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1. GIRIS

1.1. Oksidatif Stres, Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Aktivite

Son yillarda “oksidatif stres” ve oksidatif stresin insan saghg tizerindeki
olumsuz etkileri {izerine yapilan calismalar ilgi odag1 haline gelmistir
(Tripathi ve ark., 2007). Organizmalarin ekzojen ve endojen faktorlere
maruziyetleri sonucunda bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olustugu ve
bu reaktif oksijen tiirlerinin homeostatik dengeyi bozdugu acikca ortaya
konulmustur (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Bonnefont ve ark., 2000). Hiicre
membraninda bulunan ¢oklu doymamais yag asitleri boyle ROT’lara duyarl
kritik bilesenlerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). ROT lar, hiicre igindeki
yapisal degisimleri ve fonksiyonel diizeni bozarlar ve bu da hastaliklara yol
acan bir takim ciddi anomaliler ile birlikte direkt olarak sitotoksisiteye
ve/veya indirekt olarak genotoksisiteye neden olmaktadir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

Bitkisel kaynakli antioksidan maddeler etkileri yoniinden ¢ok yonlii
olarak arastirilmaktadir ve uygun bir diyet ile diizenli olarak alinmalar:
vasitasiyla eksiklikleri biiylik oranda diizeltmektedirler (Tripathi ve ark.,
2007). Bitkisel antioksidanlarin alimini artirarak disaridan miidahalenin
serbest radikallerin tehlikesini azaltabilecegi diisiintilmektedir (Ng ve ark.,
2000; Tripathi ve ark., 2007). Bitkiler insan sagliginin siirdiiriilmesinde ve
insan yasaminin kalitesinin artirilmasinda onemli bir rol oynamaktadirlar.
Baharatlar ve igecekler gibi degerli gida maddeleri olmalar1 yaninda

kozmetiklerde, boyalarda ve ilaglarda da kullanilmaktadirlar. Diinya Saghk



Orgiitii (WHO) diinyada yasayan insanlarin <%80 kadarinin primer saglik
ihtiyaglar: icin geleneksel ilaglar1 kullandiklarini ve bu tedavilerin ¢ogunun
bitki ekstrelerini ve etkin maddelerini kullanarak ortaya ciktigini tahmin

etmektedir (Winston, 1999).

Lipid peroksidasyon gida endiistrisi ve tiiketiciler i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ciinkii istenmeyen ve potansiyel olan toksik reaksiyon
tiriinlerinin olugsmasma yol a¢maktadir (Maillard ve ark., 1996). Lipid
peroksidasyonu yavaslatmak icin butil hidroksi anisol, butil hidroksi toluen,
t-butil hidroksi kinon ve propil gallat gibi bircok sentetik antioksidan
kullanilmaktadir (Wanita ve Lorenz, 1996). Ancak, bu tiir bilesiklerin neden
oldugu sagliga olasi tehlikeleri nedeniyle sentetik antioksidanlarin kullanimi
kisithdir (Park ve ark., 2001). Bitkilerin yararli rolleri ve gesitli hastaliklarin
olusumunda oksidatif stresin roliintin anlasilmasi, bazi bitkisel trtinlerin
antioksidan potansiyellerinin arastirilmasi i¢in girisimleri tesvik etmektedir

(Tripathi ve ark., 2007).

Lipid peroksidasyon aerobik hiicrelerde meydana gelen kompleks bir
prosestir ve molekiiler oksijen ile ¢oklu doymamis yag asitleri arasindaki
iliskiyi yansitmaktadir (Tepe ve ark., 2006a). Organizmalarin yaslanmasina,
kanserin ilerlemesine yol acan radikallerin lipid peroksidasyonunda yer
aldiklar1 bilinmektedir (Ashok ve Ali, 1999). Reaktif oksijen tiirlerinin ayrica
astim, inflamasyon, artrit, nérodejenerasyon, Parkinson hastalig1, mongolizm
ve muhtemelen demansta bile rol oynadiklari rapor edilmistir (Tepe ve ark.,
2006a). Antioksidanlar radikal siipiiriiciiler olarak gorev alirlar ve lipid
peroksidasyonu ve diger serbest radikal aracili reaksiyonlari inhibe ederler.

Bu nedenle, insan viicudunu, radikallerin neden oldugu cesitli hastaliklardan



koruyabilmektedirler (Tepe ve ark. 2006a). Serbest radikallerin neden
oldugu hasar1 Onlemek amaciyla sentetik antioksidanlarin kullaniminin
toksik yan etkileri oldugu rapor edilmistir (Cornwell ve ark., 1998). Bu da
antioksidan ve radikal siiptriici etkileri olan dogal bilesiklerin

arastirilmasini ¢ekici kilmaktadar.

Saglikli bireylerde aktif radikallerin siipiiriilmesi i¢in dogal antioksidan
savunma  mekanizmalar1  yeterlidir, ancak bu  antioksidanlarin
konsantrasyonu yas ilerledik¢e diismektedir, sonu¢ olarak yasla birlikte
oksidasyon tirtinlerinin miktar: artmaktadir (Akowuah ve ark., 2004). Bunlar
yaslanma, kanser, demans, inflamasyon ve ateroskleroz gibi ¢esitli

hastaliklarda rol almaktadir (Akowuah ve ark., 2004).

Yiiksek diizeydeki serbest radikaller veya aktif oksijen tiirleri oksidatif
stres tiretirler. Oksidatif stres birtakim kimyasal ve fizyolojik lezyonlara yol
a¢gmakta ve bazen metabolik bozukluk ve hiicre 6liimiiyle sonuglanmaktadir
(Ames, 1998). Epidemiyolojik bulgular, antioksidan fitokimyasallar
(0zellikle flavonoidler ve diger polifenoller) igeren gida maddelerinin
tiiketiminin insan saglig i¢in yararl oldugunu gostermektedir (Cao ve ark.,
1996). Ciinkii bunlar insan viicudunu serbest radikallerden koruyabilmekte
ve bir¢ok kronik hastaligin ilerleyisini yavaslatabilmektedirler (Ordonez ve
ark., 2006). Ayrica antimutajenite, antikarsinojenite ve anti-aging gibi ¢ok
sayida biyolojik fonksiyona sahiptirler (Yen ve Chen, 1995). 2-3-ter-butil4-
metoksifenol (0rn; BHA), 2,6-di-ter-butil-4-metilfenol (6rn, BHT) ve ter-butil
hidrokinon (TBHQ) gibi cok sayida sentetik antioksidan gida maddelerine
ilave edilmistir, fakat toksisitelerinden dolay1 kullanimlar1 sorgulanmaktadir

(Valentad ve ark., 2002). Bu nedenle, bitki tiirlerinden, ozellikle yenilebilir



bitkilerden elde edilen dogal antioksidanlarin izolasyonu ve arastirilmasi

yapilmaktadir.

Reaktif oksijen tiirleri, normal fizyolojik olaylarda siirekli olarak
tiretilirler ve kolaylikla ~membran lipidlerinin  peroksidasyonunu
baslatabilirler ve lipid peroksitlerinin birikimine neden olurlar. Ancak,
antioksidan savunma mekanizmalar1 ile atilabilirler. Organizma iginde
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile antioksidan sistem tarafindan reaktif
oksijen tiirlerinin inaktivasyonu arasinda bir denge wvardir. Patolojik
durumlarda, ROT’lar daha fazla miktarda iretilir ve oksidatif strese neden
olurlar. ROT’lar, endojen antioksidan savunma yetersiz kaldiginda olusur.
ROTlar ve antioksidan savunma arasindaki dengesizlik, hiicre
membraninda ya da intraselliiler molekiillerde oksidatif modifikasyona yol

acar (Biiytikokuroglu ve ark., 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini en aza indirmek icin birgok
antioksidan tanimlanmuistir. Ornegin, fenolik bilesikler serbest radikalleri
dogrudan yakalarlar veya antioksidan enzimlerle gerceklesen bir dizi

reaksiyon araciligiyla siipiiriirler (Giilgin, 2006).

Bircok hastalikta serbest radikallerin rolii agik bir sekilde ortaya
konulmustur (Kumaran ve Karunakaran, 2006). Viicudumuzdaki reaktif
oksijen tiirleri baz1 biyokimyasal reaksiyonlar ile iiretilirler ve bunlar hayati
biyomolekiillerin hasarindan sorumludurlar. Eger hiicresel bilesenler
tarafindan etkili bir sekilde stipiiriilmezlerse, hastaliklara yol acarlar

(Halliwell ve Gutterige, 1999). Ancak, serbest radikallerin zararli etkileri



serbest radikalleri siipiiren ve organizmay: detoksifiye eden antioksidan
maddeler tarafindan bloke edilebilir (Kumaran ve Karunakaran, 2006).
Serbest radikallerle ilgili mevcut arastirmalar, antioksidanlar yoniinden
zengin yiyeceklerin kardiyovaskiiler hastaliklarin, kanserlerin, Parkinson ve
Alzheimer dahil norodejeneratif hastaliklarin ve ayrica inflamasyonun, hiicre
ve deri yaslanmasimin neden oldugu problemlerin énlenmesinde énemli rol
oynadiklarini agik¢a gostermektedir (Gerber ve ark., 2002). Son yillarda,
biiytiik ilgi toplayan alanlardan biri, oksidatif hasarin gosterildigi dejeneratif
hastaliklarin kontroliinde antioksidanlarin roliidiir. Baz1 bitki ekstrelerinin
ve degisik fitokimyasal smiflarmin antioksidan aktiviteye sahip olduklar:
gosterilmistir (Bergman ve ark., 2001; Rice-Evans, 2001; Amarowicz ve ark.,
2004; Su ve Silva, 2006; Wei ve ark., 2006). Ozellikle bitkilerden elde edilen
yeni dogal antioksidan arastirmalari giderek artmistir (Kumaran ve
Karunakaran, 2006). Stiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, singlet
oksijen ve hidrojen peroksiti igeren reaktif oksijen tiirleri genellikle biyolojik
reaksiyonlarin tiirtinleridir veya ekzojen faktorler tarafindan olusmaktadir
(Cerutti, 1994). In vivo olarak bu reaktif oksijen tiirlerinin bazilarin enerji
iretimi, fagositoz ve hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve hiicreler arasi
haberlesme veya biyolojik olarak ©Snemli bilesiklerin sentezi gibi rolleri
vardir (Halliwell, 1997; Rathee ve ark., 2006). Ancak, lipidlerin ve DNA'nin
oksidasyonunu indiikleyebildikleri, membran hasarma neden olduklar,
membran akiskanhigini azalttiklari ve DNA mutasyonu ile kansere yol
actiklart i¢cin ROT’lar ¢ok zararli olabilmektedirler (Pietta, 2000; Rathee ve
ark., 2006).

Yapilan ¢alismalar polifenolik maddeleri (6rn. flavonoidler ve tanninler)

iceren bazi bitkilerin ve degisik bitki ekstrelerinin antioksidan aktiviteler



gosterdigini ortaya c¢ikarmistir (Kahkonen ve ark. 1999). Bazi gida
maddelerinin  radikal siipiiriicii  etkileri ~dolayisiyla  antioksidan
aktivitelerinin oldugu bilinmektedir (Rathee ve ark., 2006). Gida kaynaklar1
arasinda, baharatlar ve tatlandiricilar geleneksel yemeklere tat, renk ve
kokularim1 artirmak amaciyla katildiklarinda yiiksek etki potansiyeline

sahiptirler (Rathee ve ark., 2006).

Bilindigi gibi, pek c¢ok polifenolik ve flavonoid bilesikler metal
selasyonu ve serbest radikal siiptiriicii Ozellikleri ile antioksidan etki
gosterirler (Bors ve Mitchel, 1999). Bu etkiler, ROT’lar ve aerobik
metabolizma tarafindan iiretilen diger serbest radikallerin inaktivasyonu

yolu ile ortaya ¢ikmaktadir (Wu ve ark., 2006).

Hastalik durumlarinda, immun sistem daha fazla miktarda siiperoksit
ureterek siiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinin siiperoksit serbest
radikallerini ortadan kaldirma yetenegini yok eder, bodylece hiicre ve
dokularda serbest radikallerle indiiklenen hasarlar meydana getirir. Serbest
radikal hasari artan sayida hastalik ve romatoid artrit, Parkinson hastalig:
gibi norodejeneratif bozukluklar, pek ¢ok sayida kanser tiirii, diabetes
mellitus, inme, kalp krizleri, agr1 ve inflamasyon gibi durumlarla iligkilidir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999). Serbest radikaller DNA ve enzimler gibi baz1

biyomolekiillere saldiran ve zarar veren kimyasal olarak reaktif tiirlerdir.

Antioksidanlar ve antioksidan enzimler organizmada serbest radikal
ataklarma karsi major koruyucu sistemler olarak gorev alirlar (Buettner ve

Jurkiewicz, 1996).



Serbest radikal siipiiriiciileri ve antioksidanlar lipid peroksidasyonunu
ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltabilirler (Boveris ve Puntarulo,
1998). Meyve ve sebzelerin kanser, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklar dahil hastaliklara karst koruyucu etkileri icermeleri cgesitli
antioksidanlarla iligkilidir (Wang ve ark., 1996; Boveris ve Puntarulo, 1998).
Bu nedenle, dengeli bir diyetin yaninda dogal antioksidanlarin alinmasinin
viicudu degisik kosullar altinda oksidatif hasara kars1 korudugu

diistintilmiistiir (Boveris ve Puntarulo, 1998).

1.1.1. Oksidanlar ve Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirleri intraselliiler iletisim basamaklariin aracilari olarak
bilinmektedirler. Ancak, bunlarin asir1 miktarda tiretilmesi oksidatif strese,
hiicre fonksiyonunun kaybina ve sonunda apoptozis veya nekroza yol agar.
Hiicredeki oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge bu nedenle
hiicrenin fonksiyonu, regiilasyonu ve biiylime sartlarina adaptasyonu icin

¢ok onemlidir (Nordberg ve Arnér, 2001).

ROTlar tiim aerobik organizmalar tarafindan olusturulup
parcalanarak ya normal hiicre fonksiyonlar: icin gerekli olan fizyolojik
konsantrasyonlar: olustururlar ya da fazla miktarlarda olusarak oksidatif stres
ad1 verilen bir durum ortaya cikarirlar. Reaktif oksijen tiirleri teriminin ifade
ettigi gibi, bu oksijen ara tirtinlerinin intraselliiler tiretimi proteinler, lipidler
ve ayrica ateroskleroziste yer alan lipoproteinler, DNA gibi bircok
biyomolekiiliin biitiinliiglinii tehlikeye diistirmektedir (Nordberg ve Arnér,

2001). Oksidatif stresin ayrica yaslanma prosesinde de hem mitokondriyal



DNA’y1 hasara ugratarak hem de diger mekanizmalar vasitasiyla yer aldig:

diistiniilmektedir (Finkel ve Holbrook, 2000).

ROT terimi, okside edici etkileri olan hem oksijen tiirlerini hem bazi
nonradikal bilesikleri iceren genis bir terimdir. Tiim oksijen radikalleri

ROTtur, ancak tiim ROT’lar oksijen radikali degildir (Halliwell, 2006).

Tablo 1.1. Baz1 reaktif tiirler (Halliwell, 2006)

Serbest radikaller Nonradikaller

ROT ROT
Siiperoksit, Oz"- H202
Hidroksil, OH* Hipobromoz asit, HOBr?
Hidroperoksil, HO*

. . b
(Protonlanmis siiperoksit) Hipokloroz asit, HOCI

Karbonat, COs*-
Peroksil, ROz’
Alkoksil, RO*
Karbon dioksit radikali, CO2°*- Singlet oksijen, (O2!Ag)
Singlet O2'Zg* Organik peroksitler, ROOH
Peroksinitrit, ONOQO-

Ozon, Os¢

Peroksinitrat, O:2NOQO-
Peroksinitroz asit, ONOOH4
Peroksomonokarbonat,
HOOCO:-
Reaktif klorin tiirleri Reaktif klorin tiirleri
Atomik klorin, CI* Hipokloroz asit, HOCIP
Nitril klortir, NO:2Cle
Kloraminler
Klorin gazi (CL)
Bromin kloriir (BrCl)a
Klorin dioksit (ClOz)
Reaktif bromin tiirleri Reaktif bromin tiirleri
Atomik bromin, Br Hipobromoz asit (HOB:)
Bromin gazi (Br2)
Bromin kloriir (BrCl)a




Reaktif nitrojen tiirleri (RNT) Reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
Nitrik oksit, NO* Nitroz asit, HNO2
Nitrojen dioksit, NO2*¢ Nitrosil katyonu, NO*
Nitrat radikali, NOs*<f Nitroksil anyonu, NO-

Dinitrojen tetroksit, N2O4
Dinitrojen trioksit, N2Os
Peroksinitrit, ONOQO-
Peroksinitrat, O2NOQO-4
Peroksinitroz asit, ONOQOH¢
Nitronyum katyonu, NO2*
AlKkil peroksinitritler,
ROONO
Alkil peroksinitratlar,
RO20NO
Nitril kloriir, NO2Cl
Peroksiasetil nitrat,
CH3C(O)OONO:¢

a HOBr ve BrCl reaktif bromin tiirleri olarak da gortiliirler.

> HOCI ve HOBr genelde ROT olarak kabul edilirler.

¢ Bitki ve hayvanlara toksik etki gosteren ve kirli havada olusan

oksitleyici tiirler.

4 ONOO-, ONOCOH ve O:NOO- genelde ROT olarak kabul

edilirler.

¢ NO:Cl reaktif nitrojen tiirleri olarak da goriiliirler.

f Bu tlirler polenlerde alerjenik nitratlanmis proteinlerin
olusumuna yol agabilirler.

