespit edildi.

Disk difiizyon metodu kullanilarak ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteleri
incelendiginde B. ceraus bakterisine karst antibakteriyel aktivite gosterenlerin
ABYET, ABYME, ABYAS,ABCET, ABCME, ABCAS, ABCEA, ABTET, ABTME,
ABTAS ve ABTEA ekstraktlarinin oldugu goriildi. Ekstraktlar arasinda B. ceraus
bakterisine karsi en 1iyi sonucu veren ABTAS ekstrakti olmasina ragmen
antibiyotiklerden daha iyi bir sonug¢ gostermedigi tespit edildi. Fakat tetrasiklin

antibiyotiginin anti bakteriyel etkisiyle arasindaki farkin az oldugu goriildii.
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Disk difiizyon metodu kullanilarak ekstraktlarimizin antibakteriyel aktiviteleri
incelendiginde S. aureus bakterisine karsi antibakteriyel aktivite goOsterenlerin
ABYET, ABYME, ABYAS, ABYEA, ABCET, ABCME,ABCAS, ABTET, ABTME,
ABTAS, ABTEA ekstraktlar1 oldugu goriildii. Ekstraktlar arasinda S.aureus
bakterisine karst en iyi sonucu veren ABTET ekstraktt olmasma ragmen
antibiyotiklerden daha iyi bir sonu¢ gdstermedigi tespit edildi. Fakat tetrasiklin
antibiyotiginin antibakteriyel etkisiyle arasindaki farkin az oldugu gortldii.

Manik vd (2006) yapmis oldugu ¢alismasinda Hindistan’da yerli tipta yaygin
olarak kullanilan A. bracteate Retz bitkisinin yapraklarmin ham ekstraktlar1 disk
difiizyon yoOntemiyle antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. A. bracteate Retz’in
yapraklar1 petrol eteri, kloroform ve alkol ile ekstrakte edilmistir ve ham yaprak 6zleri,
B. subtilus, L. plantarum, E. coli, S. aureus, S. faecalis ve P. aeruginosa’a Karsi
antibakteriyel aktiviteleri test edilmistir. A. bracteate Retz bitkisinin yaprak petrol
eteri ekstrakti E. coli bakterisie karsi aktivitesi 7 mm olarak bulunmus olup A.
bodamae yaprak kisminin metanol ekstraktindan yiiksek sonu¢ vermis olup yine
bitkimizin yaprak kisminin etanol, su, etil asetat ve hekzan ekstraktlar1 sonug
vermemistir. Bunun yani sira E. coli bakterisine karst A. bodamae yaprak kisminin
aseton ekstraktt (9.0£0.0 mm) ise A. bracteate yaprak boliimiiniin petrol eteri
ekstraktina (10 mm) gore yiiksek sonug vermistir. A. bracteate yaprak kisminin petrol
eteri, kloroform, alkol ekstraktlarinin P. aeruginosa bakterisine karsi antibakteriyel
aktivitesi bitkimiz olan A. bodamae’nin yaprak ekstraktlarindan yiiksek sonug verdigi
goriilmiis olup bitkimizin ¢icek boliimiiniin aseton ekstrakti (10.0£0.0 mm) A.
bracteata yaprak boliimiinlin petrol eteri ekstraktiyla aymi sonug¢ elde edildigi
belirlenmistir. A. bodamae ¢i¢ek kisminin etanol ekstrakti (10.8+0.4 mm), tohum
kisminin etanol ekstrakti (12.5+1.5 mm) A. bracteate yaprak petrol eteri ekstraktindan
(10 mm) daha yiiksek sonug¢ verdigi goriilmiistiir.

Murugan ve Mohan (2012) yapmis oldugu c¢alismada A. indica bitkisinin S.
aureus, K. pneumoniae, B. subtilis, E. coli, S. typhi ve P. aeruginosa bakterilerine karsi
potansiyel anbakteriyel aktiviteleri agisindan tarama yapmistir. Yaprak ve govde
kabugu kisimlarinin petrol eteri, benzen, aseton, metanol ve sulu ekstraktlari

antibakteriyel aktivite disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Yapilan caligmalarda S. aureus bakterisne karsi A. indica yaprak kisminin aseton
ekstrakti 2 mm, metanol ekstraktinin 6 mm oldugu ve su ekstraktinin ise aktivite
vermedigi goriilmiistiir. A. bodamae yaprak bolimiiniin su ekstraktinin aktivite
gostermedigi ve A. indica bitkisiyle ayn1 etki sonuca varildigi belirlendi. Elde edilen
veriler 1s181inda karsilastirdigimizda A. bodamae yaprak kisminin aseton ekstraktinin
7.5+0.7 mm , metanol ekstraktinin 9.3+0.0 mm zon ¢apina sahip oldugu goriilerek A.
indica bitkisine gore daha 1yi bir sonug verdigi tespit edilmistir.

K. pneumoniae bakterisine kars1t A. indica bitkisinin yaprak kisminin aseton,
methanol antibakteriyel aktivite sonuglart sirastyla 5 mm ve 6 mm olarak bulunmus
olup su ekstraktindaysa aktivite bulunamamistir. A. bodamae yaprak kisminin aseton
ve metanol ekstraktlarindan aktivite goriillememis olup A. indica bitkisi daha iyi sonug
verdigi goriildii. Bunun yani sira her iki bitkinin de yaprak kisminin su ekstrakti
aktivite gostermeyerek ayni sonuca ulasildig: tespit edildi.

E. coli bakterisine kars1 A. indica bitkisinin yaprak kisminin aseton ekstrakti 3
mm ve metanol ekstrakti ise 2 mm zon ¢apina sahip oldugu goriilmiistiir. A. bodamae
yaprak kisminin aseton ve metanol ekstraktlari sirastyla 9.0+0.0 mm, 6.9+£3.3 mm
olarak bulunmus olup daha iyi bir sonu¢ verdigi goriildii. Bunun yani sira her iki
bitkinin de yaprak kisminin su ekstraktlar1 aktivite gostermemis olup ayni sonuca
ulasildig: goriildii.

P. aeruginosa bakterisine kars1 A. indica bitkisinin yaprak kisminin metanol
ekstraktt 3 mm ve su ekstrakti ise 1 mm zon ¢apina sahip oldugu goriilmiistiir. A.
bodamae yaprak kisminin su ekstrakti aktivite géstermemis olup A. indica daha iyi
sonug¢ verdigi belirlendi. A. bodamae yaprak etanol ekstrakti 7.7+0.2 mm olarak
bulundu ve daha iyi bir sonug¢ verdigi goriildii. A. indica aseton ekstrakti aktivite
gostermemis olup A. bodamae ise 7.3+1.4 mm zon ¢apiyla daha iyi bir sonug verdigi
belirlendi.

Dhouioui vd (2016) yapilan ¢alismada Aristolochia longa bitkisinin kok ve
toprak {istli kisimlarinin E. coli, S. typhimurium, E. faeclum, S. agalactiae ve S. aureus
bakterilerine kars1 antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. E. coli bakterisine kars1 A.
longa bitkisinin kok kisminin antibakteriyel aktivitesi 8.50+£0.50 mm ve toprak tistii
kisminin aktivitesi ise 9.50+0.50 mm olarak bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda
karsilagtirma yapildiginda A. bodamae bitkisinin yaprak kismimin metanol ekstrakti

(6.9+3.3 mm), ¢igek kisminin etil asetat (7.0+0.0 mm) ve tohum kisminin da etanol
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(8.3£0.4 mm) ile etil asetat (8.2+0.3 mm) ekstraktlar1 daha diisiik aktivite gosterdigi
belirlendi. Bunun yani sira ¢alismamizda kullandigimiz bitkinin yaprak kisminin
aseton ekstrakti (9.0+£0.0 mm), ¢igek kisminin etanol (9.0+£0.7 mm), metanol (9.4+0.8
mm) ekstraktlar1 ve tohum kisminin aseton ekstrakti (9.2+0.0 mm) A. longa bitkisinin
kok kismindan daha iyi sonug verdigi goriildii. A. bodamae bitkisinin tohum kisminin
metanol ekstraktinin (11.1+1.3 mm) ise A. longa bitkisinin hem kdk hem de toprak
istii kistmlarindan daha iyi sonug elde edildigi tespit edildi.

S. aureus bakterisine karsi A. longa bitkisinin kok kisminin antibakteriyel
aktivitesi 9.83+0.80 mm ve toprak istii kisminin aktivitesi ise bulunmamustirr. A.
bodamae bitkisinin tohum kisminin etanol (12.8+1.1 mm) ve metanol (11.3+0.4 mm)
ekstraktlarinin daha iyi sonug¢ verdigi belirlendi. Ayn1 zamanda bitkimizin yaprak
kisminin etanol (6.9+0.0 mm), metanol (9.3+0.0 mm), aseton (7.5+£0.7 mm), etil asetat
(7.0+£1.5 mm), ¢icek kisminin etanol (9.0£1.4 mm), metanol (8.0+0.0 mm), aseton
(9.2+£0.3 mm) ve tohum kisminin aseton (9.3+0.4 mm), etil asetat (7.0+0.10 mm)
ekstraktlar1 A. longa bitkisinin toprak iistii ekstraktindan daha iyi bir sonu¢ verdigi
goriildi.

