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Sizma zeytinyaglar, Akdeniz diyetinde 6nemli bir yere sahiptir. Sizma zeytinyag: tiiketimi insan sagligi
tizerinde gesitli faydali etkilerle iligskilendirilmektedir. Bu faydali etkiler, doymamis yag asitleri ve fenolik
bilesikler bakimindan zengin kimyasal bilesimlerine atfedilebilir. Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye'nin farkli
bolgelerinden elde edilen 5 sizma zeytinyagi 6rneginin (Ayvalik, [zmir sofralik, Kilis yaglk, Tavsan yiiregi
ve Memecik) antioksidan ve hiicre koruyucu 6zelliklerini incelemektir. {1k olarak, farkli sizma zeytinyag1
Orneklerinin fenolik fraksiyonlari, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak %80 metanol kullanilarak ekstre
edilmistir. Farkli fenolik fraksiyonlarn toplam fenolik bilesikleri ve flavonoidleri belirlenmistir. Farkl
natiirel sizma zeytinyag: orneklerinin toplam fenolik ve flavonoid igeriginin belirlenmesi sirasiyla Folin
Ciocalteu ve aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemiyle yapilmistir. Daha sonra farkli sizma zeytinyagi
ekstrelerinin antioksidan ve sitoprotektif aktiviteleri degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite DPPH ve
ABTS antiradikal yontemleri ile degerlendirilmistir. Farkli sizma zeytinyagt orneklerinin glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST) ve siiperoksit dismutaz (SOD) iizerindeki etkileri
belirlenmistir. Ote yandan, sizma zeytinyagi érneklerinin diyabetik komplikasyonlarda rol oynayan bir
enzim olan aldoz rediiktaz iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. izmir Sofralik, Kilis yaglik ve Memecik
orneklerinin fenolik bilesik icerikleri sirasiyla; 180.12, 157.76 ve 122.04 mg GAE/g olarak belirlenmistir.
En yiiksek flavonoid bilesik igerikleri Kilis yaglik, Memecik ve Ayvalik 6rneklerinden elde edilmistir ve
bu degerler sirasiyla; 273.06, 244.93 ve 176.82 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. IC 5o degerleri sirasiyla;
0.82 ve 1.20 mg/mL olan Kilis yaglik ve Izmir sofraligin, DPPH radikalinin indirgenmesinde daha etkili
oldugu bulunmustur. ABTS radikalinin indirgenmesinde Memecik ve Kilis yaglik sirasiyla 0,38 ve 0,56
mg/mL ICso degerleri ile en iyi antiradikal aktiviteyi gdstermistir. Kilis yaglik, izmir sofralik, Memecik ve
Ayvalik ornekleri SOD aktivitesini sirastyla %52.29, %43.67, %27.87 ve %19.14 oraninda arttirirken
Tavsan yiiregi 6ziitiinde inhibisyon etki gostermistir. Tiim EVOQ'lar GPX aktivitesini inhibe etmis, Kilis
yaglik ve Izmir sofralik sirasiyla %49,58 ve %39,69 ile en yiiksek inhibisyon degerine ulastigi bulunmustur.
Tavsan yiiregi ve Memecik ornekleri sirastyla %34,61 ve %30,38 ile GST iizerinde en yiiksek inhibisyon
degerine sahiptir. Izmir sofralik, Kilis yaglik ve Memecik 6rneklerinin aldoz rediiktaz aktivitesi {izerine
inhibitor etkileri sirastyla %79,96, %82,60 ve %84,38 olarak belirlenmistir. Memecik, Tavsan yiiregi ve
Kilis yaglik ornekleri Vero hiicre hatlarini hidrojen peroksidin indiikledigi strese karsi sirastyla, %12,41,
%12,51, %20,78, %21,3 oranlarinda korudugu gosterilmistir.