Reaktif oksijen tiirlerinin yararl fizyolojik hiicresel kullanimi, hiicre
i¢i iletisim ve redoks regiilasyonu gibi degisik alanlarda gosterilmektedir
(Nordberg ve Arnér, 2001). Ornegin, nitrik oksit (NO)’in haberlesme
molekiilii oldugu 1987’de ispatlanmustir (Palmer ve ark., 1987; Furchgott,
1995) ve transkripsiyon faktorii islevlerinin diizenleyicisi ve gen
ekspresyonunun belirleyicisi oldugu bilinmektedir (Bogdan, 2001). Hidrojen
peroksit ve siiperoksit benzer intraselliiler etkilere sahiptir (Finkel, 1998).
Bazi sitokinler, biliytime faktorleri, hormonlar ve norotransmitterler reaktif
oksijen tiirlerini intraselliiler haberlesmede sekonder haberciler olarak

kullanirlar (Thannickal ve Fanburg, 2000).
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En fazla tanmnan ROT molekiilleri ve bu molekiillerin yararl ve zararl
etkileri ve bunlarin intraselliiller diizeylerini diizenleyen degisik hiicre

sistemleri asagida tanitilmaktadair.

1.1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikal, bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron iceren
bagimsiz olarak var olabilen herhangi bir tiir olarak tanimlanmaktadir
(Fantel, 1996). Eslesmemis elektron, kendi basmna atomik veya molekiiler
orbitali isgal eden bir elektrondur (Fantel, 1996). Radikallere reaktivite ve
instabilite Ozelliklerini veren, eslesmemis elektronlarin varligidir (Fantel,
1996). Molekiiler oksijen kendi basina serbest bir radikaldir veya daha dogru
olarak, iki eslesmemis elektron igeren bir biradikaldir. Oksijenin reaktivitesi
ayri orbitallerde bulunan ve paralel spine sahip olan iki eslesmemis
elektronu dolayisiyla simirlanmaktadir. Bu, atomlar1 kisitlamaktadir (Fantel,
1996). Kendisi antiparalel spine sahip iki eslesmemis elektronu ile atomlara
okside olabilmektedir. Oksijen, baslica diger radikallerle reaksiyona girerek
bir elektron almaya egilimlidir. Radikaller genellikle eslesmemis elektronu
ifade eden bir nokta ile gosterilirler (X* gibi). Oz, stabilitesinden dolay1

nadiren Oz°** olarak belirtilir.

ROT, oksijenden tiiremis kimyasal olarak reaktif bircok molekiilii
icermektedir (Halliwell, 1999; Nordberg ve Arnér, 2001). Bu molekiillerin
bazilar1 son derece reaktiftir, ornegin, hidroksil radikali; bazilar1 ise daha az
reaktiftir (sliperoksit ve hidrojen peroksit gibi). Intraselliiler serbest

radikaller, Ornegin, bir eslesmemis elektronu bulunan serbest, diisiik
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molekiiler agirlikli molekiiller genellikle reaktif oksijen tiirleridir veya bunun
tam tersi de gegerlidir. Bu iki terim bu nedenle genellikle birbirinin esdegeri
olarak kullanilmaktadir (Nordberg ve Arnér, 2001). Serbest radikaller ve
ROTlar zincir serbest radikal reaksiyonunu baslatarak bir¢cok biyomolekiille
kolayca reaksiyona girebilirler. Bu zincir reaksiyonu durdurmak igin, yenice
olusmus bir radikal ya diger bir serbest radikal ile eslesmemis elektronlar:
elimine ederek reaksiyona girmeli ya da bir serbest radikal siipiiriicii, zincir

kiric1 veya primer antioksidan ile reaksiyona girmelidir.

Tablo 1.2'de, reaktif oksijen tiirlerinin en yaygin intraselliiler formlari,
hiicresel iiretim kaynaklar1 ve bu ROT molekiillerini siipiiren ilgili enzimatik

antioksidan sistemler birlikte verilmektedir:

Tablo 1.2. Baglica ROT molekiilleri ve metabolizmalar1 (Nordberg ve Arnér, 2001)

ROT Molekiilii Olusum kaynaklar: Enzimatik savunma sistemleri ~ Uriin(ler)
Siiperoksit (Oz2°-) - Elektron iletim Siiperoksit dismutaz (SOD) H202+ Oz
zincirinden Stiperoksit rediiktaz (bazi H0:
elektronlarin ‘sizinti’st  bakterilerde)
- Aktive edilmis
fagositler
- Ksantin oksidaz
- Flavoenzimler
Hidrojen peroksit - Stiperoksit dismutaz =~ Glutatyon peroksidaz H:0+ GSSG
(H202) (SOD) yoluyla Oz*-den Katalazlar H20+ 02
- NADPH-oksidaz Peroksiredoksinler (Prx) H20
(notrofiller)
- Glukoz oksidaz

- Ksantin oksidaz

Hidroksil radikali ~ Gegis metalleri (Fe

(‘OH) veya Cu) yoluyla O2* -
ve H2O2'den
Nitrik oksit (NO*) - Nitrik oksit Glutatyon/TrxR GSNO

sentetazlar
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Molekiiler oksijenin 1-elektron transferiyle zincir rediiksiyonu, Tablo

1.2’de listelenen ROT molekiillerinin tiretimi asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Lol w L
O — 00— HO—"OH+OH——= 2 H0
r -
2H* 2H~*

Reaksiyon 1.

Intraselliiler diizeyde, ROT olusumu ve metabolizmasi asagida Sekil

1.1"de gorildigii gibi 6zetlenebilir:

ROT ve antioksld anlar

GPx/ Hgo i Oz
Flavin igeren GSH
Engimier Chot, Zn SO els Kaalar

0, > 0 > H0s J ”

( o' 'UH E“:”
= %
-!}:q_
E’ﬂ
Lipid pe roksidasyon
{:._

O > 05 ,'vf?r-SOD,; H20%
[ -7
Y\ ANV

DNA veya profein hasar:

Sekil 1.1. Hiicrelerdeki oksidatif ve antioksidatif sistemlerin basitlestirilmig
nonstokiyometrik semas: (Nordberg ve Arnér, 2001)

Sekil 1.1'de goriildiigli gibi, intraselliiler olarak hem flavin-igeren
enzimler vasitasiyla sitozolde hem de baslica, solunum =zincirinden
elektronlarin sizmasma bagh olarak mitokondride onemli miktarlarda

siiperoksit {iretilmektedir. Tki molekiil siiperoksit hizlica, ya kendiliginden ya
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da stiperoksit dismutazlar vasitasiyla dioksijen ve hidrojen perokside
dontismektedir. Hidrojen peroksit degisik enzim sistemleri tarafindan
enzimatik yolla dioksijen ve suya metabolize olmaktadir veya gecis
metallerinin katalizledigi bir kimyasal reaksiyon ile oldukca reaktif olan

hidroksil radikaline dontismektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin baslica formlari, olusum yollar1 ve hiicre

tizerindeki etkileri su sekilde 6zetlenebilir:

1.1.2.1. Siiperoksit (O2*-) Anyon Radikali

Molekiiler oksijenin bir elektronunun rediiksiyonu ile stiperoksit anyon
radikali olusur. Siiperoksit anyon radikali nispeten stabil oldugundan
eslesmemis elektronu ile degil, yiikii ile tanimlanmaktadir (O2"). Siiperoksit,
arterlerde (spazmi baslattig1) ve merkezi sinir sisteminde haberci bir molekiil
olarak diisiiniilmistiir (Fantel, 1996). Biyolojik sistemlerdeki kararsizligi ve
zayif membran gecirgenliginin olmasi bazi arastirmacilarin intraselliiler ulak

olarak sinirli oldugunu diisiinmelerine neden olmustur (Saran ve Bors, 1994).

Stiperoksit anyon radikali perokside dontisebilir. Bu da, proton alarak

asagidaki sekilde gosterildigi gibi hidrojen peroksit olusturabilir:

Or +Or +2H" » H:O02+ O

Reaksiyon 2.



14

Spontan reaksiyon fizyolojik pH’da yavas gergeklesir. Ancak SOD
tarafindan katalizlendiginde hizlidir ve nispeten pH’dan bagimsiz olarak
ilerler (Fantel, 1996). Organizmada en az ti¢ farkli siiperoksit dismutaz
enzimi vardir. Biri mitokondriyal matriste yer alan manganez formudur
(Mn-SOD). Ve iki adet bakir ve ¢inko formu (Cu, Zn-SOD) bulunmaktadir.
Bunlardan biri sitozolde ve digeri cesitli ekstraselliiler sivilarda yer alir

(Fantel, 1996).

Molekiiler oksijene bir elektron baglanmasiyla olusan stiperoksit
anyonu bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok fazla reaktif degildir. Lipid
membranlarin gecirgenlik yetenegini azaltir ve bu nedenle {iretildigi
kompartmanda ¢evrili olarak bulunur (Nordberg ve Arnér, 2001).
Stiperoksit, 6zellikle solunum zinciri ile birlikte mitokondriyal membranin ig
ylizeyinde elektrondan zengin aerobik bir ortamda kendiliginden
olusmaktadir (Sekil 1.1). Siiperoksit ve ayrica hidrojen peroksit iskemi-
reperflizyonda aktive olan flavoenzimler, oOrnegin, ksantin oksidaz,
tarafindan endojen olarak da {iretilmektedir. Diger siiperoksit-iiretici
enzimler lipoksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik hiicrelerde membrana
bagl bir enzim kompleksi olan NADPH’a bagiml oksidaz yiiksek diizeyde
O:* iiretimine neden olur. Tki molekiil siiperoksit hizlica hidrojen perokside
ve molekiiler oksijene doniisiir ve bu reaksiyon ayrica SOD ile hizlandirilir

(Nordberg ve Arnér, 2001).
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1.1.2.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan serbestce gegebilir. Ne bir
radikaldir ne de sulu ¢ozeltide 6zellikle kararsizdir. Baslica tiyol gruplar ile
reaksiyona giren kismen zayif bir oksidandir. Metal katalizli Haber-Weiss
reaksiyonunda, demir veya bakir gibi gecis metalleri varliginda, hidrojen
peroksit tamamen reaktif hidroksil radikaline (OH®) indirgenebilir. Bu
reaksiyonda, siiperoksit anyon radikali gecis metalini kuprik (Cu?) formdan
kuproz (Cu’) forma veya ferrik (Fe**) formdan ferroz (Fe?*) forma asagida

gortildiigi gibi indirgemektedir:

Fe**+ Or 2 FeZ+ O

Reaksiyon 3.

Fez + H.O> » OH-+ OH*

Reaksiyon 4.

Cogu hiicresel demir, baslica depo molekiilii olan ferritin biinyesinde
bulunur. Hiicrelerde serbest halde bulunan demir ise ferrik (Fe’) halde
bulunur (Fantel, 1996). Ancak O dahil rediiksiyon ajanlari ile ferritinden ve

peroksit ile proteinlerden salinabilir.

H:0: bir serbest radikal degildir fakat bununla birlikte biyolojik
membranlardan ge¢cme yetenegi nedeniyle ¢ok ©nemli bir molekiildiir.

Notrofillerde fagozomlarda bulunan bir enzim olan miyeloperoksidazin

etkisi ile HOCI (hipokloroz asit) dahil daha reaktif ROT molekiillerinin
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iretiminde bir ara {iriin olarak radikal olusturucu bir rol oynar (Reaksiyon
5). Ve daha oOnemlisi, gegis metallerinin oksidasyonu yolu ile °*OH

olusumunda rol alir (Reaksiyon 6).

H*+ Cl- + H.O. - HOCI + H0

Reaksiyon 5.

H2O2'nin diger bir 6nemli islevi intraselliiler iletisim molekiilii olarak

gorev yapmasidir (Rhee, 1999; Nordberg ve Arnér, 2001).

Yukarida belirtilen mekanizmalar ile itiretilen H:02 en az {ig
antioksidan enzim sistemi, katalazlar, glutatyon peroksidazlar ve
peroksiredoksinler tarafindan, Sekil 1.1’de goriildiigii gibi, parcalanmaktadir
(Mates ve ark., 1999; Nordberg ve Arnér, 2001).

1.1.2.3. Hidroksil radikali (*OH)

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde yaklasik 10 saniye yar1 omrii olan ve
yaklasik 1.5 atom difiizyon yolu olan son derece giiglii bir oksidandir. Bilinen
en toksik radikaldir ve lipidler, proteinler ve niikleik asitler dahil hemen
hemen tiim biyolojik makromolekiilleri difiizyon ile smirli oranlarda okside
edebilir (Fantel, 1996). X-1sinlarimin yiiksek miktardaki toksisitesi sitozolde
bulunan sudan, radikal ve singlet oksijenin dogrudan olusumundan

kaynaklanmaktadir. Metabolik olarak aktif, aerobik hiicrelerde bulunan
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siiperoksit ~anyon radikali, gecis metallerinin  kullanilabilirligini

sinirlamaktadir (Fantel, 1996).

Biyomolekiillere olan giiglii aktivitesinden dolay:1 *OH radikali diger
reaktif oksijen tiirlerine nazaran biyolojik sistemlere daha fazla hasar verme
yetenegine sahiptir (Betteridge, 2000). Hidroksil radikali, hidrojen
peroksitten, daha ¢ok degisik proteinler veya diger molekiillerle kompleks
halinde bagli bulunan metal iyonlar1 (Fe** veya Cu*) araciligiyla katalizlenen
bir reaksiyonla olusmaktadir. Bu reaksiyon, Fenton Reaksiyonu olarak

bilinmektedir:

H:02 + Cu* / Fe** - °*OH + OH-+ Cu?" / Fe*

Reaksiyon 6.

Stiperoksit ayrica Reaksiyon 6 ile baglantili olarak metal iyonlarinin

geri doniistimii ile ilgili dGnemli bir rol oynamaktadar:

Cu? /Fe* + O 2> Cu* /Fe* + O

Reaksiyon 7.

Reaksiyon 6 ve 7'nin toplami Haber-Weiss reaksiyonudur; gegis
metalleri bu nedenle hidroksil radikallerinin olusumunda 6nemli bir rol
oynarlar (Halliwell, 1999). Geg¢is metalleri, O:*- ile reaksiyonlar1 araciligiyla
ferritin gibi proteinlerden ve degisik dehidrazlarin [4Fe-4S] merkezlerinden

salinabilirler (Harris ve ark., 1994). Canli hiicreler igin spesifik olan bu
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mekanizma in vivo Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilir (Fridovich,

1997; Nordberg ve Arnér, 2001).

1.1.2.4. Singlet oksijen

Singlet oksijen, enerji girdisi, 6rnegin 1s1ma, yoluyla olusturulabilir. Singlet
oksijenin en reaktif formu ters donmiis bir elektron spinine sahip olan bir
biradikaldir. Tkinci form tam olarak bir radikal degildir, fakat elektronlar
hem paralel hem antiparalel spin konfigiirasyonu icinde tek bir orbitalde yer
alir. Her iki durumda da, taban diizeyi molekiiler oksijenin spin kisitlamasi

ortadan kalkar ve onlar: giiclii oksidanlar haline ¢evirir (Fantel, 1996).

1.1.2.5. Nitrik Oksit (NO)

Diger bir oksijen iceren radikal olan nitrik oksit (NO), biyoloji ve tipta yogun
olarak arastirilmaktadir (Fantel, 1996). Henliz tam olarak anlasilmamis bir
reaksiyonda, nitrik oksit sentetaz L-arjinin’i L-sitrullin ve nitrik oksite okside
eder (Griffith ve Stuehr, 1995). NO'nun damar genisletici rolii iyi
bilinmektedir (Lowenstein ve Snyder, 1992) ve NO ve siiperoksit anyon
radikalinin damar durumunun belirleyicileri olarak antagonist bicimde islev
gosterdikleri One siirtilmiistiir. Saran ve Bors (1994) NO'nun yar1 omrii
saniyeler boyutunda oldugundan onun in vivo ekstraselliller mesaj
dontistiirticti olarak gorev yapmak icin yeterince stabil olan tek oksijen
radikali oldugunu belirtmislerdir. NO'nun yar1 émrii tiyollerle reaksiyon

yoluyla 6nemli 6l¢tide artirilabilir. Bu reaksiyon NO biyoaktivitesini koruyan
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fakat saatler boyutunda yari 0mre sahip olan S-nitrozotiyol tiirevlerini

olusturur.

Nitrik oksit serbest radikal ailesinin farkli bir tiyesini temsil eder ve
cesitli yonlerden O:*- ile benzerdir; eslesmemis elektronuna ragmen birgok
biyomolekiille hemen etkilesime girmez. Diger taraftan diger serbest
radikallerle (6rnegin, peroksil ve alkil radikaller) kolayca reaksiyona girerek
temelde daha az reaktif molekiilleri {iretirler, bu nedenle aslinda bir serbest
radikal stipiirticiisti olarak gorev yapmaktadir; mesela, NO'nun hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Rubbo
ve ark., 2000). Eger O2*-, NO ile paralel olarak yiiksek miktarlarda {iretilirse,
bu ikisi Dbirbirleriyle etkileserek oldukga sitotoksik olan OONO-
(peroksinitrit) radikalini {iretirler (Beckman ve Koppenol, 1996). Peroksinitrit
bircok biyomolekiille dogrudan bir- veya iki-elektron reaksiyonuna girebilir,
hizlica CO: ile reaksiyona girerek oldukga reaktif peroksokarboksilat
(ONOOCOrx) olusturabilir veya proton alarak peroksonitroz asit olarak ya
*OH ve °*NO: olusturmak igin hemolize ugrar ya da yeniden nitrat (NOs)
olusturur. Peroksinitritin bu degisik reaksiyonlarmin bireysel hizlari, pH'ya,
sicakliga ve gevresel ortamda bulunan bilesenlerin tiplerine baghdir (Radi ve
ark., 2001). Peroksinitrit, dogrudan veya reaksiyon iiriinleri vasitasiyla, cogu
iltihabi hastalikta gozlendigi gibi, LDLyi yiikseltgeyebilir, seruloplazmin’e
zarar vererek bakir iyonlarini salabilir ve genellikle degisik proteinlerde
bulunan tirozin kalintilarina saldirabilir (Halliwell, 1997; Nordberg ve Arner,

2001).

NO, enzimatik olarak L-arjinin’”den NO sentetaz (NOS) araciligiyla
sentez edilir (Andrew ve Mayer, 1999):
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L-arjinin + O2+ NADPH - L-sitrullin + NO + NADP*

Reaksiyon 8.