4.4.2. Mikrodilisyon Metodu

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin ekstraktlarinin bakterilerin
{iremesini durmasini saglayan minumum inhibisyon konsantrasyon (MIiK) sonuglart
mikrodillisyon metodu kullanilarak belirlendi. Bu yontem i¢in hazirlanilan besiyerine
A. bodamae ekstrakti ile standart olarak kullandigimiz antibiyotikler seri seklinde 100
puL seyreltildi. Her bir seyreltme ortami igerisine 0.5 McFarland miktarinda hiicre
ihtiva eden incelenicek olan bakteri silispansiyonundan ayni miktarda eklendi.
Oncelikler +4°C sicaklikta 2 saat siireyle sonrasinda ise 37 °C sicaklikta 16-18 saat
inkiibasyon yapildi. Elde edilen MiK degerleri kaydedildi (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarinin farkli ¢éziiciilerle hazirlanan ekstraklarinin mikrodilisyon metodu antibakteriyel aktivite degerleri

. . Ornekler / Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif bakteriler
Antibakteriyel Antibivoti . E ; -
Aktivite ntibiyotikler / E.coli P. aeruginosa  K.pneumoniae E. faecalis B.cereus  S. aureus
Kontrol (ATCC 25922) (ATCC15442) (ATCC10031) (ATCC29212) (CCM99) (ATCC 25213)
Minimum ABYET 128 256 256 64 256 256
Inhibisyon ABYME 128 256 256 64 256 256
Konsant. ABYSU 512 1024 52048 128 >2048 2048
(MIK), ABYAS >2048 2048 2048 64 >2048 >2048
ng/mL ABYEA 52048 52048 52048 128 2048 52048
ABYHE >2048 >2048 >2048 64 >2048 >2048
ABCET 128 128 256 128 256 128
ABCME 128 128 256 128 256 256
ABCSU >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
ABCAS >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
ABCEA >1024 >1024 >1024 128 64 >1024
ABCHE 256 256 1024 256 512 512
ABTET 128 128 128 128 32 64
ABTME 128 128 128 128 16 64
ABTSU >1024 512 512 >1024 256 >1024
ABTAS >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 64
ABTEA 64 64 64 >1024 >1024 >1024
ABTHE 512 256 256 256 128 128
Amoksilin 4 >2048 >2048 >2048 128 >2048
Tetrasiklin 1 8 8 16 <0.5 8
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A. bodamae’nin tiim ekstraktlar E.coli bakterisine karsi antibiyotiklerden ¢ok
daha yiiksek MIK degerleri vermistir.

P. Aeuruginosa bakterisine kars1t ABYAS, ABYEA, ABYHE ekstraktlarinin
>2048 pg/mL MIK degeriyle amoksilin antibiyotiginin MIK degeri (>2048) ayn
degerleri verdigi goriilmiistiir. Tetrasiklin antibiyotiginden ise tiim ekstraktlarin MiK
degerleri daha yiiksek bulunmustur.

K. pneumoniae bakterisine kars1 ABYSU, ABYEA, ABYHE ekstraktlarinin
>2048 pg/mL MIK degeriyle amoksilin antibiyotiginin MIK degeri (>2048 pg/mL)
ayni degerleri verdigi goriilmiistiir. Tetrasiklin antibiyotiginden ise tiim ekstraktlarin
MIK degerleri yiiksek bulunmustur.

E. faecalis bakterisine kars1 hig bir ekstrakt antibiyotiklerden yiiksek MIK degeri
vermedigi goriildii.

B. cereus bakterisine karsit ABYSU, ABYAS, ABYEA, ABYHE ekstraktlarinin
>2048 pg/mL MIK degeriyle amoksilin antibiyotiginden (tetrasiklin aktivite
gostermedi) daha yiiksek MIK degeri verdigi goriilmiistiir.

K. pneumoniae bakterisine kars1t ABYSU, ABYAS, ABYEA, ABYHE, ABTHE
ekstraktlarimin >2048 pg/mL MIK degeriyle amoksilin antibiyotiginden (Tetrasiklin
aktivite gdstermedi) daha yiiksek MIK degeri verdigi goriilmiistiir.

Dhouioui vd (2016), yapilan ¢alismada A. longa bitkisinin kok ve toprak iistii
kisimlarinin ekstraktlar antibakteriyel aktiviteleri incelenmis ve minimum inhibisyon
konsantrasyon degerleri bulunmustur. E. coli bakterisine karst A. longa bitkisinin kok
ekstraktt MIK sonucu 1000 pg/mL ve toprak iistii kisminin ekstrakti ise 1500 pg/mL
olarak bulunmustur. A. bodamae bitkisinin yaprak kisminin etanol, metanol
ekstraktlar ile ¢igek kisminin etanol, metanol ve tohum kisminin etanol, metanol
ekstraklarinin MIK degeri 128 pug/mL olarak bulundu. Yaprak kisminin su ekstrakt: ve
tohum kisminin hekzan ekstraktinin MiK degeri 512 pg/mL olarak 6l¢iildii. Tohum
kisminin etil asetat ekstrakti ise 64 pg/mL olarak tespit edildi. Bu ekstraktlarimizin
MIK degerleri daha diisiik 6lgiilmesi daha az konsantrasyonda sonug verdigini ve A.
longa bitkisine gore daha iyi sonug verdigini gostermektedir.

S. aureus bakterisine kars1 A. longa bitkisinin kok ekstraktt MIK sonucu 1000
pg/mL ve toprak iistii kisminin ekstrakti ise 1500 pg/mL olarak bulunmustur. A.
bodamae bitkisinin yaprak kisminin etanol, metanol ve ¢icek kisminin metanol

ekstraktinin MIK degeri 256 pg/mL olarak bulundu.
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Cicek kismmin etanol ve tohum kisminin hekzan ekstraktlarinin MIK degeri 128
pug/mL olarak 6lgiildii. Tohum kisminin etanol, metanol ve aseton ekstraktlarin 64
ug/mL olarak tespit edildi. Bu ekstraktlarimizin MiK degerleri daha diisiik 6lciilmesi
daha az konsantrasyonda sonug¢ verdigini ve A. longa bitkisine gore daha iyi sonug
verdigini gostermektedir.

Yu vd (2007), yapilan ¢alismada A. mollissima bitkisinin rizim ve toprak iistii
kisimlar1 ekstraktlariin antibakteriyel aktivitesi incelenmis ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri incelenmistir. E. coli bakterisine kars1 antibakteriyel
aktivitesine karst A. mollissima bitkisinin rizom ve toprak {stii kisimlarinin
ekstraktlarinin MIK degeri 6.25 pg/mL olarak bulunmustur. A. bodamae bitkisinin bu
bakteri karsisindaki MIK degerlerimiz daha yiiksek 6l¢iildii. Bu nedenle A. mollissima
bitkisinin MIK degerlerinin diisiik ¢ikmasi, diisiik konsantrasyonda antibakteriyel
etkisinin oldugunu gostermekte ve A. bodamae bitkisinden daha iyi sonu¢ verdigi
tespit edilmektedir.

K. pneumoniae bakterisine kars1 A. mollissima bitkisinin rizom ve toprak tistii
kistmlarmin ekstraktlarinin MIK degeri 25 pg/mL olarak bulunmustur. A. bodamae
bitkisinin bu bakteri karsisindaki MIK degerlerimiz daha yiiksek 6l¢iildii. Bu nedenle
A. mollissima bitkisinin MIK degerlerinin diisiik ¢ikmasi, diisiik konsantrasyonda
antibakteriyel etkisinin oldugunu gostermekte ve A. bodamae bitkisinden daha iyi

sonug verdigi tespit edilmektedir.
4.5.  DNA ile Ilgili Aktiviteler
4.5.1. Deoksiriboz Koruma Aktivite

A. bodamae ekstraktlariin deoksiriboz koruma aktivitesi yontemler kisminda
belirtildigi gibi uygulandi. Elde edilen Aos (ug/mL) ve r* degerleri Tablo 4.14°de

gosterilmektedir.
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Tablo 4.14. A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraklarinin deoksiriboz koruma aktivite degerleri

Deoksiriboz koruma aktivitesi

ORNEKLER =~ < (ug/mL) 2
ABCAS AB B
ABCEA 8.66+0.16%° 0.87
ABCET 45.83+6.42¢ 0.95
ABCHE AB B
ABCME AB B
ABCSU AB B
ABTAS 6.23+0.872 0.73
ABTEA AB B
ABTET 25.96+0.094 0.76
ABTHE 135.97+0.228 0.89
ABTME 43.3942 98¢ 0.75
ABTSU 70.67+1.91F 0.88
ABYAS 18.92+3.75b<d 0.90
ABYEA AB B
ABYET 22.67+4.05¢ 0.67
ABYHE AB B
ABYME AB B
ABYSU AB B
o-tokoferol 8.72+0.622 0.82
Askorbik asit 45.60+0.66° 0.93
BHA 10.61+£3.252b¢ 0.91
BHT 22.16+3.35¢ 0.96
TBHK 10.55+4.36%¢ 0.85
Troloks 18.7542.26b< 0.84

P <0.05. AB: Aktivite Belirlenemedi. B:Belirlenemedi.