NOS enzimatik olarak NADPH’tan elektronlarin transferini
katalizlemektedir. Enzimin ii¢ ana izoformu vardir, noronal NOS (nNOS),
indiiklenebilir NOS (iNOS) ve endoteliyal NOS (eNOS). Bunlar kendi
aralarinda, ekspresyonlar1 ve aktiviteleri yoniinden degisiklikler

gostermektedir (Bredt, 1999; Nordberg ve Arner, 2001).

Fizyolojik konsantrasyonlarda NO, baslica guanilat siklaz ve protein
kinazlar1 stimule eden bir intraselliiler yolak olarak gorev yapar ve
dolayisiyla diger etkilere kars1 kan damarlarindaki diiz kaslar1 gevsetir. NO,
hiicre membranlarini gegme yetenegine sahiptir ve dolayisiyla uyarilar: diger
hiicrelere de iletebilmektedir. Proteinlerin nitrozilasyonunun, 06rnegin

enzimatik aktiviteyi diizenledigi bilinmektedir (Stamler, 1994).

NO'nun asir1 miktardaki tiretimi, glutatyon ile konjugasyonu ve
sonugta S-nitrozoglutatyon adductinin (GSNO) olusmasi ile etkisiz hale
getirilmektedir. GSNO dogrudan memeli TrxR yoluyla veya tim
tiyoredoksin sistemi araciligiyla parcalanabilmektedir ve NADPH"1 tiiketerek
tekrar GSH ve NO’ya ayrilmaktadir (Nikitovic ve Holmgren, 1996; Nordberg
ve Arner, 2001). GSNO'nun ayrica olas: bir diizenleyici mekanizma olarak

belirtilen TrxR’yi inhibe ettigi de gosterilmistir (Nordberg ve Arner, 2001).

NO’nun hiicrelerin redoks durumu {tizerindeki total etkisi ¢ok yonlii

olarak agik¢a incelenmis oldugu halde, sonug olarak bir¢ok yonden oksidan
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degil antioksidan olarak gorev yaptig1 goriilmektedir (Halliwell, 1999;
Nordberg ve Arner, 2001).

1.1.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Fizyolojik Fonksiyonlar:

1.1.3.1. Enfeksiyonlara Kars1 Savunma

Fagositler — aktive edildiklerinde, viicuda giren bakterileri
oldiirebilecek miktarlarda ROT tiretmektedirler (Wink ve Mitchell, 1998;
Nordberg ve Arner, 2001). Bu sistem icinde ROT, O: ve O:*-ye doniisen
NADPH oksidaz kompleksi tarafindan iiretilmektedir. Daha sonra
siiperoksit fagozomda SOD araciligiyla H20:"ye indirgenir ve H20: de daha
sonra miyeloperoksidaz aracilifiyla HOCl'ye dontisebilmektedir (Reaksiyon
5). Hipokloroz asit sonra kendiliginden Reaksiyon 9 ve Reaksiyon 10
araciligiyla °*OH olusturabilir. Reaksiyon 10, Fenton reaksiyonuna
(Reaksiyon 6) benzer ancak burada H20:'nin yerini HOCI almistir (Nordberg
ve Arner, 2001).

HOCl + Oz = *OH+0O:+Cl

Reaksiyon 9.

HOCI + Cu*/ Fe>* - °*OH + Cl- + Cu?*/ Fe®*

Reaksiyon 10.
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Fagozomlarda bu yolla olusan oldukca reaktif iki ROT molekiilii
(HOCl ve °*OH) fagositler tarafindan sindirilen bakteriler ic¢in oldukga
toksiktir ve reaktif oksijen tiirtiniin dogrudan antimikrobiyal etkilerini
tasirlar. Miyeloperoksidaz reaksiyonunda {iretilen hipokloroz asit ayrica
bakteriyal —membranlarda DNA  baglarim1  tahrip ederek DNA
replikasyonunun durmasma yol agar ve bu nedenle antimikrobiyal
savunmanin onemli bir pargasidir (Rosen ve ark., 1990; Nordberg ve Arner,

2001).

1.1.3.2. Transkripsiyon faktorii aktivitesinin redoks regiilasyonu

ROTlar, proteinler veya GSH gibi siilfidril grubu igeren tiim molekiillerin
yapilarimi  veya aktivitelerini tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla
dogrudan etkileyebilmektedirler. Bu tip bir redoks regiilasyonu diger bir¢ok
enzim ve membran reseptorleri icinde protein kinaz C, Ca?*-ATPaz,
kollajenaz ve tirozin kinazlar gibi sinyal iletimi ve karsinojeneziste énemli rol
oynayan bir¢ok proteini etkileyebilmektedir (Dalton ve ark., 1999; Nordberg
ve Arner, 2001).

1.1.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Yarattig1 Oksidatif Hasarlar

Reaktif oksijen tiirleri, yiiksek reaktiviteleri dolayisiyla hasar vermeye
egilimlidirler ve bu nedenle potansiyel olarak toksik, mutajenik veya
karsinojeniktirler (Nordberg ve Arner, 2001). ROT hasarmin hedefleri

asagida Ozetlenen hiicresel makromolekiillerdir:
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1.1.4.1. DNA

Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal modifikasyon dolayisiyla mutajenik etkili
olduklar1 gosterilmistir (Marnett, 2000). DNAnin yarilmasi, DNA-protein
capraz baglari, purinlerin oksidasyonu gibi baz1 degisiklikler reaktif oksijen
tiirlerinin ve Ozellikle bunlar icinde °*OH’in reaksiyonlarindan dolay:
olmaktadir. Eger DNA-onarici sistemler tim DNA’y1 hemen yeniden
olusturamazlarsa replikasyon sirasinda hatali eslemeden dolay1 bir
mutasyonla sonuglanacaktir. Bu mekanizma oksidatif strese maruz kalmis
bireylerin kansere yatkinligini kismen agiklayabilmektedir (Mates ve ark.,
1999). Baz1 durumlarda goriilen apoptozisin ROT araciligiyla gerceklestigi
gercegi kismen ROT-aracii DNA hasarina bagli olabilir, ancak ayrica
mitokondriyal gegirgenligin artmasi, sitokrom C'nin salinmasi, intraselliiler
Ca*’un artmas1 ve diger etkilere de bagldir (Kroemer ve ark. 1998;

Nordberg ve Arner, 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondriyal hasardan dolay1 hiicrenin ve
tim organizmanin yaslanmasinda Onemli bir faktdor olduklar
diistintilmektedir (Beckman ve Ames, 1997; Cortopassi, 1999; Nordberg ve
Arner, 2001). Ancak, birikmis veriler reaktif oksijen tiirlerinin yaslanmada
payr oldugunu (Finkel ve Holbrook, 2000) ve bunun tersine, siiperoksit
dismutaz ve katalaz mimetiklerinin yasam siiresini uzatabildiklerini

C. elegans’ta gostermistir (Melov ve ark., 2000).
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1.1.4.2. Lipidler

Reaktif oksijen tiirleriyle ilgili olarak, lipid peroksidasyon ¢ok arastirilan bir
konudur (Nordberg ve Arner, 2001). Coklu doymamis yag asitleri, birden
¢ok cift bag icermelerinden dolayi, serbest radikal ataklarmma en uygun
hedefler olmaktadir. Boyle bir oksidasyon ayrica aterosklerotik plaklarin

olusumunun da nedeni olarak gosterilmektedir (Halliwell, 1993).

Plak olusumu nedeniyle ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler hastaliklar, en
azindan bati llkelerinde, total hastalik miktarinin onemli bir bolimitini
olusturmaktadir (Nordberg ve Arner, 2001). Bu nedenle, lipid

peroksidasyonun onlenmesi veya diistisii son derece onemlidir.

1.1.4.3. Proteinler

In vitro olarak reaktif oksijen tiirlerinin bazi amino asit kalntilari ile
reaksiyona girdigi ve modifiye, fonksiyonal olmayan proteinleri olusturdugu
gosterilmistir (Butterfield ve ark., 1998). En kolay etkilenen amino asitler,
siilfiir veya selenyum igeren kalintilardir. Genel antioksidan sistemlerinin
(Trx, Grx, veya GSH, veya Trxin elektron donorii olarak rol oynadigi
metiyonin stilfoksit rediiktazlar gibi spesifik sistemler) hepsi proteinleri bu

tiir modifikasyonlardan korumaya calisirlar (Nordberg ve Arner, 2001).
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1.1.5. Hiicresel Antioksidan Sistemler

Hiicresel antioksidan sistemler baslica iki ana gruba ayrilabilirler:

1) enzimatik olanlar

2) enzimatik olmayanlar

1.1.5.1. Siiperoksit dismutazlar (SOD)

Stiperoksit dismutazlar (SOD) kesfedilen ilk gercek ROT-metabolize edici
enzimlerdir (McCord ve Fridovich, 1969; Nordberg ve Arner, 2001).
Okaryotik hiicrelerde, O:*, metal iceren iki SOD izoenzimi aracilifiyla
hidrojen perokside metabolize olabilir. Bu SOD izoenzimlerinin biri
mitokondride bulunan 80-kDa tetramerik Mn-SOD ve digeri sitozolde
bulunan 32-kDa dimerik Cu/Zn-SOD’dir (Sekil 1.1). Bakteriler hem
Mn-SOD’yi hem de Fe-SOD’yi ve bazi durumlarda Cu,Zn-SOD’yi de igerirler
(Fridovich, 1997). SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonda, iki molekiil
siiperoksit, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olusturur ve bu nedenle

hiicresel hidrojen peroksitin bir kaynagidir (Reaksiyon 11).

202+ 2H* 2 HxO02+ O2

Reaksiyon 11.

Mitokondride, solunum zincirinden elektronlarin sizmasimndan dolay:
nispeten yiiksek konsantrasyonlarda stiperoksit olusur. Mitokondriyal

Mn-SOD gereklidir ¢iinkii Mn-SOD'nin eksik oldugu higbir kalitsal hastalik
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bulunmamaigtir ve Mn-SOD’den yoksun fareler dogumdan kisa bir siire sonra
Olmiistiir veya ciddi nérodejenerasyon gegirmislerdir (Melov ve ark., 1998).
Cu,Zn-SOD'nin  aksine, Mn-SOD’nin  ekspresyonu oksidatif stresle
indiiklenir.  Sitozolik Cu,Zn-SOD, Mn-SOD’den daha az Onemli
goriinmektedir ve bu enzimleri ¢ikarilmis transjenik hayvanlar duruma
adapte olabilmektedirler (Ohlemiller ve ark., 1999; Nordberg ve Arner, 2001).
Sonunda Oldiiriicii olabilen norodejeneratif hastalik, Amyotrofik Lateral
Skleroz (ALS), enzimin peroksidaz aktivitesini arttiran sitozolik SOD’nin
geninde mutasyonlar nedeniyle olusabilmektedir (Rosen ve ark., 1993; Orrell,
2000). Biiyiik miktarda Cu,Zn-SOD, sitozolik formdan ayri1 olarak,
ekstraselliiler olarak da bulunabilmektedir (Marklund, 1982; Nordberg ve
Arner, 2001).

1.1.5.2. Siiperoksit rediiktazlar (SOR)

Stiperoksit rediiktaz, stiperoksitin dogrudan rediiksiyonunu katalizleyen bir

stiperoksit stiptiriicli enzim tipidir:

O +e + 2H* > HO2

Reaksiyon 12.

Stiperoksit rediiktaz enzimleri, demir igerirler ve simdiye kadar
sadece anaerobik siilfat indirgeyici bakterilerde bulunmustur, bu nedenle
desiilfoferrodoksin de denilmektedir. Bu bakteriler, anaerobik arkea Pyrococcus
furiosus veya cinsel iliski ile bulasan sifilise neden olan mikroaerofilik bakteri

Treponema pallidum’dur (Lombard ve ark., 2000). Treponema pallidum SOD’den
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yoksundur ve bu nedenle siiperoksit eliminasyonu igin sadece SOR’yi

kullanmaktadar.

1.1.5.3. Katalazlar

Cogu organizmada bulunan katalazlar baslica hem-iceren enzimlerdir (Aebi,
1974; Nordberg ve Arner, 2001). Memeli hiicrelerindeki subselliiler
yerlesimleri daha cok peroksizomlardadir ve hidrojen peroksitin su ve

molekiiler oksijene doniistimiinii katalizlemektedir:

2H0: =2 O+ 2H0

Reaksiyon 13.

Katalaz ayrica degisik substratlari, Ornegin fenolleri ve alkolleri

hidrojen peroksitin ¢ift rediiksiyonu yoluyla detoksifiye edebilmektedir:

H-O: + R'H: = R’ +2H:0

Reaksiyon 14.

Katalaz, Cu veya Fe iyonlarinin katalizorliigii ile, H2O2’den Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikalinin olusumu riskini distirmektedir
(Reaksiyon 6) ve bu sekilde bir antioksidan gorevi bulunmaktadir (Fridovich,
1999; Halliwell, 1999). Katalaz, enzimi inaktivasyondan koruyan ve
etkinligini artiran NADPH’a baglanmaktadir (Kirkman, 1999; Nordberg ve
Arner, 2001).
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1.1.5.4. Peroksiredoksinler (Prx)

Peroksiredoksinler (Prx; tiyoredoksin peroksidazlar), hidrojen peroksit ve
degisik alkil hidroperoksitler gibi peroksitleri dogrudan indirgeyebilen
enzimlerdir. Peroksiredoksinlerin p53 ve hidrojen peroksit tarafindan
indiiklenen apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 1997). En az
13 memeli peroksiredoksini bilinmektedir (Chae ve ark., 1999a; Chae ve ark.,

1999b; Nordberg ve Arner, 2001).

1.1.5.5. Glutatyon peroksidazlar (GPx)

Memelilerde, hepsi selenosistein igeren en az dort degisik GPx (GPx1-4)
vardir. GPx1 ve GPx4 (fosfolipid hidroperoksit GPx)’in ikisi de ¢ogu dokuda
bol miktarda bulunan sitozolik enzimlerdir (Ursini ve ark., 1995). GPx2
(gastrointestinal GPx) ve GPx3 (plazma GPx) sirasiyla, baslica
gastrointestinal bolge ve bobreklerde iiretilirler; GPx4 ise spermatidlerde
gorev yapar (Nordberg ve Arner, 2001). Tim glutatyon peroksidazlar,
H2O2'nin rediiksiyonunu glutatyonu bir substrat olarak kullanarak katalize
edebilmektedirler. Bunlar ayrica diger peroksitleri (6rnegin, hiicre
membranlarindaki lipit peroksitler) alkollere indirgeyebilirler (Nordberg ve

Arner, 2001):

ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H:0

Reaksiyon 15.
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Hidroperoksitlerin GPx tarafindan rediiksiyonu icin Ongoriilen
katalitik mekanizma, aktif bolge selenolat (Se)'in selenenik asit (SEOH)’e
oksidasyonunu icermektedir. Bir molekiil GSH'in eklenmesiyle, selenenik
asit glutatyon ile selenenil siilfit adductina doniistiiriilmektedir (Se-SG). Bu
da ikinci bir GSH molekiiliiniin ilavesiyle aktif selenolat ve glutatyon distilfit
(GSSG)i yeniden olusturabilir. Boylece, reaksiyonda iki molekiil GSH,
GSSG’ye yiikseltgenir ve sonrasinda baslica memeli GSSG-indirgeyici enzimi
olan GR tarafindan indirgenebilmektedir. Bazi veriler GPx’in fizyolojik
kosullar altinda yiiksek antioksidan ©neme sahip oldugunu gostermistir
(Jones ve ark., 1981). Ancak bazi veriler de enzimlerin sadece oksidatif stres
durumlarinda 6nemli oldugunu varsaymaktadir (Kelner ve Bagnell, 1990).
Ayrica, GPx1’den yoksun farelerin son derece normal olarak gelistikleri ve
hatta hiperoksi seklindeki oksidatif strese maruziyete bile dayandiklar1 da
gosterilmistir (Ho ve ark., 1997). Bu nedenle, GPx izoenzimlerinin
antioksidan savunma sistemindeki fonksiyonu hala belirsizdir, fakat kinetik
ozellikleri ve genis dagilimlari, oksidatif hasara kars: total korumada gorev

aldiklarmi diisiindiirmektedir (Nordberg ve Arnér, 2001).

1.1.5.6. Glutatyonla ilgili diger sistemler

Glutatyon (GSH) tiim canli aerobik hiicrelerde milimolar konsantrasyonlarda
yaygin olarak bulunan, intraselliiler tiyol igerikli antioksidandir. Fonksiyonu
baslica siilfidril tamponu olarak gorev yapmasidir, fakat GSH ayrica,
glutatyon S-transferazlarla katalizlenen konjugasyon reaksiyonlari yoluyla
veya GPx'in Kkatalizledigi reaksiyonla dogrudan bilesikleri detoksifiye
edebilmektedir (Armstrong, 1997; van Bladeren, 2000).
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GSH ile yakindan ilgili diger protein sinifi glutaredoksinlerdir (Grx).
Grx, GSH tarafindan indirgenebilir ve oksidatif stresle olusan GSH-karisik
protein disiilfidleri indirgeyebilmektedir ki bu, total hiicresel antioksidan
savunmada onemli bir rol oynamaktadir (Holmgren, 2000; Nordberg ve

Arnér, 2001).

1.1.5.7. Diisiik molekiiler agirlikli antioksidan bilesikler

Askorbik asit (Vitamin C) ve a-tokoferol (Vitamin E), degisik selenyum
bilesikleri, lipoik asit ve ubikinonlar gibi ¢ok sayida diisiitk molekiiler
agirhkli  bilesikler  biyolojik 6neme sahip antioksidanlar olarak

diisiiniilmektedir (Nordberg ve Arnér, 2001).

Askorbik asit (vitamin C) ve a-tokoferol (vitamin E)

Askorbat suda ¢oziiniir 6zellik gostermektedir ve insan plazmasinda
ve hiicre membranlarinda baglica antioksidan olarak gosterilmektedir (Frei,
1990, May, 1999). Siiperoksit gibi a-tokoferol'ti ve peroksitleri
indirgeyebilmektedir (Nordberg ve Arnér, 2001). Vitamin C, plazma
lipoproteinlerinde, Ornegin LDL’de, lipid hidroperoksit olusumunu
onlemektedir. Bunu lipid peroksil radikalleri ile reaksiyon sonucu olusan
a-tokoferol radikallerini indirgeyerek yapar (Nordberg ve Arnér, 2001). Bu
fonksiyonu aterosklerotik plak olusumunun Onlenmesinde o©Onemlidir.

Askorbat ayrica bu mekanizma ile hiicre membranlarindaki lipidleri korur.
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Intraselliiler olarak, sivi fazda, askorbat ve GSH hiicreyi oksidatif hasardan

korumak i¢in uyum i¢inde gorev yaparlar (Meister, 1995).

Vitamin E veya a-tokoferol (a-TOH) biyolojik membranlarda bulunan
yagda ¢oziiniir bir vitamindir. Eslesmemis elektronlarla reaksiyona giren bir
hidroksil grubu igerir ve 6rnegin peroksil radikalerini indirgeyebilir. a-TOH
bagirsaklardan absorbe edilir ve silomikronlar iginde karacigere tasmir.
VLDL partikiilleri i¢cinde kana geri doner ve VLDL partikiilleri lipoprotein
lipaz ile LDL’ye parcalanir. LDL partikiilleri periferal dokulardaki hiicrelere
kolesterol saglar ve ayrica aterogenezde Onemli bir faktordiir (Chopra ve

Thurnham, 1999).

Lipoik asit

R-a-Lipoik asit (LA; tioktik asit), mitokondride bulunan a-keto asit
dehidrojenaz bilesiklerinin dihidrolipoil transasetilaz (E:) bilesenlerinde
gerekli bir prostetik gruptur (Nordberg ve Arner, 2001). Dihidrolipoik asit
(DHLA) e indirgenen serbest LA giiclii bir indirgeyici kapasiteye sahiptir
(Reed, 1996). Serbest LA'min veya DHLA'nin terapotik kullanimi
arastirilmistir. LA/DHLA'nin metal selasyonu, serbest radikalleri siipiirme
ve GSH, askorbat ve vitamin E gibi diger antioksidanlarin yeniden
olusumunda gorev alma gibi bircok antioksidan ozelliginden dolay: ilag
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Packer ve ark., 1995). LA normalde kanda
mikromolar miktarlarda bulunmaktadir (¢ogunlukla DHLA formunda).
Disaridan uygulandiginda, LA bagirsaklar yoluyla alinir, ana organlara

dagilir ve genis bir miktar1 intraselliiler olarak DHLA’ya indirgenir. Kiiltiir
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hiicreleri LA’y1 alarak onu DHLA’ya indirger ve daha sonra indirgenmis
molekiilii salabilirler. Bu nedenle, LA ve 6zellikle indirgenmis formu DHLA,
farmakolojik antioksidan olarak potansiyel Ozelliklere sahiptir (Nordberg ve
Arner, 2001). Bir¢ok degisik hastalikta LA'nin kullanildig: klinik ¢alismalar
yuritilmiistiir. Baglica sonuglar, diabetes mellitus'ta LA'nin B-hiicrelerinin
yikimini 6nleyerek, glukoz alimini stimule etmek, ateroskleroza ve katarakta
kars1 koruyucu etki gostermek ve diyabetik noropati semptomlarin
azaltmak seklinde terapotik kullanimi oldugunu gostermektedir. Iskemi-
reperflizyon hasarinda, iskemik doku yeniden oksijenlediginde LA’nin
ROTlardan dolayr olusan hasar1 onledigi veya azalttig1 gosterilmistir.
LA’'nin ayrica mantar zehirlenmesi, karaciger hastalifi, HIV-enfeksiyonu,
agir metal zehirlenmesi ve Chagas hastaliginin tedavisinde adjuvan olarak
etkilerinin oldugu da gosterilmistir (Scott ve ark., 1994; Handelman ve ark.,
1994; Packer ve ark., 1995; Bustamante ve ark., 1998; Nordberg ve Arner,
2001).

Ubikinon (koenzim Q/Q10)

Ubikinon baglica mitokondride elektron tasima zincirinin bir parcasi
olarak gorev yapmaktadir. Ancak ayrica diisitk konsantrasyonlarda
plazmada ve hiicre membranlarinda da bulunur ve lipid peroksidasyonu
onleyen antioksidan olarak da gorev yapar (Ernster ve Dallner, 1995;

Nordberg ve Arner, 2001).
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Selenyum iceren enzimler ve bilesikler

Degisik diistik molekiiler bilesikler seklinde Selenyum, baz: terapotik
etkiler gosterebilmektedir. In vitro deneyler baz Se bilesiklerinin apoptozisi
indiikleyebildigini ve hiicre siklusunu durdurabildigini gostermistir ve bu
suretle kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe edebilmektedir (Wilson ve
ark, 1992; Jiang ve ark., 2001). Se destegi tiim kanser insidansinin %50 kadar1
i¢in 6nleyici olabilmektedir (Clark ve ark., 1996). Ancak, terapotik indeksinin
dar oldugu dikkate alinmalidir, ¢iinkii selenyum bilesikleri ciddi derecede

toksik olabilmektedir (Nordberg ve Arner, 2001).

1.1.6. Calismanin Kapsami

Bu calismada, belli bir yoredeki farkli familyalara ait degisik 14 bitkiye ait
etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan etkileri arastirilmistir. Bu
amacla Allium rotundum (Liliaceae), Anthemis tinctoria L., Centranthus
longiflorus Stev. (Valerianaceae), Digitalis lamarckii Ivan., Fumaria asepala Boiss.
(Papaveraceae), Glaucium grandiflorum Boiss.&Huet var. grandiflorum, Inula
britannica L., Malabaila secacul Banks&Sol, Phlomis armeniaca Willd., Potentilla
recta L., Sedum acre L., Sideritis galatica Bornm., Thymus sipyleus Boiss. ve

Zosima absinthifolia (Vent.) Link bitkileri segilmistir.

Allium rotundum, Liliaceae familyasindan Allium cinsinden bir
tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani, 2004-2005). Allium

tiirleri soganl bitkilerdir ve Tiirkiye’de yetisen 65'i endemik olmak tizere 164
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tirti bulunmaktadir. Allium rotundum Adana, Antalya, Mersin ve Sivas
bolgelerinde ‘kérmen’ ismiyle taninip kullanilmaktadir. Idrar soktiiriicii,
miishil, kan sekerini diisiiriicli hazim kolaylastirici, antibakteriyel, yara
iyilestirici, kalp kuvvetlendirici olarak halk arasinda kullanimlar1 vardir.
Allium turleri polifenolik bilesikler olan flavonoid bilesiklerinin ana
kaynaklarindan biridir (Tepe ve ark., 2005b). Allium tiirleri hem yemek
olarak hem de halk tibbinda kullanimlar1 mevcuttur. Patolojik hastaliklarda,
timor tedavilerinde ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanildig:

bilinmektedir.

Anthemis tinctoria L. (Anthemis tinctoria Linnaeus), Asteraceae
familyasindan ~ Anthemis cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye
Taksonomik Tiir Veritabani, 2004-2005). Saripapatya, Boyac1 papatyas: gibi
isimlerle taninir. Avrupa’da ve Ozellikle Bat1 ve Giineybati Asya’da yetisen
ve Kkiiltiirii yapilan bir bitki tiirtidiir. Sar1 renginden dolay:r halk arasinda
boyamada ve ugucu yagindan dolay:r da halk arasinda antienflamatuar
etkisinden dolay1 gay olarak kullanilmaktadir. igerdigi ugucu yag igerisinde
flavon tiirevi bilesikler tasimaktadir (Baytop, 1999). Cesitli Anthemis tiirleri
tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, yapilarinda ugucu yag icerdikleri ve
bilesimindeki ana kimyasal bilesenlerin seskiterpen hidrokarbonlar oldugu
bulunmustur (Saroglou, 2006) ve seskiterpenlerin 6zelliklerinden dolay:
antimikrobiyal, anti-aging ve antioksidan etki potansiyellerinin oldugu
diistintilmektedir. A. tinctoria tlizerinde yapilan baska c¢alismalarda da
bitkinin toprak tistii kisimlarinda flavonol glikozidleri ve flavonlar igerdigi

tespit edilmistir (Wollenweber ve Mayer, 1991; Williams ve ark., 2001).
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Centranthus  longiflorus  Stev., Valerianaceae familyasindan
Centranthus cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik Tiir
Veritabani, 2004-2005). Tiirkiye florasinda iig tiir ile temsil edilmektedir ve
kediotu, kirmizi kantaron ya da kirmizi mahmuz cicegi gibi isimlerle
bilinmektedir. Halk arasinda yatistirict ve uyusturucu etkisinden dolay:
kullanimi bulunmaktadir (Baytop, 1999). Yapisinda flavonoidler, triterpen
bilesikler, iridoid glikozidler, fenilpropanoid glikozidler ve valepotriatlar
icermektedir (Siilleyman ve ark., 2007). Antioksidan etkinligiyle ilgili
yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Coban ve ark., 2003).

Digitalis  lamarckii Ivan. (D. orientalis), Scrophulariaceae
familyasindan Digitalis cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik
Tiir Veritabani, 2004-2005). Tiirkiye’de endemik olarak ig, Bati ve Dogu
Anadolu bolgelerinde yetismektedir. Dogu yiiksiikotu adiyla bilinmektedir.
Tirkiye’de 10 kadar tiirii yetismekte olup bunlarin yetistigi bolgeler
farklidir. Halk arasinda kullanimi yoktur (Baytop, 1999).

Fumaria asepala Boiss.,,  Fumariaceae familyasindan Fumaria
cinsinden bir tirdiir (TUBITAK-Tijrkiye Taksonomik Tur Veritabani, 2004-
2005). Tirkiye’de Kuzey, Giiney, Orta ve Dogu Anadolu’da yetismektedir.
Ahtere ismiyle bilinmektedir. Halk arasinda deri kasintisina ve egzamaya
karst kullanimi bulunmaktadir. Fumaria tiirlerinin bazilarmin karacigeri
koruyucu etkinlikleri bildirilmektedir (Aktay ve ark., 2000). F. asepala ile ilgili
yapilmis c¢alisma bulunmamakla birlikte degisik Fumaria tiirlerinin
asetilkolinesteraz1 inhibe edici etkileri bulunmustur (Orhan ve ark., 2004;

Mukherjee ve ark., 2007).
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Glaucium grandiflorum Boiss.&Huet var. grandiflorum Boiss. et
Huet.,, Papaveraceae familyasindan Glaucium cinsinden Glaucium
grandiflorum  Boiss.&Huet  tirtiniin  varyetesidir ~ (TUBITAK-Tiirkiye
Taksonomik Tiir Veritabani, 2004-2005). Tiirkiye’de Kuzey, Orta ve Dogu
Anadolu’da yetismektedir. Halk arasinda boynuzlu hashas, boynuzlu
gelincik, kellale gibi isimlerle bilinmektedir. Tiirkiye’de bilinen 7 tiri
bulunmakta olup G. caniculatum (L.) Rud., yatistirici, Okstiriik kesici ve
uyusturucu etkilere sahiptir. Nadiren uyusturucu olarak inflizyon (%1)
halinde kullanilir. G. flavum Crantz (sar1 boynuzlu gelincik) cigeklerinden
hazirlanan ekstrenin kalp {izerine yavaslatic1 etkisinin bulundugu
gosterilmistir (Baytop, 1999). Cesitli Glaucium tiirlerinin laksatif, hipnotik ve
antidiyabetik etkilerinin oldugu ve ayrica bazi tiirlerinin yapraklarmin da
dermatit tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Zargari, 1990; Morteza-
Semnani ve ark., 2002). Bu tiirlerde yapilan baz fitokimyasal arastirmalar
sonucunda bilesimindeki bazi alkaloidlerin ((-)-norkelidonin,
dihidrokeleritrin, protopin, allokriptopin, tetrahidropalmatin, glausin,
koridin, berberin gibi) izolasyonu gerceklestirilmistir (Gozler, 1982; Morteza-
Semnani ve ark. 2002). Bitkinin analjezik ve antienflamatuar etkisinin
bilesimindeki  glausin  alkaloidinden, analjezik  etkisinin  ise
tetrahidropalmatin’den kaynaklandigr bulunmustur (Ayres, 1994; Morteza-
Semnani, 2002).

Inula britannica L. (Inula britannica Linnaeus), Asteraceae
familyasindan Inula cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik
Tir Veritabani, 2004-2005). Andiz otu, andiz adlariyla bilinmektedir. Inula
tiirleri Avrupa, Asya ve Afrika’da yetismektedir. Halk arasinda cgesitli

kullanim sekillerinin oldugu binmektedir (Baytop, 1999). Inula tiirlerinin
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yapraklar1  sindirim = bozukluklari, = bronsit ve  inflamasyonda

kullanilmaktadar.

Malabaila secacul Banks&Sol., Apiaceae familyasindan Malabaila
cinsinden bir tirdir (TUBITAK-Tﬁrkiye Taksonomik Tur Veritabani, 2004-
2005). Anadolu’da yetisir ve c¢ortiik adiyla bilinir. Yapraklar:i Isparta
yoresinde hemoroid tedavisinde kullanilmaktadir (Giirhan ve Ezer, 2004).
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Umbelliferae bitkilerinden birisidir.
Umbelliferae tiirlerinin halk tibbinda kullanilan tiirleri yaninda sebze,
baharat, tat verici ve daha bircok amacla kullanilan tiirleri mevcuttur. Bu

nedenle bu tiir de antioksidan aktivitesi yoniinden incelenmistir.

Phlomis armeniaca Willd.,, Lamiaceae familyasindan Phlomis
cinsinden bir tirdiir (TUBITAK-Tﬁrkiye Taksonomik Tur Veritabani, 2004-
2005). Tirkiye’de endemik olarak yetisen bu tiir Emecen, balikotu, calba,
salba, salvarotu isimleriyle taninmaktadir. Koylerde bazi1 Phlomis tiirlerinin
cicek veya yapraklarinin istah agic1 ve midevi olara kullanildig:
bilinmektedir. Bu tiir de Ozellikle cay seklinde mide agrilarina kars:
kullanilmaktadir. Tiirler genelde ucgucu yag, tanen icermekte ve uyarici, gaz
sOktiirticli, istah agict ve mide agrilarini kesici 6zelliklerinden dolay:

kullanilmaktadirlar (Baytop, 1999).

Potentilla recta L. (Potentilla recta Linaneus), Rosaceae
familyasindan Potentilla cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye

Taksonomik Tiir Veritabani, 2004-2005). Besparmak otu, kurtpengesi, incibar



38

kok, sar1 tabusluk, yedi yaprak otu adlariyla bilinmektedir. Halk arasinda

analjezik, kuvvet verici olarak ve kabizlikta kullanimi vardir (Baytop, 1999).

Sedum acre L. (Sedum acre Linnaeus), Crassulaceae familyasindan
Sedum cinsinden bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani,
2004-2005). Anadolu’da yetisen bu tiir damkorugu, aci damkorugu, aci
yagotu, kayakorugu ve kulakotu gibi isimlerle bilinmektedir. Yapraklarinda
ac1 madde, miisilaj igerir. Yara ve nasir iyi edici olarak uygulanmaktadir
(Tanker ve ark., 1998). Idrar artiric1 ve miishil etkisi bulunmaktadir (Baytop,
1999). Toprak iistii kisimlarindan flavonoidler, tiim bitkiden de alkaloidler
izole edilmistir (Grzybek ve ark., 1997).

Sideritis galatica Bornm., Lamiaceae familyasindan Sideritis
cinsinden bir tuirdiir (TUBITAK-Tijrkiye Taksonomik Tur Veritabani, 2004-
2005). Tiurkiye’de endemiktir, Bat1 ve Giiney Anadolu bdlgesinde yayilis
gosterir (Kaya ve Baser, 2002). Genelde dag cayi, yayla cayr olarak
bilinmektedir (Baytop, 1999). Ve halk arasinda g¢ay ve halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Bitkiden diterpen-lakton yapisinda bilesikler izole
edilmistir (Disli ve ark., 2002).

Thymus sipyleus Boiss., Lamiaceae familyasindan Thymus cinsinden
bir tiirdiir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani, 2004-2005).
Thymus'un Tiirkiye’de 40 kadar tiirii bulunmakta ve birbirlerinden ayirt
edilmeden tedavi amagh kullanilmaktadirlar. Limon kokulu bir kekik tiirii
olan Thymus sipyleus Boiss. ugucu yaginda bol miktarda sitrol ve okaliptol

ihtiva eder (Tanker, 1973) ve baharat olarak kullanimi yaygindir. Ayrica
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midevi, yatistirici, antiseptik, kurt diisiiriici ve kan dolasimini uyaric

etkileri halk arasinda bilinmektedir.