A. bodamae ekstraktlarin deoksiriboz koruma aktivite sonuglarina gére ECso
degerleri hesaplandi. Ekstraktlar arasinda deoksiriboz koruma aktivitesi en etkin olan
A. bodamae bitkisinin tohum kisminin aseton ekstraktinin oldugu ve standartlandan en
1yi sonug veren a-tokoferolden de daha iyi bir aktivite elde ettigimiz goriildii. Bunun
yani sira A. bodamae bitkisinin ¢igek kisminin etil asetat ekstraksiyonu en iy1 aktivite
sonucu vermemesine ragmen diger tiim standart maddelerden daha iyi deoksiriboz
koruma aktivitesi gosterdigi gorildii.

A. bodamae bitki 6rneginin farkli ¢oziicii ve konsantrasyonlarin deoksiriboz
koruma aktivite sonuglarina bagli olarak r* degerleri hesaplandi. Ekstraktlardan
ABCEA, ABCET, ABTHE, ABTSU ve ABYAS ile tiim standartlarin 7* degerleri 1’e
yakin ¢ikmis olup bdylece deoksiriboz koruma aktivite degerlerinin dogru orantili
oldugu tespit edildi.

Badami vd (2005), A. bracteolata bitkisinin kloroform ve etil asetat
ekstraktlarinin deoksiriboz koruma aktivitelerini incelemistir. Yapilan bu g¢alisma

sonucunda kloruform ve etil asetat ekstraktlarinin ECso degerlerini sirasiyla
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438.30+7.80 ve 655.00+6.13 pg/mL olarak bulmustur. Tez calismasina bakildiginda
A. bodamae ¢igek kisminin etil asetat ekstraktinin daha iyi sonug¢ verdigi goriildii.
Bitkinin tohum ve yaprak kisimlarinin etil asetat ekstraktlarinin ECso degerleri
bulunamadigindan karsilastirma yapilamadi.

Uygulamlan Tukey HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gére, A.
bodamae bitkisinin ¢igcek, tohum ve yaprak ekstraktlar1 ile standart maddelerin
deoksiriboz koruma aktivitesi Aos (ng/mL) degerlerinin harflendirilmesi a ile g

[1P2)

arasinda yapilmustir. “a” en diisiilk ortalama ve en yiiksek aktivite degerini ifade
ederken “g” en yiiksek ortalama ve en diisiik aktivite degerini ifade etmektedir. Tukey
HSD® testi istatistik analiz degerlendirmelerine gore, tek gesit harfin bulunmasi
ekstrakt ve standartlarin Ao s (ug/mL) degerleri arasinda anlamli bir farklilik oldugunu
gostermektedir. Deoksiriboz koruma aktivitesi sonuglart degerlendirildiginde
ABCET, ABTAS, ABTET, ABTME, ABTHE, ABTSU, ABYET ekstraktlarinda ve
askorbik asit standart maddesinde tek ¢esit harf bulunmus olup anlamli bir farklilik
oldugu belirlendi. Bunlarin disinda kalan diger ekstraktlar ve standart maddelerde
birden fazla cesit harf belirlenmis olup anlamli bir farklilik olmadigr goriildii.

Incelenilen aktivite sonuglarinin p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir.
4.5.2. DNA Koruma Aktivitesi

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak kisimlarimin aseton, etil asetat, etanol,
hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin DNA koruma aktivitesi plazmit DNA
kullanilarak incelendi. Deneyde kullanilan jel yogunlugu DNA’nin ihtiva ettigi baz
cifti sayist dikkate alinarak hazirlandi. UV 1smlart DNA hasaria sebep olmaktadir.
Olusan bu hasar1 6nleme potansiyelini H2O2’nin bulundugu ortamda DNA koruma
aktivitesi arastirildi. Calismamizda elde ettigimiz jelin goriinti Sekil 4.20°de

gosterilmektedir.
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ABTE ABTM ABTS ABTEA ABTA ABTH

e Form I1

ey S e sy e WY — Form1
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—fgp— Form IT
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ABCE ABCM ABCS ABCEA ABCA ABCH

—f Form I

Y G S B Y W o FormI

Sekil 4.21. A. bodamae ekstraktlarinin DNA koruma aktivitesi jel goriintiileri

Ekstraktlarin DNA koruma aktivitesi 5 mg/mL derisiminde uygulanmis ve
elektroforez goriintiisii iki bant olarak gozlemlenmistir. Bu bantlar plazmit DNA’ nin
hizl1 hareket eden bantlar1 olan sargili dairesel formunu (supercoiled forml) ve yavas
hareket eden bantlar ise halkasal formlarim1 (circular formll) temsil etmektedir.
ABTA, ABTH, ABYE, ABYM, ABYS, ABYA, ABYH, ABCE, ABCM, ABCS,
ABCEA ve ABCA ekstraktlarinin sargili dairesel DNA formunda halkasal formlara
gore daha yiiksek DNA koruma aktivitesi vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Devamli olarak canli organizma metabolizmasinda oksidasyon olusmaktadir.
Cevreden alinan ve canli organizmanin metabolik islevlerine dahil olan reaktif oksijen
radikalleri oksidasyon olaylarinin hizin1 artirmaktadir. Serbest radikal artis1 nedeniyle
olusabilecek hiicre tahribati, saglik bakimindan énem arz eden problemler meydana
getirme potansiyeli vardir. Gastrointestinal hastaliklari, infertiliteyi, kardiyovaskiiler
hastaliklari, solunum ve bosaltim sistemi bozukluklarin1 ve daha pek c¢ok hastaligi
tetiklemektedir. Bu hastaliklar serbest radikal diizeyleriyle iliskilidir. Olas1t bu
rahatsizliklarin 6ntine gegebilmek icin oksidan maddelerin antioksidan maddelerle
denge halinde tutulmas1 gerekmektedir. Bu anlamda beslenmenin 6nemi ¢ok fazladir.
Yeterli miktarda antioksidan alimi dogru beslenmeyle saglanabilmekte ve bdyle
serbest radikallerin istenmeyen etkileri ortadan kalkmaktadir (Karabulut ve Gilay,
2016a).

Sadece canli organizmasinda degil daha pek ¢ok alanda oksidasyon olumsuz
sonuglar dogurmaktadir. Gida endiistrisinde lipid peroksidasyonu buna bir ornektir.
Yapay antioksidanlarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla dogal antioksidanlar 6nemli
bir konum edinmistir. Bu nedenle bitkisel kaynakli antioksidanlarin arastirilmasi bir
bakima gerekli bir durumda olmaktadir denilebilir.

Arastirmamizda amacimiz A. bodamae bitkisinin ¢icek, tohum ve yaprak
kisimlarinin farkli ¢oziiclilerle (aseton, etil asetat, etanol, hekzan, metanol, su) elde
ettigimiz ekstraktlarinin antioksidan etkisini standartlarla ( a-tokoferol, askorbik asit,
BHA, BHT, TBHK ve troloks) kiyaslayarak incelemektir. Bunun yani sira bitki
ekstraktlarinin enzim inhibisyon aktiviteleri, antibakteriyel aktivite ve DNA ile ilgili
koruma aktivite etkinligini de arastirilmistir.

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin % verimleri hesaplandi.
Bitkinin bu {i¢ kismindan elde edilen % verim deger araligi1 % 4.00-39.22 olarak
bulundu. Cicek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin % verim siralamalart ABCME (%
39.22) > ABYEA (% 36.40) > ABCSU (% 30.33) > ABYET (% 29.10) > ABTSU (%
24.39) > ABYSU (% 21.90) > ABCET (% 21.64) > ABTME (% 20.00) > ABTET (%
16.67) > ABYME (% 15.37) > ABTEA (% 14.29) > ABTHE (% 10.00) > ABCEA (%
8.09) > ABYAS (% 7.20) > ABTAS (% 7.04) ABCHE (% 4.82) > ABYHE (% 4.27)
> ABCAS (% 4.00) seklindedir.
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Cigek, tohum ve yaprak ekstraktlar1 kendi aralarinda incelendiginde en yiiksek verim
bitkinin ¢igek kisminin metanol ekstrakti, en diisiik verim ise bitkinin ¢igek kisminin
aseton ekstrakti olarak gorildii.

Flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik diterpenler gibi fenolik bilesikler
antioksidatif etkinin esas kaynagini olusturmakta olup bitkisel kaynakli ve dogal bir
sekilde meydan gelen bilesiklerdir (Thirugnanasampandan vd, 2008). A. bodamae
bitkisinin toplam fenolik ve flavonoid miktar1 tayin edildi. Bitkinin ¢i¢ek, tohum ve
yaprak kisimlarinin toplam fenolik miktarinin siralamasi; ABCME (160.54+0.01 pg/g)
> ABCET (110.41£0.06 ng/g) > ABTSU (110.35+£1.02 pg/g) > ABYME (70.64+0.04
pg/g) > ABCSU (70.44+0.05 pg/g) > ABYEA (70.02+0.00 npg/g) > ABTET
(50.60+0.14 pg/g) > ABYET (40.76+£0.00 ng/g) > ABYAS (40.68+0.01 pg/g) >
ABCEA (40.41+0.20 pg/g) > ABTME (30.77+0.32 ng/g) > ABTAS (30.42+0.10
pg/g) > ABTEA (20.64+0.25 pg/g) > ABTHE (10.98+0.05 pg/g) > ABCAS
(10.77£0.00 pg/g) > ABCHE (10.73+0.13 pg/g) > ABYHE (10.45+0.01 pg/g) >
ABYSU (10.32+0.00 pg/g) seklindedir. Toplam fenolik miktar1 en diisiik olan yaprak
kismiin su ekstrakti ve en yiiksek ise cicek kisminin metanol ekstrakti oldugu
goriildii. Toplam flavonoid miktarin siralamasi; ABTEA (150.03+£2.62 pg/g) >
ABCEA (57.96+0.75 ng/g) > ABTAS (39.00+0.67 png/g) > ABTET (22.24+1.10 pg/g)
> ABTSU (17.92£1.00 ng/g) > ABTME (17.73+0.89 pg/g) > ABTHE (16.24+0.91
pug/g) > ABCSU (12.05£1.20 pg/g) > ABYSU (11.30+0.02 ng/g) > ABCME
(10.10+0.75 pg/g) > ABYHE (9.55+0.13 pg/g) > ABYET (9.524+0.35 pg/g) > ABYME
(9.33+0.31 pg/g) > ABYEA (9.28+0.16 ng/g) > ABYAS (8.00+0.09 ng/g) ) > ABCHE
(7.75+0.75 ng/g) > ABCET (7.35+0.59 ng/g) > ABCAS (3.42+0.27 pg/g) seklindedir.
Toplam flavonoid miktar1 en diisiik olan ¢igek kisminin aseton ekstrakti ve en yiiksek
ise tohum kisminin etil asetat ekstrakti oldugu goriildii. Literatiir taramas1 sonucunda
Aritolochia tirlerinin iceriginde bulunan, serbest radikal siipiiriicii etkisi bulunan
fenolik bilesikler gida maddelerinin dayanikliligini artirmada, kardiyovaskiiler
rahatsizliklarin ve bazi kanser c¢esitlerinin azalmasinda etkili oldugu bilinmektedir
(Barak ve Yasar 2008; Rice, 1999). Bunun yan1 sira Aritolochia tiirlerinde bulunan
flavonoidler de besinlerin bozunmasini 6nleme amagh gida sanayisinde kullanilmakta
olup besinlerin rengini iyilestirmekte, serbest radikal siipiiriicii etkisiyle lipit
peroksidasyonunu onlemekte, antioksidatif etkisiyle kanseri onledigi bilinmektedir

(Inan, 2015).
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Bu nedenle bitkimizde belirlenen fenolik ve flavonoid bilesiklerinin miktarlari dnem
gostermekte olup A. bodamae bitkisinin antioksidatif etki icerdigini desteklemektedir
(Tablo 4.2-4.7).

Antioksidatif etki bitkideki antioksidan gesitliligiyle de ilgilidir. Bu sebeple A.
bodamae bitkisinde hangi fenolik bilesiklerin bulundugunu incelemek yani
fenoliklerin kantitatif analizini yapmak i¢in LC-MS/MS ile fenoliklerin analizi
yontemi kullanildi. Her ekstraktimizi ayr1 ayr inceledigimizde fenolik bilesiklerin
siralamasi;

ABCAS icin, p-kumarik asit (49761.93 ng fenolik madde / kg kuru bitki) > rutin
> fumarik asit > kafeik asit > kuersetin-3-glukozit > klorojenik asit > protokatesuik
asit > vanilik asit > kuersetin > gallik asit > 4-hidroksibenzaldehit > 4-hidroksibenzoik
asit > salisilik asit > naringenin > katesin > hesperidin >epikatesin > kumarin >
protokatesuik asit etil ester seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (49761.93
ng fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir. Sikorik asit, gentisik asit, resveratrol ve
tanik asit fenolik bilesikleri ABCAS ekstraktinda belirlenememistir.

ABCEA ig¢in, p-kumarik asit > rutin > kafeik asit > kuersetin-3-glukozit >
protokatesuik asit > kuersetin > fumarik asit > vanilik asit > gallik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > naringenin >salisilik asit > klorojenik asit > 4-
hidroksibenzoikasit > katesin > resveratrol > kumarin > protokatesuik asit etil ester
seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (7795.28 ng fenolik madde/kg kuru
bitki) vermistir. Sikorik asit, epikatesin, gentisik asit, hesperidin ve tanik asit fenolik
bilesikleri ABCEA ekstraktinda belirlenememistir.

ABCET igcin, rutin > p-kumarik asit > kafeik asit > kuersetin-3-glukozit >
klorojenik asit > naringenin > naringenin > protokatesuik asit > kuersetin >
protokatesuik asit etil ester > fumarik asit > 4-hidroksibenzaldehit > vanilik asit >
gallik asit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > tanik asit > katesin > hesperidin >
epikatesin > kumarin seklindedir. En yiiksek sonucu rutin (161740.89 ng fenolik
madde/kg kuru bitki) vermistir. Sikorik asit, gentisik asit ve resveratrol fenolik
bilesikleri belirlenememistir.

ABCME i¢in, rutin > p-kumarik asit > fumarik asit > kuersetin-3-glukozit >
klorojenik asit > tanik asit > kafeik asit > protokatesuik asit > kuersetin > naringenin
> vanilik asit > 4-hidroksibenzaldehit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit >

hesperidin > kumarin seklindedir.
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En yiiksek sonucu rutin (470732.94 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir.
Katesin, sikorik asit, epikatesin, gallik asit, gentisik asit, protokatesuik asit etil ester
ve resveratrol fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABCSU ig¢in, rutin > p-kumarik asit > fumarik asit > klorojenik asit >
protokatesuik asit > kuersetin-3-glukozit > kafeik asit > tanik asit > vanilik asit >
naringenin > kuersetin > katesin > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > epikatesin
> kumarin seklindedir. En yiiksek sonucu rutin (251687.95 pg fenolik madde/kg kuru
bitki) vermistir. 4-hidroksibenzaldehit, sikorik asit, gallik asit, gentisik asit, hesperidin,
protokatesuik asit etil ester ve resveratrol fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABCHE i¢in, fumarik asit > p-kumarik asit > vanilik asit > rutin > 4-
hidroksibenzaldehit > protokatesuik asit > 4-hidroksibenzoik asit > salisilik asit >
naringenin > protokatesuik asit etil ester > kuersetin-3-glukozit > hesperidin > kumarin
seklindedir. En yliksek sonucu fumarik asit (1322.01 pg fenolik madde/kg kuru bitki)
vermistir. Gallik asit, katesin, tanik asit, gentisik asit, klorojenik asit, kafeik asit,
epikatesin, sikorik asit, resveratrol ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABTAS i¢in, p-kumarik asit > fumarik asit > protokatesuik asit > kafeik asit >
vanilik asit > salisilik asit > rutin > 4-hidroksibenzoik asit > 4-hidroksibenzaldehit >
hesperidin > gallik asit > katesin > gentisik asit > kuersetin > epikatesin >kuersetin-3-
glukozit > kumarin > klorojenik asit > naringenin > protokatesuik asit seklindedir. En
yiiksek sonucu p-kumarik asit (9352.61 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir.
Tanik asit, sikorik asit ve resveratrol fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABTEA i¢in, p-kumarik asit > kafeik asit > protokatesuik asit > 4-
hidroksibenzoik asit > salisilik asit > vanilik asit > fumarik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > rutin > katesin > gallik asit > gentisik asit > kuersetin-3-glukozit
> kuersetin > epikatesin > resveratrol > hesperidin > kumarin > naringenin >
protokatesuik asit etil ester seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (16956.69
pg fenolik madde / kg kuru bitki) vermistir. Tanik asit, klorojenik asit ve sikorik asit
fenolik bilesikeleri belirlenememistir.