Zosima absinthifolia (Vent.) Link, Apiaceae (alt Umbelliferae)
familyasindan Zosima cinsinden bir bitkidir (TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik
Tiir Veritabani, 2004-2005). Bat1 Asya’da yetisen bir tiirdiir. Anadolu’da da
yetisen bu bitki “peynir otu” adiyla bilinir. Umbellifeare familyasindan olan
bu bitki de igerdigi ugucu yaglardan (Bagser ve ark., 2000) dolay1 antioksidan

aktivitesi yoniinden aragtirilmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Maddeler:

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma, ABD)
Metanol (Merck, Almanya)

KeHPOs (Merck, Almanya)

KH2POs (Merck, Almanya)

NaOH 2 N (Merck, Almanya)

HC10.1 M (Merck, Almanya)

FeCls (Sigma, ABD)

Askorbik asit (Merck, Almanya)

KCI (Merck, Almanya)

BHT (%10) (Butilhidroksitoluen) (Sigma, ABD)
HsPOs (%1) (Merck, Almanya)

TBA (Tiyobarbitiirik asit) (Sigma, ABD)

SDS (%10) (Sodyum dodesil siilfat) (Sigma, ABD)
1,1,3,3-tetrametoksipropan (Sigma, ABD)
a-tokoferol (Vitamin E) (Fluka)

Etil asetat (Merck, Almanya)

DMSO (Dimetilsiilfoksit) (Merck, Almanya)
Metanol (%80) (Merck, Almanya)

Sican karaciger dokusu

Sitokrom C (Sigma, ABD)

Ksantin (Sigma, ABD)

40
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Ksantin oksidaz enzimi (Sigma, ABD)
Tris HCI Buffer
Potasyum fosfat tamponu

Distile su

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160 A)
Microplate okuyucu (Molecular Devices - SPECTRAmax® 190 Microplate
Spectrophotometer)

Sallamali su banyosu (Elektro-Mag)
Buz makinas1 (Hoshizaki)

Vorteks (Labinco L 46)
Spektrofotometre kiivetleri

Hassas terazi (Sartorius)

pHmetre (Jenway, BM)

Magnetik karistirici (Jenway, BM)
Teflon homojenizator baslik

Otomatik pipetler (Jenkens, Gilsen, Boeco)

2.1.3. Bitki Numunelerinin Temini, Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Inceleme materyali olarak Ankara, Hasanoglu - Idrisdagi’'ndan toplanan 14

bitki ve bu bitkilerden hazirlanan ekstreler kullanilmistir.
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Bitki ekstreleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Ana

Bilim Dali tarafindan saglanmustir. Her bir bitki tiirtinden tartilan 10’ar gram

materyal, ayr1 ayr1 etilasetat ve %80 su iceren metanol ile manyetik karistirici

(30°C) tizerinde 1 gilin siireyle ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler

liyofilize edildikten sonra gerekli miktarlar tartilarak deney igin gerekli olan

100 mg/ml konsanrasyonundaki stok ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Numuneler deneylerde incelenme asamasina kadar plastik kapaklh

cam flakonlar i¢cinde -20°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Kullanilan bitki numuneleri asagidaki tabloda 6zetlenmektedir:

Tablo 2.1. Calismada kullanilan bitkiler

Tiir ismi Familya Kullanilan kisim Y;:litslflil}l’ le(r,

Allium rotundum L. Liliaceace TU

Anthemis tinctoria L. Compositae TU

Centranthus longifolius Valerianaceae (T

Digitalis lamarckii Ivan Scrophulariaceae T

Fumaria asepala Boiss. Papaveraceae TU

Inula britannica L. Compositae T Ankara, Hasanoglan -
Malabaila secacul Banks. & Sol. | Umbelliferae TU Idris Dag1, 2300 m.
Phlomis armeniaca Willd. Labiateae TU

Potentilla recta Rosaceae TU

Sedum acre L. Crassulaceae (T

Sideritis galatica Bornm. Labiateae (T

Thymus sipyleus Boiss. Labiateae TU

Zosima absinthifolia (Vent.) Umbelliferae T

Link

TU: Toprak {istii
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Bu c¢alismada cesitli Dbitkilerin degisik konsantrasyonlardaki
ekstrelerinin antioksidan etkinligine bakilmistir ve bu etki antioksidan
ozelligi bilinen standart madde (a-tokoferol) ile karsilastirilmas: yapilarak

bitki ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri tayin edilmistir.

Bu amagla asagidaki yontemler uygulanmustir:

2.2. Yontem

2.2.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile
olctilmektedir. Bu maddelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517 nm’de
ol¢timiine ve standart madde ile karsilastirilmasina dayanmaktadir (Blois,

1958).

DPPH c¢ozeltisi, bir hidrojen atomu verebilecek bir madde ile
karistinldiginda, mor-menekse rengin kaybolmas: ile birlikte indirgenmis
forma dontusmektedir. DPPH radikali Z¢ ile ve donor molekiil AH ile

gosterilirse, primer reaksiyon su sekilde gerceklesir:

Z*+AH — ZH+ A

ZH, indirgenmis formu ve A¢, ilk basamakta olusan serbest radikali

gostermektedir. Bu radikal daha sonra tiim stokiyometriyi kontrol eden yani,



44

indirgeyici bir molekiil tarafindan indirgenen (rengi giderilen) DPPH
molekiillerinin sayis1 kadar reaksiyona girecektir. Ustteki reaksiyon bu
nedenle bir lipidin veya doymamus bir maddenin otooksidasyonu gibi okside
edici bir sistem icinde gerceklesen reaksiyonlar icin bir temel
olusturmaktadir. DPPH molekiilii Z¢, sistem icindeki aktiviteleri AH

tarafindan baskilanan serbest radikalleri temsil etmektedir (Molyneux, 2004).

Reaksiyon  ortami: 100 uM DPPH (metanolde) ve degisik

konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri icermektedir.

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm’de
absorbans oOl¢tilmiistiir ve stipiiriicii etki, radikal rediiksiyonunun yiizdesi
olarak hesaplanmistir. Her deney 2-4 dl¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

Referans madde (pozitif kontrol) olarak a-tokoferol kullanilmistir.

DPPH serbest radikalini siipiiriicii aktivite asagidaki formiil ile

hesaplanmuistir:
RSA (%inhibisyon) = [(Ak-An)/Ak]lx100
RSA, Radikal Siipiiriicii Aktiviteyi, yani % inhibisyonu; Ak, kontroliin, yani

referans maddenin absorbansini ve An, numunenin, yani bitki ekstresinin

absorbansini gostermektedir.

Herbir bitki ekstresi igin ¢izilen kalibrasyon grafiginden ICso degerleri

hesaplanmustir.
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2.2.2. Siiperoksit Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

Yontem ksantin ve ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksit
anyonunun bitki ekstresi ve standart madde varliginda Sitokrom C’nin
rediiksiyonunun inhibisyonunun o6l¢timiine dayanmaktadir (McCord ve

Fridovich, 1969).

Reaksiyon ortami: 100 ul 4 mM ksantin, 400 pl sitokrom C, 0.1 M pH 7.8
fosfat tamponu, degisik konsantrasyonlardaki bitki

ekstreleri ve 40 pl ksantin oksidaz igermektedir.

Ksantin oksidaz karisima eklendikten sonra reaksiyon karisiminin
absorbans1 550 nm’de ol¢iilmiistiir. Stiperoksit anyon radikalini stiptiriicii
etki (%), 60 saniye sonra kontrole karsi, sitokrom C'nin rediiksiyonunun
inhibisyon derecesi olarak belirtilmistir. Referans madde (pozitif kontrol)

olarak a-tokoferol kullanilmistir.

Stiperoksit anyon radikalini siipiiriicii aktivite asagidaki formiil ile

hesaplanmuistir:

% inhibisyon = [(Ak-An)/Ax]x100

% inhibisyon, siiperoksit radikalini stpiiriicii aktiviteyi; Ax, pozitif
kontroliin, yani referans maddenin absorbansmni ve An, numunenin, yani

bitki ekstresinin absorbansini gostermektedir.
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Herbir bitki ekstresi igin ¢izilen kalibrasyon grafiginden ICs degerleri

hesaplanmustir.

2.2.3. Lipid Peroksidasyonu Uzerine Inhibitér Etki Tayini

Sican karacigerinden elde edilen 1000 g homojenatinda bitkisel ekstre,
standart madde, askorbik asit ve demir-3-kloriir varliginda 37°C’de bir saat
inkiibasyonla olusan malondialdehidin (MDA) tiyobarbitiirik asitle (TBA)
vermis oldugu rengin 532 nm’de spektrofotometrik  Ol¢limiine
dayanmaktadir (Mihara ve ark., 1980). Olusan bu renk TBARS

(ThioBarbituric Acid Reactant Substance) nedeniyle olugsmaktadir.

Bitki ekstresinin FeCls-askorbik asit ile indiiklenen sican karacigeri
homojenat1 tizerine etkisi arastirilmistir ve lipid peroksidasyon Mihara ve
ark. (1980)nin yontemiyle tayin edilmistir. Sicanlar standart laboratuar
kosullarinda beslenmistir. Hayvanlar kesilmeden 24 saat 6nce a¢ birakilmaya
baslanmistir ve sonra anestezi uygulamasiyla birlikte kesilmistir. Calisma,
Laboratuar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi i¢in Kilavuz’a uygun olarak
yuritilmiistiir. Karacigerleri hizlica kesilip alimmistir ve soguk distile su ile
yikanmistir. Sonra bir Teflon homojenizator yardimiyla buz igerisinde hizlica
homojenize edilmistir. LP spektrofotometrik olarak tiyobarbitiiriik asit
reaktant maddelerinin (TBARS) degerlendirilmesiyle ol¢tilmiistiir. TBARS
miktarlar1 nmol veya pmol malondialdehit (MDA)/g doku olarak belirtilmistir.
Optimize edilmis bir reaksiyon ortamina 0.5 ml karaciger homojenati, 0.1 ml
Tris-HCl tamponu (pH 7.2), 0.05 ml 10 mM askorbik asit, 0.05 ml 4 mM FeCls

ve 0.05 ml degisik konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri veya a-tokoferol
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eklenmistir ve karigim 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, 3.0 ml HsPOs ve 1.0 ml %0.6 TBA reaksiyon ortamina eklenmistir
ve hizlica karistirilmistir. Sonra karisim 30 dakika kaynatilmistir. Karisim
oda sicakligina geldikten sonra siipernatantin absorbansi 532 nm’de kore
kars1 okunmustur. Kor, karacider homojenati hari¢ tiim bilesenleri

icermektedir. Pozitif kontrol olarak a-tokoferol kullanilmistur.

Lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktivite (%) asagidaki formiil ile

hesaplanmuistir:
% inhibisyon = [(Ak-An)/(Ai-Axs) |x100
% inhibisyon, lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktiviteyi; Ax, kontroliin

absorbansini; An, numunenin, yani bitki ekstresinin absorbansmni ve Auxsr,

koriin absorbasini gostermektedir.

Herbir bitki ekstresi igin ¢izilen kalibrasyon grafiginden ICso degerleri

hesaplanmustir.



3. BULGULAR

3.1. DPPH Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini Bulgular

Tablo 3.1. Metanollii bitki ekstrelerinin DPPH Radikalini stipiiriicii etkileri @
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Inkiibasyon DPPH radikalini

Bitki ekstreleri ® ortamindaki siipiiriicii etki ICso (mg/ml)
konsantrasyon P

(% Inhibisyon)

(mg/ml)

Kontrol (Metanol) 0.0

Allium rotundum 0.05 7.62+3.54
0.1 38.28 £2.97 0.140
0.2 74.80 +1.91

Anthemis tinctoria 0.006 1.70 £2.04
0.013 27.73+£3.15 0.020*
0.025 64.84 +1.41

Centranthus longiflorus | 0.013 20.04 £ 4.18
0.025 41.57 +3.77 "
0.05 53.18 £2.23 0.045
0.1 90.07 + 1.06

Digitalis lamarckii 0.025 10.35 + 4.40
0.05 36.18 £3.31 0.069*
0.1 75.78 £ 0.87

Fumaria asepala 0.025 15.04 + 4.58
0.05 4277 £3.16 0.064*
0.1 78.32 +2.75

Glaucium grandiflorum | 0.025 19.92 +4.30

var. grandiflorum 0.05 53.71+2.44 0.055*
0.1 85.16 +1.72

Inula britannica 0.013 5.86 +4.10
0.025 39.65 £ 3.87 0.033*
0.05 82.62 +2.24

Malabaila secacul 0.05 7.42+3.10
0.1 35.55 +2.65 0.140
0.2 75.58 £ 1.56

Phlomis armeniaca 0.013 14.61 +4.81
0.025 32.21+4.76 "
0.05 49.25 +2.04 0.052
0.1 88.76 + 0.59

Potentilla recta 0.004 12.29+4.32
0.008 26.17 +4.59 0.014*
0.017 60.16 + 4.24

Sedum acre 0.013 7.81+3.63
0.025 30.66 +2.90 0.042*
0.05 59.96 + 3.19

Sideritis galatica 0.013 15.54 + 4.16 0.049*
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0.025 32.58 +3.00
0.05 55.24 +2.07
0.1 88.76 + 0.59

Thymus sipyleus 0.006 9.77+4.74
0.013 46.00 +2.01 0.019*
0.025 62.30 + 1.46

Zosima absinthifolia 0.05 9.18+3.10
0.1 42.19+2.52 0.134
0.2 76.17 +1.38

o — tokoferol 0.005 25.22+1.25

(pozitif kontrol) 0.010 52.15+2.25 0.011
0.020 80.86 + 0.50

a Her bir deger, 2 — 4 6l¢lim ortalamasi + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.
b Bitki ekstreleri metanol ile diliie edilmistir (¢oziicii antioksidan aktivite gostermemistir).
* Pozitif kontrol kadar etkin bulunmustur.

Metanollii bitki ekstrelerinde 0.1 mg/ml konsantrasyonda %36 - %90
arasinda DPPH radikali tizerinde siiptiriicii etkiler saptanmistir ve ICso
degerleri goz ontine alindiginda A. rotundum, M. secacul ve Z. absinthifolia
disindaki tiim bitkilerin a-tokoferol kadar anlamli olarak DPPH radikalini

siiptirdiikleri saptanmistir (Tablo 3.1).

Etilasetath bitki ekstrelerinin T. sipyleus, P. recta ve A. tinctoria disinda
hepsinin 0.2 mg/ml konsantrasyonda %34 - %90 arasinda DPPH radikali
tizerinde siipiiriicii etkileri saptanmustir. ICso degerlerine bakildiginda, 14
etilasetath ekstreden dordiiniin (sirasiyla T. sipyleus, P. recta, , A. tinctoria ve

S. acre) a-tokoferol kadar etkili olduklar1 saptanmustir (Tablo 3.2).



Tablo 3.2. Etilasetatl: bitki ekstrelerinin DPPH Radikalini siipiiriicii etkileri @

Inkubasyon' DPPH radikalini

Bitki ekstreleri b ortamundak stipiiriicii etki ICs0 (mg/ml)
konsantrasyon (% inhibisyon)
(mg/ml)

Kontrol (Etilasetat) 0.0

Allium rotundum 0.1 21.22 +0.65
0.2 39.55+0.46 0.23
0.4 75.79 £ 0.28

Anthemis tinctoria 0.025 11.89 +3.24
0.05 37.94 +2.56 0.06*
0.1 84.96 +1.43

Centranthus longiflorus | 0.1 13.04 + 1.61
0.2 34.38 +1.38 0.31
0.4 64.18 = 0.47

Digitalis lamarckii 0.1 28.94 £ 0.90
0.2 57.88 £0.71 0.17
0.4 65.90 + 0.04

Fumaria asepala 0.1 2235+1.4
0.2 45.85+0.9 0.24
04 65.33+0.6

Glaucium grandiflorum | 0.1 27.36 + 3.09

var. grandiflorum 0.2 40.97 +2.27 0.25
0.4 73.93 +0.99

Inula britannica 0.1 24.07 +2.47
0.2 54.44 +1.08 0.19
0.4 82.23 +0.41

Malabaila secacul 0.1 19.05+1.41
0.2 38.83 +£0.83 0.25
0.4 75.93 £ 0.46

Phlomis armeniaca 0.05 8.68 +2.90
0.1 39.71 +1.88 0.13
0.2 71.54 £0.93

Potentilla recta 0.025 32.96 +3.13
0.05 77.65+2.63 0.03*
0.1 88.10 +0.59

Sedum acre 0.1 46.28 £2.16
0.2 83.52 +1.00 0.11
0.4 91.69 +0.76

Sideritis galatica 0.05 19.61 +3.39
0.1 45.98 +2.29 0.12
0.2 90.35 + 1.69

Thymus sipyleus 0.025 40.51 + 3.85
0.05 85.59 +2.84 0.03*
0.1 89.87 +1.55

Zosima absinthifolia 0.05 6.10 +3.02 0.22
0.1 21.86 +1.36 ’




0.2 46.30+0.73
0.4 83.81+0.72

o — tokoferol 0.005 25.22 +1.25

(pozitif kontrol) 0.010 52.15+2.25 0.011
0.020 80.86 = 0.50

2 Her bir deger, 2 — 4 6lglim ortalamasi + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.
b Bitki ekstreleri etilasetat ile diliie edilmistir (¢oziicli antioksidan aktivite gdstermemistir).
* Pozitif kontrol kadar etkin bulunmustur.

3.2. Siiperoksit Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini Bulgular1

Tablo 3.3. Metanollii bitki ekstrelerinin Stiperoksit Radikalini stipiiriicii etkileri 2

inkiibasyon Stiperoksit
Bitki ekstreleri ® ortamindaki ridl,l,( a,,hr,l,l . ICso (mg/ml)
konsantrasyon siipiiriicii etki
(mg/ml) (% inhibisyon)
Kontrol (Metanol) 0.0
Allium rotundum 2.5 EY
5 EY
10 EY
Anthemis tinctoria 1.25 29.74 +2.53
2.5 63.83 £2.04 1.92
5 86.17 £ 1.52
Centranthus longiflorus | 2.5 EY
5 EY
10 EY
Digitalis lamarckii 2.5 EY
5 EY
10 EY
Fumaria asepala 2.5 EY
5 EY
10 EY
Glaucium grandiflorum | 2.5 EY
var. grandiflorum 5 EY
10 EY
Inula britannica 2.5 EY
5 25.53 +2.64 8.50
10 60.64 = 1.07
Malabaila secacul 2.5 EY
5 EY
10 EY
Phlomis armeniaca 2.5 EY
5 EY
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10 EY

Potentilla recta 2.5 34.48 + 3.80
5 37.93+£2.43 6.11
10 58.62 £1.52

Sedum acre 2.5 48.94 +2.54
5 68.09 £ 1.07 2.87
10 75.53 + 0.65

Sideritis galatica 2.5 EY
5 EY
10 12.77 +0.17

Thymus sipyleus 2.5 EY
5 26.60 +1.58 8.14
10 63.83 +0.82

Zosima absinthifolia 2.5 EY
5 EY
10 EY

a — tokoferol 0.108 38.18 0.7

(pozitif kontrol) 0.216 7547 £ 1.4 0.13
0.431 90.57 £2.8

a Her bir deger, 2 — 4 6l¢lim ortalamasi + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.
b Bitki ekstreleri metanol ile diliie edilmistir (¢ziicii antioksidan aktivite gostermemistir).
EY: Etki yoktur

Metanollii ekstrelerin siiperoksit anyonunu stipiiriicii etkilerine
bakildiginda, A. tinctoria (ICso: 1.92) ve S. acre'nin (ICso: 2.87) degerleriyle
a-tokoferol’e yakin etki gosterdikleri saptanmustir. Burada, a-tokoferol kadar
olmasa da P. recta, T. sipyleus ve I. britannica’nin stiperoksit anyonu radikali
tizerine 5 mg/ml konsantrasyonlarda kontrol ¢oziicliye gore sirasiyla %37.93,
%26.60 ve %25.53 oranlarinda inhibisyon gosterdikleri saptanmustir (Tablo
3.3).

Etilasetatli ekstrelerin siliperoksit anyonunu siipiiriicii etkileri
incelendiginde, bitki ekstrelerinin konsantrasyona bagli olarak stiperoksit
radikali tizerine inibitor etkileri gozlenmis ve sirasiyla A. rotundum (ICso:
0.11), T. sipyleus (ICs0: 0.59), S. acre (ICso: 0.63), M. secacul (ICso: 0.88) ve P. recta
(ICs0: 0.94) bitkilerinin a-tokoferole en yakin etkiyi gosterdikleri saptanmistir
(Tablo 3.4).



Tablo 3.4. Etilasetatl: bitki ekstrelerinin Stiperoksit Radikalini stipiirticii etkileri ®

inkiibasyon Siiperoksit

Bitki ekstreleri ® ortamindaki ri_i,dl‘l'( a}u}l . ICso (mg/ml)
konsantrasyon siipiiriicii etki
(mg/ml) (% Inhibisyon)

Kontrol (Etilasetat) 0.0

Allium rotundum 0.063 38.68 +3.12
0.125 63.97 +1.04 0.11*
0.25 72.06 +£0.98 '
0.5 76.47 +0.88

Anthemis tinctoria 0.83 3.77 + 4.67
1.67 57.55 +4.00 1.82
3.33 93.40 +2.04

Centranthus longiflorus | 0.83 EY
1.67 37.74+1.04 2.32
3.33 94.34 +0.87

Digitalis lamarckii 0.83 147 +3.11
1.67 15.44 +£1.03 2.66
3.33 81.62 +1.33

Fumaria asepala 1.25 10.38 +2.43 1.96
25 77.36 £1.33
5 98.11 + 2.66

Glaucium grandiflorum | 1.25 31.13+2.81

var. grandiflorum 2.5 96.23 +1.42 1.30
5 100.00 £2.73

Inula britannica 0.83 17.65 +1.41
1.67 86.03 = 1.03 1.12
3.33 100.00 + 1.45

Malabaila secacul 0.83 43.30 £ 1.66
1.67 83.02 + 1.66 0.88*
3.33 96.23 +2.30

Phlomis armeniaca 1.25 37.74 £ 3.33
25 90.23 +2.16 1.32
5 100.0 +2.66

Potentilla recta 0.83 33.96 £2.85
1.67 85.85 +1.34 0.94*
3.33 98.11 + 1.04

Sedum acre 0.31 18.38 +2.07
0.63 54.41+1.03 §
1.25 91.18 £2.07 063
2.5 97.79 +1.44

Sideritis galatica 0.83 38.68 £ 1.65
1.67 53.77 £2.61 1.36
3.33 88.68 +0.99

Thymus sipyleus 0.63 49.26 +£1.03
1.25 85.71 £2.07 0.62*
25 99.26 + 1.04




Zosima absinthifolia 0.83 13.21 +1.60
1.67 81.13+1.33 1.21
3.33 95.28 +2.17

a — tokoferol 0.108 38.18 +0.7

(pozitif kontrol) 0.216 7547 +1.4 0.13
0.431 90.57 +2.8

a Her bir deger, 2 — 4 dl¢iim ortalamas: + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.

b Bitki ekstreleri etilasetat ile diliie edilmistir (¢oziicii antioksidan aktivite gostermemistir).
EY: Etki yoktur

* Pozitif kontrol kadar etkin bulunmustur.

3.3. Lipid Peroksidasyonu Uzerine Inhibitor Etki Tayini Bulgulart

Tablo 3.5. Metanollii bitki ekstrelerinin lipid peroksidasyonu iizerine inhibitor

etkileri

Inkiibasyon Lipid

Bitki ekstreleri b ortamindaki pmol MDA/ Per(.)k‘sidasyonunun ICso
konsantrasyon g doku inhibisyonu (mg/ml)
(mg/ml) (% Inhibisyon)

Kontrol (Metanol) 0.0

Allium rotundum | 0.3125 0.49 + 0.006 37.67 +0.71
0.625 0.28 +0.01 63.99 +1.43 0.44
1.25 0.16 +0.01 79.46 +1.32

Anthemis 0.3125 0.62 +0.01 2147 +1.12

tinctoria 0.625 0.50 +0.01 37.53+0.71 0.84
1.25 0.23 +0.01 71.08 +1.32

Centranthus 0.3125 0.62 +0.07 21.47 +6.20

longiflorus 0.625 0.28 +0.01 64.14 + 1.63 0.52
1.25 0.20+0.00 74.55+0.92

Digitalis 0.3125 0.65+0.01 17.86 £ 0.81

lamarckii 0.625 0.28 +0.02 64.71+1.23 0.54
1.25 0.14 +0.01 82.07 +2.04

Fumaria asepala 0.3125 0.48 +0.01 29.55+1.83
0.625 0.42 +0.01 47.36 +1.63 0.65
1.25 0.26 + 0.01 67.46 +1.53

Glaucium 0.3125 0.61+0.01 23.07 £ 0.81

grandiflorum var. | 0.625 0.38 £0.01 49.55 £ 0.51 0.69

grandiflorum 1.25 0.28 +0.07 74.14 +0.30 '
2.5 0.12+0.11 84.67 +0.10

Inula britannica 0.3125 0.49 +0.03 37.53 £3.27
0.625 0.25+0.01 68.33 +1.53 0.41
1.25 0.14 +0.01 81.78 +1.73
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Malabaila secacul | 0.625 0.57 +0.02 28.13 +3.27
1.25 0.35+0.09 56.18 + 4.57 1.12
2.5 0.17 +0.02 78.89 +1.94

Phlomis 0.3125 0.76 £ 0.03 3.69 +3.47

armeniaca 0.625 0.45+0.01 4244 +1.22 0.85
1.25 0.18 +0.01 77.73 +0.92

Potentilla recta 0.3125 047 +0.07 40.42 +5.30
0.625 0.27 £0.01 65.73 +1.12 0.42
1.25 0.17 £0.02 79.03+1.84

Sedum acre 0.3125 0.53+0.03 33.04 + 3.88
0.625 0.38+0.05 51.84 + 6.04 0.57
1.25 0.22 +0.01 72.38 +1.43

Sideritis galatica | 2.5 0.49 +0.02 38.25+2.55 344
5 0.31 +0.005 60.81 = 0.61
10 0.20 = 0.004 74.11 £ 0.51

Thymus sipyleus 0.3125 0.42+0.03 46.49 +4.89
0.625 0.28 +0.01 64.86 +2.24 0.38
1.25 0.23+0.01 71.37 +1.53

Zosima 0.625 0.45 +0.02 4244 +2.76

absinthifolia 1.25 0.31+0.01 61.39 +1.53 0.87
2.5 0.16 £ 0.01 80.33 £ 0.92

o — tokoferol 0.054 0.48 £ 0.010 39.26 +1.32

(pozitif kontrol) 0.108 0.23 +0.002 70.79 + 0.31 0.084
0.216 0.16 + 0.004 79.75 + 0.61
0.431 0.15 = 0.006 81.20 £ 0.81

a Her bir deger, 2 — 4 6l¢lim ortalamasi + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.
b Bitki ekstreleri metanol ile diliie edilmistir (¢ziicii antioksidan aktivite gostermemistir).

Metanollii bitki ekstrelerinin konsantrasyona bagli olarak lipid
peroksidasyon {izerinde inhibe edici etkileri incelendiginde, S. galatica
disindaki bitkilerde 1.25 mg/ml konsantrasyonda kontrol ¢oziiciiye gore %56
- %82 arasinda inhibisyon gozlendigi saptanmugtir. ICso degerlerine
bakildiginda grubun en giiglii tiyesi T. sipyleus olarak bulunmus, bunu

sirasiyla I. britannica, P. recta ve A. rotundum izlemistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.6. Etilasetatl: bitki ekstrelerinin lipid peroksidasyonu tizerine inhibitor

etkileri

inkiibasyon Lipid

Bitki ekstreleri b ortamindaki nmol MDA/ Per(')k'sidasyonunun ICso
konsantrasyon g doku inhibisyonu (mg/ml)
(mg/ml) (% inhibisyon)

Kontrol (Etilasetat) 0.0

Allium rotundum 0.625 36.55 +2.87 11.11 £ 6.98
1.25 21.32+1.43 48.15+3.49
2.5 20.31 +2.87 54.62 + 6.98 1.87
5 1726 +2.15 60.02 +5.23

Anthemis tinctoria 0.3125 35.53+2.15 13.58 £5.23
0.625 21.32 +2.58 48.15+5.73 0.74
1.25 9.14+1.43 77.78 + 3.49

Centranthus 0.625 2437 +2.53 40.74 + 6.22

longiflorus 1.25 6.09 £2.15 85.19+5.23 0.67
25 2.03+1.87 95.06 + 4.98

Digitalis lamarckii | 0.15625 38.58 +1.43 6.17 +3.49
0.3125 24.37 +1.43 40.74 + 3.49 0.43
0.625 10.15+2.15 75.31+5.23

Fumaria asepala 0.3125 29.44 +2.15 28.40 +5.23
0.625 19.29+1.87 53.09 + 4.98 0.58
1.25 5.07 +1.87 87.65 +4.98

Glaucium 0.3125 21.32+1.43 48.15 + 3.49

grandiflorum var. 0.625 9.14 +2.87 77.78 £ 6.89 0.34

grandiflorum 1.25 2.03+£2.15 95.06 + 5.23

Inula britannica 0.3125 23.35+2.15 43.21+5.23
0.625 13.19+1.43 67.90 + 3.49 0.39
1.25 711+143 82.72 +3.49

Malabaila secacul 0.625 26.39+1.43 35.80 + 3.49
1.25 18.27£0.71 55.56 + 1.74 0.99
2.5 14.21+2.15 65.43 +5.23

Phlomis armeniaca | 0.3125 24.37 +1.87 40.74 + 4.98
0.625 13.19+1.43 67.90 + 3.49 0.40
1.25 711+215 82.72+5.23

Potentilla recta 0.625 24.36+2.15 40.74 £ 5.23
1.25 1523 £2.15 62.96 +5.23 0.85
2.5 11.17 +1.43 72.84 +3.49

Sedum acre 0.3125 32.48 +0.72 20.99+1.74
0.625 20.31+2.15 48.62 +5.23 0.68
1.25 10.16 + 1.58 75.31+4.73

Sideritis galatica 0.625 30.45+1.43 25.93 +3.49
1.25 1522 £2.15 62.96 +5.23 101
25 13.19+0.31 67.90 +1.48 '
5 11.17£0.31 72.84+1.48

Thymus sipyleus 0.3125 23.35+1.87 43.21 + 4.98 043
0.625 16.24 £ 0.71 60.49 +1.74 ]
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1.25 10.15+1.87 75.31 £ 4.98

Zosima 1.25 24.36 +2.15 30.74 + 5.23

absinthifolia 2.5 20.31+1.43 50.62 + 3.49 242
5 1523 +2.15 62.96 + 5.23

a — tokoferol 0.054 480.00 +10.16 39.26 +1.32

(pozitif kontrol) 0.108 230.86 +2.42 70.79 £ 0.31 0.084
0.216 160.00 + 4.48 79.75 £ 0.61
0.431 148.57 + 6.46 81.20 + 0.81

a Her bir deger, 2 — 4 dl¢lim ortalamasi + standart sapma ile birlikte gosterilmistir.
b Bitki ekstreleri etilasetat ile diliie edilmistir (¢Oziicli antioksidan aktivite gdstermemistir).

Etilasetath bitki ekstrelerinin lipid peroksidasyon iizerinde inhibe

edici etkileri incelenmis ve A. rotundum ile Z. absinthifolia haricinde diger tim

bitkilerin a-tokoferol’e en yakin aktiviteyi gosterdikleri saptanmistir

(Tablo 3.6).

3.4. Uygulanan Yontemlere Gore Arastirilan Bitkilerin Aktivitelerine Gore

Siralamalar:

Tablo 3.7. Metanollii bitki ekstreleri icinde en yiiksek aktiviteyi gosteren bes bitki

siralamasi
DPPH Radikalini Stiperoksit Anyon Lipid Peroksidasyonunun
Siipiiriicii Etki Radikalini Siipiiriicii Etki | inhibisyonu

1 Potentilla recta

Anthemis tinctoria

Thymus sipyleus

2 Thymus sipyleus

Sedum acre

Inula britannica

3 Anthemis tinctoria

Potentilla recta

Potentilla recta

4 Inula britannica

Thymus sipyleus

Allium rotundum

5 Sedum acre

Inula britannica

Centranthus longiflorus




58

Tablo 3.8. Etilasetatl: bitki ekstreleri icinde en yiiksek aktiviteyi gosteren bes bitki

siralamasi
DPPH Radikalini Stiperoksit Anyon Lipid Peroksidasyonunun
Siipiiriicii Etki Radikalini Siipiiriicii Etki | inhibisyonu

1 Thymus sipyleus -
Potentilla recta

Allium rotundum

Glaucium grandiflorum var.
grandiflorum

2 Anthemis tinctoria

Thymus sipyleus

Inula britannica

3 Sedum acre

Sedum acre

Phlomis armeniaca

4 | Sideritis galatica

Malabaila secacul

Thymus sipyleus -
Digitalis lamarckii

5 Phlomis armeniaca

Potentilla recta

Fumaria asepala

3.5. istatistiksel analiz

Her deger 2-4 Olglime ait analizlerin ortalamasidir.

Veriler ortalama +

standart sapma ile birlikte verilmistir. SPSS (SPSS Inc. versiyon 11.0)

programi kullanilarak tek yonli ANOVA varyans analizi uygulanmis ve

ortalamalarin a-tokoferole gore farkliliklart Dunnett testi ile belirlenmistir.

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. TARTISMA

Bitkilerin antioksidan potansiyellerinin tayini ile ilgili her giin yeni
calismalar yapilmaktadir. Antioksidanlar i¢in wuluslararast bir tanim
bulunmamakla birlikte cesitli sekillerde tanimlanmaktadir. Genel olarak
antioksidanlar, kolaylikla oksidasyona ugrayabilen lipidler, proteinler, DNA
ve karbonhidratlar gibi molekiillerin oksidasyonunu onleyebilen maddeler
olarak tanimlanmaktadirlar. Antioksidan etki, enerji baglar1 ve standart
indirgeme potansiyelleri ile degerlendirilmektedir. Antioksidan etkinin
degerlendirilmesi degisik durumlarda farkli antioksidan mekanizmalarin
aydinlatilmasina dayanmaktadir. Polifenolik bilesikler, bitkiler, baharatlar ve
caylarin antioksidan etkisi ile ilgili yapilan calismalarda degisik sonuglar
alindig1 saptanmistir (Bastianetto ve Quirion, 2002; Amarowicz ve ark., 2004;
Nagai ve ark., 2005; Wei ve ark., 2006). Flavonoidler, tanenler, kumarinler
gibi gesitli fenolik antioksidanlarin ve son zamanlarda prosiyanidinlerin,
doza bagli olarak, radikaller iizerine siipiiriicii etkilerinin oldugu ve bu
nedenle serbest radikallerin neden oldugu patolojilerde terapotik ilag olarak
kullanilabilecekleri bildirilmektedir (Kim ve ark., 2003; Fenglin ve ark., 2004;
Ljubuncic ve ark., 2005; Maiga ve ark., 2005; Djeridane ve ark., 2006).

Bu calismada, belli bir yoredeki farkli familyalara ait degisik 14 bitkiye
ait etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan etkileri arastirilmistir. Bu
amacla Allium rotundum (Liliaceae), Anthemis tinctoria L., Centranthus
longiflorus Stev. (Valerianaceae), Digitalis lamarckii Ivan., Fumaria asepala Boiss.
(Papaveraceae), Glaucium grandiflorum Boiss.&Huet wvar. grandiflorum, Inula
britannica L., Malabaila secacul Banks&Sol, Phlomis armeniaca Willd., Potentilla

recta L., Sedum acre L., Sideritis galatica Bornm., Thymus sipyleus Boiss. ve
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Zosima absinthifolia (Vent.) Link bitkilerinin metanollii ve etilasetath ekstreleri

kullanilmistur.

Allium’un farkh tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin de incelendigi ve
saptandi81 ¢alismalar yapilmistir (Helen ve ark., 2000; Egert ve Tevini, 2002;
Nuutila ve ark., 2003; Durak ve ark., 2004; Saravanan ve Prakash, 2004;
Fatima ve Ahmad, 2005; Tepe ve ark., 2005b; Stajner ve ark., 2004; Stajner ve
ark., 2006). Allium rotundum da bu calismada olas1 antioksidan etkinligi
yoniinden incelenmistir. Yaptigimiz calismada, Allium rotundum’un hem
metanollii hem etilasetatli ekstresinin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri
zayif bulunmustur. Siiperoksit anyon radikalini stipiiriicii etki bakimindan
bitkinin metanollii ekstresi etkisiz bulunmustur, etilasetatli ekstresinin ise
glclii siiptirticii etkisi gozlenmistir. Bitkinin metanollii ekstresinin lipid
peroksidasyon {izerine kuvvetli derecede inhibitor etkisi saptanmuistir,
etilasetath ekstresinin ise lipid peroksidasyon iizerine ¢ok az etkisi

bulunmustur.