ABTET i¢in, p-kumarik asit > rutin > kafeik asit > protokatesuik asit > fumarik
asit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > protokatesuik asit > katesin > 4-
hidroksibenzaldehit > gallik asit > vanilik asit > gentisik asit > kuersetin-3-glukozit >

epikatesin > kuersetin > hesperidin > naringenin > tanik asit > resveratrol > klorojenik
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asit > kumarin seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (430552.12 ng fenolik
madde/kg kuru bitki) vermistir. Sikorik asit fonilik bilesigi belirlenememistir.

ABTME i¢in, fumarik asit > p-kumarik asit > rutin > kafeik asit > protokatesuik
asit > katesin > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > hesperidin > vanilik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > kuersetin > kumarin seklindedir. En yiiksek sonucu fumarik asit
(164971.33 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir. Gallik asit, tanik asit, gentisik
asit, klorojenik asit, epikatesin, sikorik asit, protokatesuik asit etil ester, resveratrol,
naringenin ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABTSU i¢in, fumarik asit > p-kumarik asit > kafeik asit > rutin > protokatesuik
asit > vanilik asit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > 4-hidroksibenzaldehit >
katesin > hesperidin > epikatesin > naringenin > kumarin seklindedir. En yiiksek
sonucu fumarik asit (156907.52 pg fenolik madde / kg kuru bitki) vermistir. Gallik
asit, tanik asit, gentisik asit, klorojenik asit, sikorik asit, protokatesuik asit etil ester,
resveratrol, kuersetin-3-glukozit ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABTHE i¢in, fumarik asit > vanilik asit > p-kumarik asit > 4-hidroksibenzaldehit
> rutin > protokatesuik asit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > kumarin
seklindedir. En yiiksek sonucu fumarik asit (761.74 pg fenolik madde/kg kuru bitki)
vermistir. Gallik asit, katesin, tanik asit, gentisik asit, klorojenik asit, kafeik asit,
epikatesin, sikorik asit, protokatesuik asit etil ester, hesperidin, resveratrol, kuersetin-
3-glukozit, naringenin ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABYAS i¢in, p-kumarik asit > kafeik asit > rutin > fumarik asit > protokatesuik
asit > 4-hidroksibenzoik asit > salisilik asit > kuersetin-3-glukozit > vanilik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > gallik asit > hesperidin > katesin > klorojenik asit > kuersetin >
tanik asit > gentisik asit > prptokatesuik asit etil ester > naringenin seklindedir. En
yiiksek sonucu p-kumarik asit (2345.10 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir.
Epikatesin, sikorik asit ve resveratrol fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABYEA i¢in, p-kumarik asit > kafeik asit > 4-hidroksibenzoik asit > salisilik
asit > rutin > protokatesuik asit > kuersetin-3-glukozit > fumarik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > vanilik asit > kuersetin > hesperidin > gentisik asit > gallik asit
> naringenin > klorojenik asit > resveratrol > protokatesuik asit etil ester > kumarin
seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (220949.65 ng fenolik madde/kg kuru
bitki) vermistir. Katesin, tanik asit, epikatesin ve sikorik asit fenolik bilesikleri

belirlenememistir.
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ABYET i¢in, p-kumarik asit > kafeik asit > rutin > fumarik asit > kuersetin-3-
glukozit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > vanilik asit > protokatesuik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > klorojenik asit > naringenin > kuersetin > gentisik asit >
hesperidin > kumarin seklindedir. En yiiksek sonucu p-kumarik asit (349742.42 ng
fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir. Gallik asit, katesin, tanik asit, epikatesin,
sikorik asit, protokatesuik asit etil ester ve resveratrol fenolik bilesikleri
belirlenememistir.

ABYME i¢in, kafeik asit > p-kumarik asit > fumarik asit > rutin > kuersetin-3-
glukozit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > protokatesuik asit > vanilik asit > 4-
hidroksibenzaldehit > klorojenik asit > tanik asit > kuersetin > naringenin > hesperidin
seklindedir. En yiiksek sonucu kafeik asit (155649.43 pg fenolik madde/kg kuru bitki)
vermistir. Gallik asit, katesin, gentisik asit, epikatesin, sikorik asit, kumarin,
protokatesuik asit etil ester ve resveratrol fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABYSU igin, rutin > fumarik asit > p-kumarik asit > kafeik asit > kuersetin-3-
glukozit > salisilik asit > 4-hidroksibenzoik asit > protokatesuik asit > vanilik asit >
klorojenik asit > 4-hidroksibenzaldehit > naringenin seklindedir. En yiiksek sonucu
rutin (84746.10 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir. Gallik asit, katesin, tanik
asit, gentisik asit, epikatesin, sikorik asit, kumarin, protokatesuik asit etil ester,
hesperidin, resveratrol ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

ABYHE i¢in, fumarik asit > p-kumarik asit > rutin > vanilik asit > salisilik asit
> 4-hidroksibenzoik asit > kafeik asit > 4-hidroksibenzaldehit > kuersetin-3-glukozit
> protokatesuik asit > klorojenik asit > hesperidin > kumarin seklindedir. En yiiksek
sonucu fumarik asit (148.91 pg fenolik madde/kg kuru bitki) vermistir. Gallik asit,
katesin, tanik asit, gentisik asit, epikatesin, sikorik asit, protokatesuik asit etil ester,
resveratrol, naingenin ve kuersetin fenolik bilesikleri belirlenememistir.

Fenolik bilesiklere gore ekstraklarin siralamasi ise (Tablo 4.2-4.7);

Fumarik asit icin, ABTME > ABTSU > ABYME > ABCME > ABYSU >
ABTET > ABCSU > ABYET > ABCAS > ABYEA > ABTAS > ABCET > ABCHE
> ABTHE > ABTEA > ABYAS > ABYHE > ABCEA seklindedir. Tiim ekstraktlarda
fumarik asit fenolik bilesigi belirlenmistir.

Gallik asit i¢in, ABTET > ABCET > ABCAS > ABYEA > ABTAS > ABCEA
> ABTEA > ABYAS seklindedir.
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Protokatesuik asit i¢in, ABTET > ABCSU > ABTSU > ABCME > ABTME >
ABYEA > ABCET > ABYET > ABYME > ABYSU > ABTEA > ABCAS > ABTAS
> ABCEA > ABYAS > ABCHE > ABTHE > ABYHE seklindedir. Tiim ekstraktlarda
protokatesuik asit fenolik bilesigi belirlenmistir.

Katesin i¢cin, ABTME >ABTET > ABTSU > ABCSU > ABCET > ABCAS >
ABTEA > ABTAS > ABYAS > ABCEA seklindedir.

Tanik asit icin, ABCME > ABCSU > ABYME > ABCET > ABTET > ABYAS
seklindedir.

Gentisik asit i¢cin, ABTET > ABYET > ABYEA > ABTEA > ABTAS > ABYAS
seklindedir.

Vanilik asiti¢in, ABYET > ABTSU > ABYME > ABYEA > ABTET > ABYSU
> ABCME > ABCSU > ABTME > ABCET > ABCAS > ABTEA > ABCHE >
ABTAS > ABTHE > ABYHE > ABCEA > ABYAS seklindedir.

4-hidroksi benzaldehit i¢cin, ABYET > ABTET > ABYEA > ABTSU > ABYME
> ABYSU > ABCME > ABCET > ABTME > ABCAS > ABTEA > ABCHE >
ABTAS > ABTHE > ABCEA > ABYAS > ABYHE seklindedir.

Klorojenik asit icin, ABCME > ABCSU > ABCET > ABYME > ABYSU >
ABCAS > ABYET > ABYEA > ABTET > ABCEA > ABYAS > ABYHE > ABTAS
seklindedir.

Kafeik asit icin, ABYME > ABYET > ABTET > ABYEA > ABYSU > ABTSU
> ABCET > ABCME > ABTME > ABCSU > ABTEA > ABCAS > ABCEA >
ABYAS > ABTAS > ABYHE seklindedir.

Epikatesin icin, ABTET > ABTSU > ABCSU > ABCET > ABTEA > ABCAS
seklindedir.

p-kumarik asit i¢in, ABTET > ABYET > ABYEA > ABCET > ABYME >
ABCME > ABTSU > ABTME > ABYSU > ABCSU > ABCAS > ABTEA > ABTAS
> ABCEA > ABYAS > ABCHE > ABTHE > ABYHE seklindedir. Tiim ekstraktlarda
p-kumarik asit fenolik bilesigi belirlenmistir.

Kumarin i¢in, ABYET > ABCME > ABTET > ABCSU > ABTSU > ABYAS >
ABYET > ABCET > ABCAS > ABTEA > ABTAS > ABTME > ABCEA >ABCHE
> ABYHE > ABYAS seklindedir.
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4-hidroksibenzoikasit icin, ABTET > ABYEA > ABYET > ABYME > ABYSU
>ABTME > ABTSU > ABCME >ABTEA > ABCET > ABCAS > ABCSU > ABTAS
> ABYAS > ABCHE > ABYHE > ABTHE > ABCEA seklindedir. Tiim ekstraklarda
4-hidroksibenzoikasit fenolik bilesigi belirlenmistir.

Salisilik asit icin, ABTET > ABYEA > ABYET > ABYME > ABYSU >
ABTME > ABTSU > ABCME > ABTEA > ABCET > ABCSU > ABCAS ABTAS
ABYAS ABCHE > ABYHE > ABTHE > ABCEA seklindedir. Tiim ekstraktlarda
salisilik asit fenolik bilesigi belirlenmistir.

Protoketasuik asit etil ester i¢in, ABTET > ABCET > ABCHE > ABYEA >
ABCAS > ABYAS > ABTEA > ABCEA > ABTAS seklindedir.

Hesperidin i¢cin, ABTME > ABTSU > ABYEA > ABCME > ABTET > ABYET
> ABTAS > ABCAS > ABYME > ABCET > ABYAS > ABCHE > ABTEA >
ABYHE seklindedir.

Resveratrol i¢in, ABTET > ABYEA > ABTEA > ABCEA seklindedir.

Kuersetin-3-glukozit i¢in, ABCME > ABCSU > ABCET > ABYME > ABYET
> ABYSU > ABYEA > ABCAS > ABTET > ABCEA > ABTME > ABYAS >
ABCHE > ABTEA > ABYHE seklindedir.

Rutin i¢in, ABCME > ABCSU > ABTET > ABCET > ABYSU > ABYME >
ABYET > ABTSU > ABTME > ABYEA > ABCAS > ABCEA > ABYAS > ABCHE
> ABTAS > ABTEA > ABTHE > ABYHE seklindedir. Tiim ekstraktlarda rutin
fenolik bilesigi belirlenmistir.

Naringenin i¢in, ABCET > ABCME > ABCSU > ABYET > ABCAS > ABYME
>ABYSU >ABYEA > ABTET > ABTSU > ABCHE > ABCEA > ABYAS > ABTAS
> ABTEA seklindedir.

Kuersetin i¢in, ABCME > ABCET > ABYEA > ABTET > ABCSU > ABYET
> ABCAS > ABYME > ABCEA > ABTEA > ABYAS > ABTAS seklindedir.

4-hidroksibenzaldehit i¢in, ABYET > ABTET > ABYEA > ABTSU > ABYME
> ABYSU > ABCME > ABCET > ABTME > ABCAS > ABTEA > ABCHE >
ABTAS > ABTHE > ABCEA > ABYAS > ABYHE seklindedir.

Sikorik asit fenolik bilesigi, A. bodamae bitkisinin hicbir ekstraktinda
belirlenememistir.

Elde edilen sonuglarda rutin fenolik bilesigini iceren ABCME (470732.94 ng
fenolik madde / kg kuru bitki ), ABCSU (251687.95 pg fenolik madde / kg kuru bitki),
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ABTET (183166.81 ng fenolik madde / kg kuru bitki), ABCET (132385.13 ng fenolik
madde / kg kuru bitki) ekstraktlari; p-kumarik asit iceren ABYEA (220949.65 ng
fenolik madde / kg kuru bitki), ABCET (132385.13 g fenolik madde / kg kuru bitki),
ABYME (125343.79 pg fenolik madde / kg kuru bitki), ABCME (119067.65 pg
fenolik madde / kg kuru bitki) ekstraktlart; fumarik asit igeren (156907.52 ng fenolik
madde / kg kuru bitki) ekstrakti ve kafeik asit igeren ABYME (155649.43 pg fenolik
madde / kg kuru bitki), ABYEA (143975.31 pg fenolik madde / kg kuru bitki), ABTET
(111412.89 pg fenolik madde/kg kuru bitki) ekstraktlarindan elde edilen yiiksek
degerler A. bodamae bitkisinin antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Hastaliklarin ¢ogunun temelinde serbest radikaller yatmaktadir. Antioksidan
takviyesi ya da antioksidan iceren gidalar, serbest radikaller iizerinde yikici etkiye
sahip olmalar1 sebebiyle canli metabolizmasinda oksidatif hasari gidermek i¢in
oksidasyon siirecine miidahale edebilmektedir (Fang vd, 2002; Giilgin vd, 2002; Miller
vd, 1995). Bu nedenle A. bodamae bitkisinin antioksidan aktivitesi incelendi. Bu
amagla in vitro antioksidan aktivite yontemlerinden; toplam antioksidan aktivite,
indirgenme giicti, lipid peroksidasyon inhibisyonu, serbest radikal giderme, metal selat
aktivitesi ve sliperoksit giderme aktivitesi tayinleri uygulandi.

Antioksidan aktivite tayini i¢in amonyummolibdenyum yontemi kullanildi. Ao
(ug/mL) degerleri hesaplandi. En diisiik Ao.s degerine sahip olan ABYEA (4.22+1.84
pg/ mL) en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Bitkinin ¢i¢ek, tohum, yaprak
kisimlar1 ve standartlarin toplam antioksidan aktivitelerinin siralamasi; ABYEA >
ABTEA >BHT > ABTET > ABCET > ABCEA > ABCHE > ABTAS > ABYET > a-
tokoferol > ABCSU > ABTHE > ABYAS > ABCME > ABYHE > ABCAS > TBHK
> Troloks > ABYSU > ABTME > ABYME > ABTSU > BHA Askorbik Asit
seklindedir.

Antioksidatif etkinin esas kaynagini flavonoid ve fenolik bilesikler olusturmakta olup
elde edilen toplam antioksidan aktivite degerleri bitkinin igeriginde bulunan bu
bilesiklerden kaynaklanabilir.

Fe**’iin, Fe**’ya indirgenmesinin esas alindig1 indirgenme giicii tayini yontemi
sonucunda c¢igek, tohum, yaprak ve standartlarin siralamasi; ABYHE > BHT >
ABYEA > ABTEA > ABTET > BHA > ABYAS > ABTSU > ABCAS > ABYME >
ABCME > a-tokoferol > ABYET > ABCSU > ABCET > ABYSU > TBHK > ABCEA
> Troloks > Askorbik Asit > ABTAS seklindedir. ABCHE, ABTHE ve ABTME
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ekstraktlarinin aktivite sonuglari belirlenemedi. Ekstraktlar arasinda en yiiksek
indirgenme giicii sirstyla, bitkinin yaprak kisminin hekzan ekstrakti, yaprak kisminin
etil asetat ekstraktt ve tohum kisminin etil asetat ekstraktidir. ABTET yiiksek
indirgenme giicline sahip oldugu gibi flavonoid bilesikler acisindan da en yiiksek
ekstrakttir. Bu sebeple ABTET ekstraktinin indirgenme giicii igerigindeki flavonoid
bilesiklerine baglanabilir. Bir¢ok ekstraktin indirgenme giicliniin standartlardan daha
iyi sonug¢ verdigi belirlendi. Bu durum A. bodamae bitkisinin antioksidatf etkisi
bakimindan umut vericidir.

Ekstraktlarin ve standartlarin serbest radikal giderme aktivitesi, DPPHe
radikalinin fenolik ya da flavonoid bilesiklerin antioksidan etkisiyle giderilmesi
esasina dayanmaktadir (Blois, 1958). Uygulanan yontem sonucunda A. bodamae
bitkisinin ¢i¢ek, tohum, yaprak ve standartlarin radikal giderme aktivite siralamalart;
ABYAS > ABYET > a-tokoferol > ABYSU > BHA > TBHK > ABCET > ABTHE >
Askorbik Asit > ABCEA > ABTET > ABCSU > ABTSU > ABTME > ABTAS >
ABCHE > ABCAS > BHT > ABTEA seklindedir. ABYHE, ABYME ekstraktlarinin
ve Troloks standartinin aktivite sonuglari belirlenemedi. ABYAS ve ABYET
ekstraktlarinin radikal giderme aktivite degerleri yontemde kullanilan tiim standart
maddelerin aktivitelerinden yiiksek sonug verdigi goriildii.

Metal selat aktivite yontemi kullanilarak A. bodamae bitkisinin ¢icek, tohum,
yaprak kisimlar1 ve standartlarin demir selatlama kapasite sonuclariin siralamasi;
ABTAS > ABYEA > ABCSU > ABYET > ABCET > ABTHE > EDTA > ABCHE >
ABYME > ABTME > ABYHE > ABYSU > ABTSU > ABCEA seklindedir. ABCAS,
ABCME, ABTEA, ABTET, ABYAS ekstraktlarinin demir selatlama kapasiteleri
belirlenemedi. ABTAS, ABYEA, ABCSU, ABYET ve ABCET ekstraktlar1 EDTA
standartindan yiiksek aktiviteye sahiptir.