Anthemis’in diger tiirleri tizerinde yapilan antioksidan aktivite tayini
calismalar1 bulunmaktadir (Bandoniene ve ark., 2000). Flavonoid tasiyan
bitkilerin antioksidan ozelliginden yola ¢ikilarak (Bathori ve ark., 2004) bu
bitkide antioksidan aktivite arastirmasi yapilmastir. Anthemis tinctoria’min
hem metanollii hem etilasetatli ekstrelerinin DPPH radikalini stiptiriicii
etkilerinin kuvvetli oldugu saptanmistir. Siiperoksit radikalini siipiirme
yetenegi acgisindan, bitkinin metanollii ekstresi kuvvetli etkili bulunurken
etilasetatl ekstresi daha az etkili bulunmustur. Bitkinin lipid peroksidasyonu

inhibe edici etkisi her iki ekstre i¢in de kuvvetli etkili olarak gozlenmistir.
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A. tinctoria’nin muhtemelen bilesimindeki daha onceki calismalarla
tespit edilmis olan fenolik yapilar ve dolayisiyla polifenolik yapilarin
hidrojen dondrii olmasi nedeniyle radikal stpiiriicii etkilerinin lipid
peroksidasyonu inhibe edici etkilerine nazaran daha kuvvetli oldugu
goriilmiistiir. Bu polifenollerin metal iyonlarina baglanmasi nedeniyle de
metal iyonlarimin katalizledigi radikal olusumunu da inhibe ettikleri

diistintilmektedir.

Centranthus longiflorus, yapisinda flavonoidler, triterpen bilesikler,
iridoid glikozidler, fenilpropanoid glikozidler ve valepotriatlar igermektedir
(Siilleyman ve ark., 2007). Hiicre kiiltiirlinde yapilan c¢alismalarda iridoid
glikozidler ve fenilpropanoid glikozidlerin radikal siipiiriicii etkileri
saptanmistir (Lin ve ark., 2006). Bu ¢alismada da Centranthus longiflorus olasi
antioksidan etkinligi yoniinden incelenmistir. Yaptigimiz bu calismada,
Centranthus longiflorus'un metanollii ekstresi DPPH radikalini gii¢lii bir
bicimde stipiiriicti etki gosterirken, etilasetatli ekstresi ise zayif etkili
bulunmustur. Metanollii ekstresinin siiperoksit radikalini siiptiriicii etkisi
bulunamamistir, ancak etilasetatli ekstresi ¢ok zayif derecede siiperoksit
radikalini stipiiriicti etki gostermistir. Bitkinin her iki ekstresi de lipid

peroksidasyon tizerine giiclii inhibitor etki gostermislerdir.

Insan glioblastoma hiicrelerinde yapilan bir calismada D. purpurea ve
D. lanata tiirleinde antikanser etkinlik saptanmistir (Haux, 1999). a-tokoferol
ile karsilastinlldiginda, Digitalis lamarckii’nin hem metanolli hem de
etilasetath ekstrelerinin DPPH radikali {izerine orta kuvvette siiptiriicii etki
gosterdikleri gortilmiistiir. Metanollii ekstre stiperoksit radikalini stiptiriicii

etki gostermemistir. Etilasetatli ekstrenin ise sliperoksit radikalini stipiirticii
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etkisi yok denecek kadar az ¢ikmistir. Ancak bitkinin her iki ekstresinin de
lipid peroksidasyonu {iizerine inhibitor etkileri diger arastirdigimiz bitkilere
gore daha fazla gozlenmistir. Ancak a-tokoferol ile kiyaslandiginda daha
zayif bir etki saptanmistir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda, bu bitkinin
antioksidan etkinligini daha ¢ok radikal stipiiriicii olarak gosterdigini

soylemek miimkiindiir.

Fumaria asepala’min  antioksidan aktivitesini arastirdigimiz  bu
calismada, DPPH radikalini stipiiriicii etkileri metanollii ekstrede orta
kuvvetli, etilasetatl: ekstresi icin ise zayif etkili olarak bulunmustur. Bitkinin
siiperoksit radikalini stipiiriicii etkilerine bakildiginda, metanollii ekstresinin
bu radikali siipiiriicii etki gostermedigi, etilasetatl ekstresinin ise ¢ok diisiik
etkili oldugu gozlenmistir. F. asepala’min metanollii ekstresinin lipid
peroksidasyonunu inhibe edici etkisi zayif bulunmustur, etilasetath ekstrenin
lipid peroksidasyonunu inhibe edici etkisi ise metanollii ekstreye nazaran

daha fazla bulunmustur.

Glaucium grandiflorum ekstrelerinin antienflamatuar ve analjezik
etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Morteza-Semnani ve ark. 2004).
Antienflamatuar etkinligin antioksidan etkiyle iligkili oldugunu arastiran
calismalar mevcuttur (Morteza-Semnani ve ark., 2002; Morteza-Semnani ve
ark., 2004). Bu amagcla bu calismada Glaucium grandiflorum’un metanolli ve
etilasetath ekstrelerinin antioksidan etkinligine bakilmistir. Glaucium
grandiflorum’un metanollii ekstresinin, pozitif kontrol olarak a-tokoferol ile
kiyaslandiginda, DPPH radikalini etkin bir bigcimde uzaklastirdigi, etilasetath
ekstresinin ise DPPH radikalini stipiiriicii etkisinin buna kiyasla daha az

oldugu saptanmistir. Siiperoksit radikalini siipiirticii etkileri incelendiginde,
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metanollii ekstresinin stiperoksit radikali {izerine etki gostermedigi,
etilasetatli ekstresinin ise orta derecede etki gosterdigi gozlenmistir. G.
grandiflorum’un metanollii ekstresinin lipid peroksidasyon {izerine orta
derecede inhibe edici etki gosterdigi, etilasetath ekstresinin ise kuvvetli

etkisinin oldugu saptanmustir.

G. grandiflorum’un her iki ekstresinin de DPPH radikalini stiptiiriicii
etkileri bulunmasina karsimn, siiperoksit anyonu iizerine sadece etilasetath
ekstresinin etkili oldugu gortilmiistiir. Lipid peroksidasyon {izerine ise her
iki ekstre de inhibe edici etki goOstermistir. Bu farkliliklarin, deney
mekanizmalariin farkliigindan ileri geldigi gibi ¢oziiciilerin etkilerinden
dolay1 da ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Bitkinin gosterdigi antioksidan
aktivitelerin ise bilesiminde bulunan flavonoidlere ve fenolik yapilara baglh
olabilecegi diistiniilmektedir ve bitki ekstresinin gostermis oldugu
antioksidan etkinin Morteza ve ark. (2004)'larinin yapmis oldugu calismada

saptanan antienflamatuar etkinin nedeni oldugu diistiniilebilir.

Inula britannica bitkisinin ekstrelerinin antienflamatuar, antibakteriyel,
anihepatitik, ve anti-timor etkilerinin oldugunu bildiren c¢alismalar
bulunmaktadir (Kim ve ark., 2002; Han ve ark., 2004; Liu ve ark., 2005). Inula
tiirleri fenolik bilesikler ve flavonoidler igerdigi i¢in antioksidan etkileri de
arastirilmistir (Park ve ark., 2000; Kim ve ark., 2002). Fitokimyasal bilesim
calismalar1 sonucunda I. britannica’nin bilesiminde kansere karsi sitotoksik
ozellikler gosteren bazi seskiterpen laktonlarinin oldugu bulunmustur (Shao
ve ark., 1996; Liu ve ark., 2004; Liu ve ark., 2005). Bazi Inula tiirlerinin
bilesimlerinde bulunan flavonoidlerden (patuletin, nepetin, aksillarin gibi)

dolay1 antioksidan ve bununla iliskili olarak antienflamatuar ve
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noroprotektif etkilerinin gozlendigi daha o©nce yapilan c¢alismalarla
bildirilmistir (Kim ve ark., 2002; Schinella ve ark. 2002). Yaptigimiz
calismada, Inula britannica’nin metanollii ekstresinin kuvvetli bir bicimde
DPPH radikalini stiptiriicii etki gosterdigi, etilasetatli ekstresinin ise DPPH
radikali tizerine orta derecede etkili oldugu gozlenmistir. Bitkinin metanollii
ekstresinin siiperoksit radikali tizerine ¢ok az stipiiriicii etki gosterdigi,
etilasetath ekstresinin ise orta derecede etki gosterdigi saptanmustir. I
britannica’min her iki ekstresinin de lipid peroksidasyon tizerine giiglii

derecede inhibe edici etki gosterdikleri gozlenmistir.

Bitkinin metanollii ekstresinin DPPH radikali iizerine kuvvetli
siiptiriici etki gostermesine ragmen siiperoksit radikali {izerine ¢ok zayif
siipiiriicii etki goOstermesi, metanollii ekstreye gecen aktif bilesenlerinin
yapisinda hidrojen donérii polifenolik bilesiklerin  bulunmasmdan
kaynaklanabildigini  diistindtirmektedir. ~Ekstreler —arasindaki sonug
farkliliklarinin, ¢oziiciilerin polarite farklar1 ve dolayisiyla ekstreye gecen

aktif bilesenlerin cinsi ve miktar ile iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.

Malabaila secacul’un metanollii ekstresinin DPPH radikali {izerine
siipiiriicii etkisi zayif bulunmustur, hatta arastirdigimiz diger bitkilerin
metanollii ekstreleri arasinda en diisiik etkilidir. Etilasetatli ekstresi de
DPPH radikalini siipiiriicii etki bakimindan zayif etkili bulunmustur.
Bitkinin metanollii ekstresinin stiperoksit radikali iizerine higbir etkisi tespit
edilememesine karsin, etilasetath ekstresi gliglii derecede siiperoksit
radikalini stiptirticii etki gostermistir. M. secacul’un her iki ekstresinin de

lipid peroksidasyon {izerine inhibitor etkisi zayif olarak bulunmustur.
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Bazi Phlomis tiirlerinin antioksidan etkinligi ile ilgili yapilmis
calismalar bulunmaktadir (Kynakopoulou ve ark., 2001; Couladis ve ark.,
2003). Bu ozelligin igerdikleri flavonoidlerle ilgili oldugu diistintilmektedir.
Yaptigimiz calismada, Phlomis armeniaca’mmn hem metanollii hem de
etilasetath ekstrelerinin DPPH radikalini kuvvetli derecede stipiiriicii etki
gosterdikleri gozlenmistir. P. armeniaca’nin metanollii ekstresinin siiperoksit
radikalini stptriicii etkisi bulunamamistir, ancak etilasetatli ekstresinin
stiperoksit radikalini stipiiriicii etkisi orta derecede bulunmustur. Lipid
peroksidasyon tizerine ise, bitkinin metanollii ekstresi orta derecede inhibe
edici etki goOsterirken, etilasetatli ekstresi gii¢lii derecede inhibe edici etki

gostermigtir.

Potentilla  tiirlerinin antioksidan ozelligine dair yapilmis cesitli
arastirmalar bulunmaktadir (Vennat ve ark., 1994; Bos ve ark., 1996; Kirby ve
Schmidt, 1997; Bol’shakova ve ark., 1998; Wilkes ve Glasl, 2001; Miliauskas
ve ark., 2004; Turanli ve Schaffner, 2004; Chen ve ark., 2005; Ava ve ark.,
2006). Fenolik bilesiklerden flavonoidler, glikozidler, tanninler icermektedir.
Bu bilesiklerden dolay1r bu calismada antioksidan etkinligi arastirilmistir.
Potentilla recta’min metanollii ve etilasetatli ekstreleri, DPPH radikalini
stipiiriicti etkileri bakimindan a-tokoferol ile kiyaslandiklarinda ve ayrica
arastirllan diger tiim bitki ekstreleri icinde en kuvvetli etkileri
gostermektedirler. Bitkinin metanollii ekstresi siiperoksit anyon radikalini
siipiiriici etkisi bakimindan etkilidir, ancak etkisi ¢ok zayif gozlenmistir.
Etilasetathh ekstresinin ise siliperoksit radikalini giiglii siipiirticii etkisi
bulunmustur. P. recta’'min metanollii ekstresinin lipid peroksidasyonu
tizerine inhibitor etkisi oldukc¢a kuvvetlidir, etilasetat ekstresinin inhibitor

etkisi ise daha az olmakla birlikte gti¢liidiir. P. recta’min gostermis oldugu bu
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etkinin nedeni yapisindaki fenolik bilesikler ve flavonoidlere

baglanabilmektedir.

Baz1 Sedum tiirlerinin antienflamatuar etkisiyle ilgili yapilmis
calismalar bulunmaktadir (Kim ve ark., 2004). Antienflamatuar etkinligin
antioksidan etkiyle baglantis1 olabilecegi diistintilmiistiir ve bu nedenle
antioksidan etkinlik arastirilmistir. Bu ¢alismada, Sedum acre’nin metanollii
ve etilasetatll ekstrelerinin DPPH radikalini giiglii bir bicimde stipiiriicii etki
gosterdikleri gozlenmistir. Stiperoksit radikali iizerine ise, bitkinin metanollii
ekstresi kuvvetli etki gostermistir. Etilasetatli ekstresinin de stiperoksit
radikalini giiglii stipliriicti etkisi bulunmustur. Bitkinin her iki ekstresi de

lipid peroksidasyon tizerine gii¢lii inhibe edici etki gostermislerdir.

S. acre’nin bilesimindeki polar yapilardan dolay1 antioksidan aktivitesi
bakimindan radikal stipiiriicii ve lipid peroksidasyon Onleyici etkilerinin
fazla olmasma bagli olarak antioksidan etkinlik gosterdigi ve bitkinin
antienflamatuar ve sikatrizan etkilerinin antioksidan etkisiyle iligkili

olabilecegi diistiniilmektedir.

Bazi Sideritis tiirlerinin igerdikleri flavonoidlere baghh olarak
antioksidan aktiviteleri saptanmustir (Triantaphyllou ve ark., 2001; Gabrieli
ve ark., 2005). Degisik kaynaklarda bu cinsin ugucu yagmdan dolay:
antioksidan, antibakteriyel, antiiilser ve antienflamatuar etkilerini oldugu
bildirilmektedir (Basile ve ark., 2006; Tepe ve ark., 2006c). Yaptigimiz bu
calismada da, Sideritis galatica’'min metanollii ekstresinin DPPH radikalini
etkin bir bicimde siipiirdiigii saptanmistir, etilasetathi ekstresinin ise orta

derecede etkili oldugu gozlenmistir. Siiperoksit radikali iizerine bitkinin
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metanollii ekstresi etki gostermemistir, etilasetathh ekstresinin ise orta
derecede siipiiriicii etkisi gozlenmistir. Lipid peroksidasyon iizerine
metanollii ekstre ¢ok zayif inhibe edici etki, etilasetatli ekstre ise orta
derecede inhibe edici etki gostermistir. Bitkinin yapisindaki fenolik
bilesenlerden dolayr DPPH radikali iizerine giiglii siipiiriicti etki gosterdigi

diistintilebilir.

Thymus tirlerinin bazilarinin antioksidan o6zelligi bilinmektedir
(Ismaili ve ark., 2004; Tepe ve ark., 2004). Tepe ve ark. (2005a) Tiirkiye nin
cesitli bolgelerinden elde ettikleri iki Thymus sipyleus varyetesinde bu
bitkilerin ucucu yaglarindaki antioksidan etkiyi arastirmislardir. Baz1 Thymus
tiirleri tizerinde de ugucu yaglarindan dolay1 antimikrobiyal ve antioksidan
etki aragtirmalar1 yapilmistir ve 06zellikle yapilarindaki timol ve karvakrol
gibi polifenolik bilesiklerden kaynaklanan etkiler saptanmistir (Ismaili ve
ark., 2004; Miguel ve ark., 2004; Sokmen ve ark., 2004; Sacchetti ve ark., 2005;
Vitalini ve ark., 2006). Bu calismada da, Thymus sipyleus'un antioksidan
aktivitesi arastirilmistir. Hem metanollii hem de etilasetathi ekstrelerinin
DPPH radikalini giiglii derecede stipiiriicii etkilerinin bulundugu
gozlenmistir. Stiperoksit radikali {izerine metanollii ekstresi ¢ok zayif
stiptirticti etki gosterirken, etilasetatl1 ekstresi siiperoksit radikalini stiptirme
acisindan arastirillan diger tiim bitki ekstreleri arasinda giiclii etki
gostermistir. T. sipyleus’'un hem metanollii hem de etilasetath ekstrelerinin
lipid peroksidasyonunu giiclii derecede inhibe ettikleri saptanmis olup lipid
peroksidasyonunu inhibe edici etkileri tiim bitki ekstrelerinden daha ytiksek

bulunmustur.
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T. sipyleus’'un yapisindaki fenolik bilesiklerden dolayi, hem lipid
peroksidasyon iizerine zincir-kirictc hem de radikal siipiiriicii etkileri
bakimindan olduk¢a belirgin antioksidan potansiyellerinin bulundugu
saptanmustir. Metanollii ve etilasetath ekstreleri arasindaki farkliliga sebep
olarak bu c¢oziiclilere gecen etken madde miktar1 ve igerigindeki

degisiklikleri soylemek miimkiindiir.

Zosima absinthifoli’nin hem metanollii hem etilasetat ekstresinin
DPPH radikalini zayif siipiiriicii etkileri bulunmustur. Bitkinin metanollii
ekstresinin siiperoksit radikali iizerine stipiiriicii etkisi bulunamamuistir,
etilasetat ekstresinin ise orta derecede etkili oldugu gozlenmistir. Bitkinin her
iki ekstresinin de lipid peroksidasyonunu orta derecede inhibe edici

etkilerinin oldugu gozlenmistir.

Yaptigimiz bu calismada, farkli familyalara ait 14 degisik bitki
ekstresinin antioksidan etkileri {i¢ farkli yontem kullanilarak arastirilmistir.
Ayni bitkinin metanol ve etilasetat ekstrelerinin aktiviteleri tayin edilmis, ve

bu ekstrelerin farkli yontemlerle farkli sonuglar verdigi gozlenmistir.