Hiicre membran yapisinda fosfolippit yer almaktadir. Yapisindaki fosfolipt
nedeniyle membran radikal saldirilarina miisaittir. Bu sebeple lipit peroksidasyonu
hiicre membranin1 etkilemektedir. Ayrica gida iirlinlerinin bozunmasina da lipit
peroksidasyonu  sebep  olmaktadir.  Lipit  peroksidasyonunu  ROT’lar
hizlandirabilmektedir (D6ger, 2010). Bu agidan A. bodamae ¢igek, tohum, yapraginin
farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin lipit peroksidasyon inhibisyon aktivitesi ol¢tildii.
Cigek, tohum, yaprak ekstraktlarinin ve standartlarin lipit peoksidasyon inhibisyon

aktivitelerinin siralamasi; a-tokoferol > BHA > ABCET > Troloks > ABTME >
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ABYME > ABYAS > ABCSU > ABYSU > ABTET > ABYEA > ABCME > ABYHE
> ABCEA > ABTHE > ABYET > Askorbik Asit > ABCHE seklindedir. ABCAS,
ABTAS, ABTEA, ABTSU ekstraktlar1 ve BHT, TBHK standartlarinin aktiviteleri
belirlenmedi. a-tokoferol ve BHA standartlar1 bitkinin tiim ekstraktlarindan daha
yiiksek aktivite gosterdi. Bunun yani sira ABCET (2.34+0.97 pg/mL) ekstrakti troloks
standartindan ve diger ekstraktlardan daha yiiksek aktivite gosterdi.

A. bodamae bitkisinin ve standartlarin siiperoksit anyonu giderme aktivitesi, bir
stiperoksit radikali olan sar1 renge sahip NBT’yi, mavi-mor renkte olan formazan
formuna indirgenme esasina gore yapilan tayin sonucunda elde edilen aktivite
sonuclarinin siralamasi; a-tokoferol > ABTET > ABTEA > ABYSU > ABCME >
ABYET > BHA > ABYAS >ABTAS > ABTSU > Troloks > ABTHE > ABCET >
BHT > ABCAS > TBHK > ABCSU > Askorbik Asit > ABYME > ABTME
seklindedir. ABCEA, ABCHE, ABYEA ve ABYHE ekstraktlarinin aktiviteleri
belirlenemedi. a-tokoferol (10.92+0.32 pg/mL) , tlim ekstratlardan yiiksek aktivite
gosterdi. ABTET, ABTEA, ABYSU, ABCME ve ABYET ekstraktlar1 diger tiim
standartlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlendi. Literatiir taramas1 sonucunda
A. bodamae bitkisinin tohum kisminin etanol ekstrakti (24.70+£1.63 pg/ mL) A.
clematitis bitkisinin etanol ekstraktindan (35.55+3.28 ug/ mL) daha diisiik ECso
degeriyle ve A. bodamae bitkisinin ABTET ekstraktinin daha aktif bir sonu¢ verdigi
tespit edildi.

A. bodamae ¢igek, tohum, yapragimin farkli coziiciilerdeki ekstraktlarinin
antioksidan aktivitelerinin yani sira enzim inhbisyon aktiviteleri de arastirildi. Bu
amagla asetilkolin esteraz ve iireaz inhibisyonlar1 incelendi.

Standart olarak galantaminin kullanildig1 asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi
tayininde ICsp degerleri hesaplandi. Ekstraktlarin ve standartin inhibisyon
aktivitelerinin siralamasi; ABCET > ABYEA > ABTEA = ABTSU > Galantamin >
ABTME > ABCEA > ABTET > ABTHE > ABYME > ABYET > ABCHE > ABCSU
> ABYHE > ABTAS > ABCME > ABYSU > ABCAS > ABYAS seklindedir. En
yiiksek enzim inhibisyonu gosteren ekstrakt ABCET (0.43+0.17 pg/mL) ekstraktidir.
ABCET, ABYEA, ABTEA ve ABTSU ekstraklar1 galantaminden daha iyi sonug
verdigi  belirlendi. Literatiir verilerindeki yetersizlik nedeniyle sonuclar

karsilagtirilamamastir.
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Standart olarak tiyotirenin kullanildig1 tireaz inhibisyon aktivitesi tayininde 1Cso
degerleri hesaplandi. Ekstraktlarin ve standartin inhibisyon aktivitelerinin siralamast;
Tiyoiire > ABTME > ABTEA > ABCAS > ABYAS > ABYME > ABCEA > ABCME
> ABTAS > ABCET > ABYET > ABTET > ABYSU > ABCHE > ABTSU > ABCSU
> ABYHE seklindendir. ABTHE ve ABYEA ekstraktlarinin inhibisyon degerleri
belirlenemedi. Siralama genel olarak incelendiginde bitkinin tiim kisimlarinin su ve
hekzan ekstraktlarinin diisiik inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlendi. En iyi
inhibisyon aktivitesini tiyoiire (5.53+0.64 pg/mL) standart maddesiyken, ekstraktlar
arasinda ise ABTME (6.23+£0.52 pg/mL) ekstraktinin en yiiksek inhibisyon aktvite
gosterdigi  belirlendi. Literatiir verilerindeki yetersizlik nedeniyle sonuglar
karsilastirilamamustir.

Rekstif oksijen tiirleri DNA’da yer alan piirin ve pirimidin bazlarinin
modifikasyonuna yol agar ve mutasyona sebep olmaktadir. Bunu yani sira reaktif
oksijen tiirleri lipit peroksidasyonuna neden olarak bu lipit peroksidasyonla
sentezlenen iriinler de yine DNA hasarma yol agmaktadir (Ashok ve Ali, 1999; Ochi
ve Cerutti, 1987). Bu amagla A. bodamae, ekstraktlarinin DNA il ilgili koruma aktivite
tayininde, deoksiriboz koruma aktivitesi ve elektroforez jel lizerinde DNA koruma
aktivite yontemleri uygulanarak DNA hasarin1 6nleme ya da giderme kapasitesi
incelenmistir.

Deoksiriboz koruma aktivite tayini, fenton reaksiyonuyla olusturularak meydana

getirilen hidroksil radikalinin antioksidanlar araciligiyla ortadan kaldirilmasi temeline
dayanmaktadir (Chauhan vd, 2004). Standartlar ve ekstraktlarin deoksiriboz koruma
aktivite siralamalarti;
ABTAS > ABCEA > a-tokoferol > TBHK > BHA > Troloks > ABYAS > BHT >
ABYET > ABTET > ABTME > Askorbik Asit > ABCET > ABTSU > ABTHE
seklindedir. ABCAS, ABCHE, ABCME, ABCSU, ABTEA, ABYEA, ABYHE,
ABYME ve ABYSU ekstraktlarinin aktivit degerleri belirlenemedi. En iyi aktivite
gosteren ekstrakt ABTAS (6.23+0.87 pg/mL) ekstraktidir. Ayrica ABTAS ve
ABCEA ekstraktlar tiim standartlardan daha iyi sonug verdi. Literatiir taramasinda A.
bodamae gigek ve yaprak kisminin etil asetat ekstraktlari, A. bracteolata nin etil asetat
ekstraktlarindan daha iyi sonug verdigi goriildii.

Elektroforez jel iizerinde DNA koruma aktivitesi, plazmit DNA kullanilarak

tayin edildi. Uygulanan yontem sonucunda elektroforez jel goriintiileri tespit edildi.
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Jel goriintiilerine gore tiim ekstraktlarin DNA koruma aktivitesinin oldugu belirlendi.
Tohum kisminin aseton ve ¢icek kisminin hekzan ekstraklarinda DNA koruma
aktivitelrinin daha az oldugu goriildii (Sekil 4.1). Literatiir verilerindeki yetersizlik
nedeniyle sonuglar karsilastirilamamaistir.

A. bodamae bitkisinin antibakteriyel aktivite kapasiteleri disk difiizyon metodu
ve mikrodilisyon metodu kullanilarak incelendi. Elde edilen antibakteriyel aktivite
degerleri zon ¢aplari cinsinden degerlendirildi.

Gram negatif bakteriler;

E. coli; amoksilin (23.0+£0.0) > tetrasiklin (18.9+0.8) > ABTME (11.1£1.3) >
ABCME (9.4« 0.8) > ABTAS (9.2+0.0) > ABYAS (9.0+£0.0) = ABCET (9.0+0.7) >
ABTET (8.3£0.4) > ABTEA (8.2+0.3) > ABCEA (7.0+0.0) > ABYME (6.943.3)
seklinde siralamasi elde edildi. ABYET, ABYSU, ABYEA, ABYHE, ABCSU,
ABCAS, ABCHE, ABTSU ve ABTHE ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleri
bulunamadi.

P. aeruginosa; tetrasiklin (14.1+0.7) > ABTET (12.5+1.3) > ABCET (10.8+0.4)
> ABTAS (10.5+1.5) > ABCAS (10.0+0.0) > ABTME (9.4+1.1) > >ABCME
(9.0£0.0) > ABCEA (8.7+£0.9) > ABTEA (8.2+£0.3) > ABYME (7.7+0.2) > ABYAS
(7.3+£1.4) seklinde siralamasi elde edildi. ABYET, ABYSU, ABYEA, ABYHE,
ABCSU, ABCHE, ABTSU ve ABTHE ekstraktlarinin ve amoksilin standartinin
antibakteriyel aktiviteleri bulunamadi.