Antioksidan kapasite ve aktivite ile ilgili olarak farkli yontemlerle
yapilan bu calismalardaki farkliligin nedeni olarak cgesitli faktorler ileri

surilebilir:

a) Test sitemlerinin fiziksel yapilar1
b) Okside olan substratin yapisi

c) Antioksidan maddenin yapisal 6zelligi
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d) Ortamdaki diger bilesenlerin sinerjistik veya antagonistik etkisi
e) Oksidasyonu baslatma sekli

f) Oksidasyonun 6l¢giim metodu

Antioksidan etkiyi etkileyen faktorler basit sistemlerde agiklanabilse
bile insan viicudu gibi kompleks sitemlerde sonug¢ bilinmemekte ve
antioksidan etkiyi belirleyecek standardize test yontemlerine gereksinim
duyulmaktadir. Antioksidan etkiyi belirlemek i¢in yapilmas: gereken ilk adim
(I) olarak, diyetteki ya da bitkideki ya da yiyeceklerdeki fenolik
komponentlerin miktar tayini ve yapilariin aydinlatilmasi gerekmektedir.
Ikinci adim (II), kullanilan ¢dziiciiniin antioksidan mekanizma {izerindeki
olas1 etkisi g6z Oniine alinarak ve birden fazla metot kullanilarak farkl
antioksidanlarin radikal stipiiriicii etkilerinin tayin edilmesi gerekmektedir.
Uciincii adim (III) olarak, ilgili model sistemlerde antioksidanin lipid
peroksidasyonunu durdurma ya da inhibe edici etkisinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Son adim (IV), calismalarin amacina baglh olarak degiskenlik
gosterebilir ki bunlar insanlarda diyette kullanilan antioksidanlarin saghga
olas1 etkilerini incelemek gibi ya da insan viicudunda diyetle alinan
antioksidanlarin etkilerini incelemek ve degerlendirmek icin yapilan

calismalar olabilir.

Ekstrelerin farkli yontemlerle farkli sonuglar vermesinin bir diger
onemli nedeni de, ¢oziicii etkisidir. COzlicii, yapisina gore, antioksidanlarin
etkinligini goOsteren stpilirme oranlarin1 etkilemektedir. Non-polar
coziiciilerde, antioksidan (ArOH) ile peroksil radikali (LOO®) arasinda bir
hidrojen-bagli kompleks olusmakta ve bu da direkt bir hidrojen transferini

kolaylastirmaktadir (Becker ve Nissen, 2004):



70

LOO* -ArOH — [LOOe ... HOAr] — [LOOH ... *OArH] — LOOH + ArO*

Polar ¢oziiclilerde, bir fenol’den peroksil radikaline bir elektron transfer
reaksiyonu gergeklesir. Elektron transferinin ardindan, aroksil radikal

katyonundan (ArOH**) peroksil anyonu (LOO®) vasitasiyla bir proton ayrilir:

LOO* + ArOH — [LOO- ... *HOAr] — LOO-+H'+ ArO*

Ayrica, farkli ¢oziiciileri dolayisiyla, ekstrelerde olusan polarite
farkindan dolayzs, bitkilerin bilesiminde bulunan farkli bilesenlerden olusmus
antioksidan etkili/etki potansiyeli olan komponentler, sinerjistik ya da
antagonistik etkiler gosterebilirler. Sinerjizmada aym1 sistemde cesitli
maddelerin bir arada bulunmasiyla antioksidan etkide artma gozlenebilir.
Antagonizmada ise ayni sitemde bulunan maddeler birbirlerinin etkilerini
azaltabilirler. Antioksidan etkiyle ilgili diger kavramlar, koantioksidanlar ve
oksidasyonu geciktirici maddelerdir. Oksidasyonu geciktirici maddeler,
oksidasyonda bir bekleme fazi olmaksizin oksidasyonun hizimi diistiriiler.
Zincir reaksiyonu engelleyen antioksidanlar oksidasyonu yavaslatarak etki
gosterirler. Antioksidan etkinin Olglilmesi oksidasyon oraninda genel bir
azalma ve yavaslama etkisinin miktariyla Olc¢iilmektedir. Degisik
basamaklarda oksidasyon Olciimiiyle, farkli mekanizmalarla etki gosteren

antioksidan maddeler tayin edilebilir.

Bitki ekstrelerinde antioksidanlar genellikle karistm halinde
bulunmaktadir ve bu nedenle, antioksidanlar arasinda bir sinerjik etkinin
olusmast muhtemeldir. Antioksidan sinerjizmasi1 farkli bicimlerde

olabilmektedir (Becker ve Nissen, 2004):
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1. Sistem igindeki daha az etkili antioksidanlar veya oksidasyon
geciktiricileri tarafindan daha etkili antioksidanlarin olusturulmasi.
Ornegin, baharatlar icindeki a-tokoferol ile flavonoidler arasindaki ve
a-tokoferol ile fenoller arasindaki sinerjizma ile a-tokoferol yeniden
olusturulur.

2. Degisik ¢oziintirliikteki antioksidanlarin etkilesimi,

3. Degisik etki mekanizmalar1 olan antioksidanlarin etkilesimi, 6rnegin

singlet oksijen stiptiriiciileri ile zincir kiric1 antioksidanlar gibi.
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5. SONUC VE ONERILER

Serbest radikaller doku hasari, enflamasyon, norodejeneratif hastliklar,
kanser ve yaslanmayi icine alan pek ¢ok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir
(Griffits ve ark., 1998). Tim radikallere karsi, organizmada enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemleri bulunmaktadir. Enzimatik olmayan
savunma sistemleri iginde endojen ve endojen olmayan antioksidan
maddeler bulunmaktadir. Serbest radikalleri uzaklastirici etkisi olan bu
antioksidan bilesikler bu nedenle giiniimiizde son derece 6nem kazanmustir.
Antioksidanlar, fazlaca olusan reaktif oksijen radikallerine karsi enzimatik
savunma sisteminin yetersiz kalmasi durumunda organizmayi1 koruyucu
olarak rol oynamaktadirlar. Son zamanlarda bu radikallere kars1 koruyucu
onlem olarak, dogal iiriinler ve antioksidan maddeler giderek Onem
kazanmaya baglamistir. Ozellikle gelismekte olan {ilkelerde farmasotik
driinlerin pahaliligindan dolayr baz1 saglik problemlerinin ¢6ziimiinde,
bitkisel trtinlerle tedavi alternatif tedavi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Tirkiye’de halk arasinda cgesitli amaglarla kullanilan ve bilimsel aktivitesi
bilinmeyen pek cok bitki bulunmaktadir. Baz1 bitki ekstreleri ve bitkisel
tiriinlerin ise antioksidan etkinliklerini gosteren calismalar bilinmektedir
(Coban ve ark., 2003; Couladis ve ark., 2003; Tepe ve ark., 2006b; Altun ve
ark., 2007; Kartal ve ark., 2007).

Ekzojen kaynakli gesitli kimyasal maddelere maruziyet sirasinda ve
hiicresel metabolizma sonrasinda endojen olarak olusan serbest radikallere
kars1 pek ¢ok antioksidan madde oldugu bilinmektedir. Bu amagla kullanilan
cesitli bitkisel preparatlar ve caylar da bulunmaktadir. Tiirkiye’de halk
arasinda tedavi amacli kullanilan c¢esitli bitki ekstreleri bulunmaktadir.

Bunlardan bazilarinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili yapilmis bilimsel
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calismalar bulunmakla birlikte ¢alisma sayis1 kisithdir. Bu arastirmada, halk
arasinda kullanimlarinin oldugu bilinen bazi bitkilerin etilasetat ve metanol
ekstrelerinin antioksidan etkinliklerini belirlemek amaciyla bir tarama

calismasi yapilmistir.

Yaptigimiz bu calismada, belli bir yoredeki farkli familyalara ait
degisik 14 bitkiye ait etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan etkileri
arastirilmistir. Bu amacla Allium rotundum (Liliaceae), Anthemis tinctoria L.,
Centranthus longiflorus Stev. (Valerianaceae), Digitalis lamarckii Ivan., Fumaria
asepala  Boiss. (Papaveraceae), Glaucium grandiflorum Boiss.&Huet  wvar.
grandiflorum, Inula britannica L., Malabaila secacul — Banks&Sol, Phlomis
armeniaca Willd., Potentilla recta L., Sedum acre L., Sideritis galatica Bornm.,

Thymus sipyleus Boiss. ve Zosima absinthifolia (Vent.) Link bitkileri se¢ilmistir.

Bitki ekstreleri {izerinde ti¢ farkli yontemle antioksidan aktivite tayini
yapimistir ve elde edilen sonuglara gore onemli derecede antioksidan

etkinligi bulunan bitkilerin oldugu gozlenmistir.

14 bitki numunesinin metanollii ve etilasetath ekstreleri, DPPH serbest
radikalini ve siiperoksit anyon radikalini siipiiriicii etkileri ve lipid
peroksidasyonu inhibe edici etkileri agisindan taranmistir. Antioksidan
aktiviteleri, antioksidan etkinligi bilinen standart madde a-tokoferol’iin

etkisi ile karsilagtirilmistir.

Flavonoidler, tanenler, kumarinler gibi gesitli fenolik antioksidanlarin
ve son zamanlarda prosiyanidinlerin doza bagh olarak radikaller iizerine
temizleyici etkilerinin oldugu ve bu nedenle serbest radikallerin neden
oldugu  patolojilerde  terapotik  ila¢  olarak  kullanilabilecekleri

bildirilmektedir. Farkli ekstrelerden farkli sonuglar alinmasinin nedeni
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olarak metanollii ve etilasetatli ekstrelerin farkli icerikleri gosterilebilir.
Calismalarda kullandigimiz in vitro deneylerin hayvan deneyleri ile de
desteklenmesi gerekmektedir. Bu calismada kesin bir kanit olmamakla
birlikte bitki ekstrelerinin antioksidan etkisinden icerdikleri tanen ve
flavonoid gibi fenolik maddelerin aromatik hidroksil gruplarinin rol
oynayabilecegi ileri siiriilebilir. Polifenollerin hidroksil gruplarna bagh
olarak serbest radikalleri siiptirme yetenekleri ve iki degerlikli katyonlarla
selasyon yapma yetenekleri ve ayrica lipid peroksidasyon {iizerine zincir-

kirici etkilerinden dolay1 ¢ok 6nemli bilesikler oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada test edilen bitki ekstrelerinin antioksidan etkilerine
hangi bilegsenin neden oldugu bilinmemekle beraber en fazla antioksidan
etkiye sahip bitki ekstreleri arastirilmistir. Bitki bilesenlerinin analizlerinin
yapilip, potansiyel etkiye neden olan yapilarin ortaya ¢ikarilmasi, aktif
maddelerin bireysel etkilerine bakilmasi ve aralarinda sinerjizma,
antagonizma gibi etkilerin arastirilmasi gerekmektedir. YapitiZimiz bu
calismalar, gelecekteki calismalara 1s1k tutacaktir ve bitki ekstrelerinden ilag

gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Ayrica, Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen ve kolaylikla elde edilebilen
bu bitkilerin antioksidan etkilerinin varligi, sagliga faydali muhtemel baska
etkilerinin de olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu bitkilerin daha detayh
ve ¢ok yonli olarak arastirilmasi ozellikle halk saglig1 agisindan iilkemize

maddi olarak da oldukga yarar saglayacaktir.
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OZET

Tiirkiye’de Tibbi Amachi Kullanilan Bazi Bitkilerin Antioksidan
Etkilerinin Taranmasi

Bu calismanin amaci, Tirkiye’de tibbi amaghh kullamilan bazi bitkilerin
antioksidan etkilerinin taranmasidir. Ekzojen kaynakli cesitli kimyasal
maddelere maruziyet sirasinda ve hiicresel metabolizma sonrasinda endojen
olarak olusan, serbest radikallere kars: pek ¢ok antioksidan madde oldugu
bilinmektedir. Bu amagcla kullanilan gesitli bitkisel preparatlar ve caylar da
bulunmaktadir. Tiirkiye’de halk arasinda tedvi amagli kullanilan gesitli bitki
ekstraktlar1 bulunmaktadir. Bunlardan bazilarinin antioksidan aktiviteleri ile
ilgili yapilmis bilimsel ¢alismalar bulunmakla birlikte ¢alisma sayis1 kisithdair.
Bu arastirmada, halk arasinda kullanimlarinin oldugu bilinen bazi bitkilerin
etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan etkinliklerini belirlemek
amaciyla bir tarama ¢alismasi yapilmaistir.

Aragtirmamizda, belli bir yoredeki farkli familyalara ait degisik 14
bitkiye ait etilasetat ve metanol ekstrelerinin antioksidan etkileri
arastirilmistir. Bu amacla Allium rotundum (Liliaceae), Anthemis tinctoria L.,
Centranthus longiflorus Stev. (Valerianaceae), Digitalis lamarckii Ivan., Fumaria
asepala  Boiss. (Papaveraceae), Glaucium grandiflorum Boiss.&Huet  wvar.
grandiflorum, Inula britannica L., Malabaila secacul ~ Banks&Sol, Phlomis
armeniaca Willd., Potentilla recta L., Sedum acre L., Sideritis galatica Bornm.,
Thymus sipyleus Boiss. ve Zosima absinthifolia (Vent.) Link bitkileri in vitro
standart testler kullanilarak ICso degerleri tayin edilmistir. Bu testler DPPH
radikali ve stiperoksit radikalini stiptiriicii etki ve lipit peroksidasyonu tayin
yontemleridir. Sonug¢ olarak, metanollii ekstrelerde a-tokoferol’e kiyasla
DPPH radikalini siipiiriicii etki bakimindan en fazla aktiviteyi Potentilla
recta’nin  (IC5:0.014 mg/ml) gosterdigi, bunu sirasiyla Thymus sipyleus
(IC50:0.019 mg/ml) ve Anthemis tinctoria'min (IC5:0.020 mg/ml) izledigi;
etilasetath ekstrelerde ise en fazla etkiyi yine Potentilla recta ve Thymus
sipyleus’un (ICs0:0.03 mg/ml) gosterdigi bunu Anthemis tinctoria’min (ICs0:0.06
mg/ml) izledigi bulunmustur. Siiperoksit radikalini siipiirtiicii etki agisindan
metanollii ekstrelerde ¢ok fazla etki gozlenmemis olup etilasetatl: ekstrelerde
en fazla etkiyi Allium rotundum (I1Cs0:0.11 mg/ml) gdstermis olup bunu Sedum
acre ve Thymus sipyleus (1C5:0.62 mg/ml; 0.63 mg/ml) izlemistir. Lipid
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peroksidasyonu inhibisyonu agisindan incelendiginde metanollii ekstrelerde
Thymus sipyleus (ICs50:0.38 mg/ml) ve etilasetath ekstrelerde Glaucium
grandiflorum var. grandiflorum (ICs0:0.34 mg/ml) en fazla etkiyi gostermistir.

Aragtirmamiz, Tirkiye'de yetisen bu bitki tiirlerinin antioksidan
etkinligine, bildigimiz kadariyla ilk kez bakilmasi nedeni ile orijinallik
tasimaktadir.

Anahtar  Sozciikler: Antioksidan aktivite, DPPH radikali, lipid
peroksidasyon, serbest radikal, siiperoksit anyonu.
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SUMMARY

Screening of Some Turkish Medicinal Plants for Antioxidant Activity

The purpose of this study is to screen the antioxidant effects of some plants
used for medical purposes in Turkey. It is well known that there are a great
many antioxidant substances against free radicals which are constituted
during exposure to various chemicals of exogen origin and after cellular
metabolism endogenously. There are also various herbal medicines and teas
used for this purpose, too. Certain herbal extracts are used in public for
treatment in Turkey. There are studies on antioxidant activities of some of
these plants, yet the number of studies is limited. In this research, a screening
study has been conducted in order to determine the antioxidant activities of
ethylacetate and methanol extracts of these plants, which are known to be
used by people.

In our research, the antioxidant activities of ethylacetate and methanol
extracts from 14 different plants of different families in a particular region
were studied. For this purpose, ICso values of the plants Allium rotundum
(Liliaceae), Anthemis tinctoria L., Centranthus longiflorus Stev. (Valerianaceae),
Digitalis lamarckii Ivan., Fumaria asepala Boiss. (Papaveraceae), Glaucium
grandiflorum Boiss.&Huet var. grandiflorum, Inula britannica L., Malabaila secacul
Banks&Sol, Phlomis armeniaca Willd., Potentilla recta L., Sedum acre L., Sideritis
galatica Bornm., Thymus sipyleus Boiss., and Zosima absinthifolia (Vent.) Link
were determined using the standard in vitro tests. These tests are DPPH
radical and superoxide radical scavenging effect and lipid peroxidation
methods. In conclusion, when compared to a-tocopherol, in DPPH radical
scavenging effect, among methanol extracts it was found that Potentilla recta
(IC50:0.014 mg/ml) showed the highest activity, Thymus sipyleus (ICs0:0.019
mg/ml) and Anthemis tinctoria (1Cs0:0.020 mg/ml) followed that; and among
ethylacetate extracts Potentilla recta and Thymus sipyleus (ICs0:0.03 mg/ml)
showed the highest activities, and Anthemis tinctoria (I1C5:0.06 mg/ml)
followed them. In superoxide radical scavenging effect, among methanol
extracts there wasn’t much effect observed, and among ethylacetate extracts
Allium rotundum (ICs0:0.11 mg/ml) showed the highest activity, and Sedum
acre and Thymus sipyleus (ICs0:0.62 mg/ml; 0.63 mg/ml) followed it. When
analysing in inhibition of lipid peroxidation among methanol extracts
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Thymus sipyleus (1C5:0.38 mg/ml) and among ethylacetate extracts Glaucium
grandiflorum var. grandiflorum (1Cs0:0.34 mg/ml) showed the highest activities.

Our study is original in that these plants are studied in terms of their
antioxidant activities for the first time to our knowledge.

Key words: Antioxidant activity, DPPH radical, free radical, lipid
peroxidation, superoxide anion.
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