K. pneumoniae; tetrasikline (23.0+0.0) > ABTET (11.7+1.7) > ABCET
(11.0£0.3) > ABTAS (10.8£0.4) > ABTME (10.0+0.0) > ABCAS (9.8+0.4) >
ABCME (9.0+0.0) > ABTEA (7.5+0.4) > ABCEA (7.0+0.0) seklinde siralamasi elde
edildi. ABYET, ABYME, ABYSU, ABYAS, ABYEA, ABYHE, ABCSU, ABCHE,
ABTSU ve ABTHE ile amoksilin standart maddesinin antibakteriyel aktiviteleri

bulunamada.

Gram pozitif bakteriler;

E. faecalis; tetrasikline (20.0+0.0) > ABTET (13.7+1.9) > ABCET (10.3+0.4) >
ABTAS (9.6£0.2) > ABCEA = ABTME (9.5+£0.0) > ABCAS (9.0+0.3) > ABCME
(8.8£1.8) > ABTEA (7.6+0.0) > ABYAS (7.0+£0.0) seklinde siralamasi elde edildi.
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ABYET, ABYME, ABYSU, ABYEA, ABYHE, ABCSU, ABCHE, ABTSU ve
ABYHE ile amoksilin standart maddesinin antibakteriyel aktiviteleri bulunamadi.

B. cereus; amoksilin (33.7+0.9) > tetrasikline (22.0+£0.3) > ABTAS (20.8+0.2)
> ABTET (14.5£1.4) > ABCEA (14.0+2.2) > ABCAS (11.5+1.3) > ABTME
(10.4+1.3)> ABYME (10.0+£0.0) > ABCME = ABTEA (9.0+0.0) > ABYET (7.8+0.6)
> ABYAS = ABCET (7.0+£0.0) seklinde siralamasi elde edildi. ABYSU, ABYEA,
ABYHE, ABCSU, ABCHE, ABTSU ve ABTHE ekstraktlarinin antibakteriyel
aktiviteleri bulunamadi.

S. aureus; tetrasikline (15.6+0.0) > ABTET (12.8+1.1) > ABTME (11.3+0.4) >
ABYME (9.3+0.0) = ABTAS (9.3+0.4) > ABCAS (9.2+0.3) > ABCET (9.0+£1.4) >
ABCME (8.0+0.0) > ABYAS (7.5+0.7) > ABYEA (7.0+1.5) = ABTEA (7.0+0.10) >
ABYET (6.9+0.0) seklinde siralamasi1 elde edildi. ABYSU, ABYHE, ABCSU,
ABCEA, ABCHE, ABTSU ve ABTHE ekstraktlar1 ile Amoxicilin standart
maddesinin antibakteriyel aktiviteleri bulunamadi.

Uygulama yapilan tiim bakteri tiirlerine kars1 bitki ekstraktlarinin tiimiiniin
antibakteriyel aktiviteleri standartlardan yiliksek sonu¢ vermedi. Fakat bazi
ekstraktlarin sonuglarinin standart maddelere yakin oldugu goriildi. P. aeruginosa
bakterisine karsi tetracycle (14.1+£0.7) standart maddesinin antibakteriyel aktivite
degerine ABTET (12.5+1.3) ekstraktinin aktivite degerinin ve B. cereus bakterisine
kars1 tetrasikline (22.0+0.3) standart maddesinin antibakteriyel aktivite degerine de
ABTAS (20.8+0.2) ekstraktinin aktivite degerinin yakin oldugu belirlendi. Literatitir
taramasi sonucunda E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus bakterilerine kars1 A. bodamae
bitkisinin ekstraktlarinin diger Aristolochia tirlerinden daha iyi sonu¢ verdigi
belirlendi (Dhouioui vd, 2016; Manik vd, 2006; Murugan ve Mohan, 2012).

A. bodamae ¢igek, tohum ve yaprak ekstraktlarinin bakterilerin iiremesini
durmasini  saglayan minumum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri
mikrodiliisyon metodu kullanilarak belirlendi. MIK degerlerinin diisiik olmasi

antibakteriyel aktivitelerinin daha yiiksek oldugunu gosterir.
Gram negatif bakteriler;

E. coli; tetracycle (1) > amoksilin (4) > ABTEA (64) > ABYET = ABYME =
ABCET=ABCME = ABTET = ABTME (128) > ABCHE (256) > ABYSU = ABTHE
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(512) > ABCSU = ABCAS = ABCEA = ABTSU =ABTAS (>1024) > ABYAS =
ABYEA = ABYHE (>2048) seklinde siralanmaktadir.

P. aeruginosa; tetracycle (8) > ABTEA (64) > ABCET = ABCME = ABTET =
ABTME (128) > ABYET = ABYME = ABCHE = ABTHE (256) > ABTSU (512) >
ABYSU (1024) > ABCSU = ABCAS = ABCEA =ABTAS (>1024) > ABYAS =
ABYEA = ABYHE = amoksilin (>2048) seklinde siralanmaktadir.

K. pneumoniae; tetracycle (8) > ABTEA (64) > ABTET = ABTME (128) >
ABYET =ABYME = ABCET = ABCME (256) > ABTSU (512) > ABCSU = ABCAS
=ABCEA = ABTAS (>1024) > ABYSU=ABYAS = ABYEA = ABYHE = amoksilin
(>2048) seklinde siralanmaktadir.

E. faecalis; tetracycle (16) > ABYET = ABYME = ABYAS = ABYHE (64) >
ABYSU = ABYEA = ABCET = ABCME = ABCEA = ABTET = ABTME (128) >
ABCHE = ABTHE (256) > ABCSU = ABCAS = ABTSU = ABTAS = ABTEA
(>1024) > amoksilin (>2048) seklinde siralanmaktadir.

B. cereus; tetracycle (<0.5) > ABTME (16) > ABTET (32) > ABCEA (64) >
ABTHE = amoksilin (128) > ABYET = ABYME = ABCET = ABCME = ABTSU
(256) > ABCHE (512) > ABCSU = ABCAS = ABTAS = ABTEA (>1024) > ABYSU
= ABYAS = ABYEA = ABYHE (>2048) seklinde siralanmaktadir.

S. aureus; tetracycle (8) > ABTET = ABTME = ABTAS (64) > ABCET =
ABTHE (128) > ABYET = ABYME = ABCME (256) > ABCHE (512) > ABCSU =
ABCAS = ABCEA = ABTSU = ABTEA (>1024) > ABYSU = ABYAS = ABYEA =
ABYHE = amoksilin (>2048) seklinde siralanmaktadir.

E. coli, P. aeruginosa ve K. pneumoniae bakterilerine karst ABTEA (64 pg/mL)
ekstrakti; E. faecalis bakterisine karst ABYET = ABYME = ABYAS = ABYHE (64
ug/mL) ekstraktlari; B. cereus bakterisine karst ABTME (16 pg/mL) ekstrakti; S.
aureus bakterisine karst ABTET = ABTME = ABTAS (64 pg/mL) ekstraktlar1 daha
1y1 antibakteriyel etki gdstermistir. Hatta baz1 ekstraktlarin Amoksilin standartindan
daha iyi antibakteriyel etki gosterdigi belirlendi. Bunlar P. aeruginosa bakterisine
karst ABYAS, ABYEA, ABYHE ekstraktlar1 disindaki diger tiim ekstraktlar; K.
pneumoniae bakterisine karsi ABYSU, ABYAS, ABYEA, ABYHE ekstraktlari
disindaki diger tiim ekstraktlar; E. faecalis bakterisine kars1 bitkinin tiim ekstraktlari;
B. cereus bakterisine karst ABTME, ABTET, ABCEA ekstraktlar1 ve S. aureus
bakterisine karsit ABYSU, ABYAS, ABYEA ve ABYHE ekstraktlar1 disindaki diger
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tim eskstraktlardir. Literatiir taramasi sonucu A. bodamae ABCET, ABCME,
ABYET, ABYME, ABYSU, ABTET, ABTME, ABTHE, ABTEA, ABTAS
ekstraktlar1 E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 diger Aristolochia tiirlerine gore
daha diisiik MiK degerleri gdstermesi sebebiyle daha etkin bir antibakteriyel aktivite
kapasitesine sahip oldugu goriildii (Dhouioui vd, 2016).

A. bodamae ¢igek, tohum, yapragimin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesinin gii¢lii bir etkinliginin oldugu c¢alismamiz neticesinde
goriilmiistiir. Ekstraktlarin antioksidan etkisinin fenol ve flavonoid bilesiklerin
iceriklerin igeriklerine bagli olmasidir. Calismamiz in vitro ortamda uygulanmis olup
in vivo ¢alismalarla desteklenebilir. Iceriginde bulunan aktif bilesiklerin izole edilmesi
saglanarak canli organizmadaki etkileri arastirilabilir. Bagka yontem ve teknikler

uygulanarak bitkinin tibbi alanda ve gida alanindaki etkileri de incelenebilir.
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