Haziran 2023, 144 sayfa

Anhatar kelimeler : Sizma zeytinyagi, fenolik bilesikler, oksidatif stres, antioksidan enzimler,
hiicre koruyucu etkisi
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND CELL PROTECTIVE EFFECTS OF SOME EXTRA
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The extra virgin olive oils occupy an important place in the Mediterranean diet. The consumption of extra
virgin olive oils is associated with several beneficial effects on human health. These beneficial effects are
attributable to their chemical composition rich in unsaturated fatty acids and phenolic compounds. The aim
of this work is to study the antioxidant and cell protective properties of 5 extra virgin olive oil samples
(Ayvalik, Izmir sofralik, kilis yaglik, Tavsan yiiregi and Memecik) obtained from different regions of
Turkey. Initially the phenolic fractions of different extra virgin olive oil samples were extracted using 80%
methanol as extraction solvent. The total phenolic compounds and flavonoids of different phenolic fractions
were determined. The determination of the total phenolic and flavonoid content of the different extra virgin
olive oil samples was done by Folin Ciocalteu and the colorimetric method with aluminum chloride. Then
the antioxidant and cytoprotective activities of the different extra virgin olive oil extracts were evaluated.
The antioxidant activity was evaluated by DPPH and ABTS antiradical methods. The effects of the different
extra virgin olive oil samples on glutathione peroxidase (GPx), glutathione-s-transferase (GST) and
superoxide dismutase (SOD) were determined. On the other hand, the effects of the extra virgin olive oil
samples were evaluated on aldose reductase, an enzyme involved in the complications of diabetes. Izmir
Sofralik, kilis yaglik and Memecik samples showed the highest contents of total phenolic compounds with
180,12; 157,76 and 122,04 mg GAE/g respectively. Regarding the determination of total flavonoid
compounds, the samples kilis yaglik, Memecik and Ayvalik showed the highest contents with 273.06,
244.93 and 176.82 mg GAE/g respectively. With ICso values of 0.82 and 1.20 mg/mL Kilis yaglik and Izmir
sofralik were more efficient on the reduction of DPPH radical. On the reduction of ABTS radical Memecik
and Kilis yaglik showed the best antiradical activities with 1Csp values of 0.38 and 0.56 mg/mL respectively.
Kilis yaglk, izmir sofralik, Memecik and Ayvalik samples increased SOD activity by 52.29%, 43.67%,
27.87% and 19.14%, respectively, while Tavsan yiiregi showed inhibition effect. All EVOOs inhibited
GPX activity, Kilis oil and Izmir table samples showed the highest percentage of inhibition with 49.58%
and 39.69%, respectively. However, Tavsan yiiregi and Memecik samples had the highest percentage of
inhibition on GST with 34.61% and 30.38%, respectively. Izmir sofralik, Kilis yaglik and Memecik samples
had the best inhibition values on aldose reductase activity with 79.96%, 82.60% and 84.38%, respectively.
Memecik, Tavsan yiiregi and Kilis yaglik samples protected the Vero cells lines against hydrogen peroxide
induced stress with 12.41%, 12.51%, 20.78% and 21.3%, respectively.

June 2023, 144 pages
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SIMGELER DIiZINi

AICl3: Aliiminyum klortir

CO2 Karbondioksit

H202: Hidrojen peroksit

02: Oksidatif stres

mL : Mililitre

M: Molar

0: Gram

LOO® : Hidroperoksit

Nm: Nanometre

mM: Milimolar

uM: Mikromolar

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

% Yiizdelik oran

rpm: Dakidaki devir sayis1
Na2COs: Sodyum karbonat

Li2SO4 : Lityum stilfat

°C: Santigrad derece

Mg: Magnezyum

NaOH: Sodyum hidroksit

OH: Hidroksit

GSSG Oksitlenmis glutatyon
ONOO': Peroksinitrit

Kisaltmalar

AA Askorbik asit

ABTS: Asit 2,2°-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik)
ADP: Adenozin difosfat

AR Aldoz Rediiktaz

ARI: Aldoz Rediiktaz inhibitor
ATP: Adenosine Triphosphate
BSA: Sigir Serum Albumin

CAT: Katalaz

CDNB 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
DNA: Dezokziriboniileik

DPPH: 2.2-difenil 1-pikrilhidrazil
EcSOD: Hiicre i¢i Superoksit dismutaz
EGFR: Epidermal biliylime faktorii
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit
eNOS : Endotelyal nitrit oksit sentaz
GA: Gallik asit
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Diisiik yogunluklu lipit
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Metanol

Mitokondriyal DNA
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1. GIRIS

Mitokondriyal solunum zinciri basta olmak tizere, gidalarin sindirimi, alkol, ilag
metabolizmas1 ve yag molekiillerinin enerjiye dondstiiriillmesi gibi viicudumuzdaki
birgok dogal biyolojik siiregler sirasinda serbest radikaller olarak adlandirilan ¢esitli
zararl bilesikleri tiretmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak da adlandirilan bu
serbest radikaller hava kirliligi, radyasyon, UV, agir metaller ve pestisitler gibi bir¢ok
cevresel etmenden de kaynaklanabilir. ROS fizyolojik kosullar altinda firetildiginde,
viicuttaki homeostazin korunmasinda rol alabilir. Fizyolojik olarak, hiicreler arasinda
belirli sinyallerin iletilmesini saglamaktadirlar. ROS ayrica makrofajlar tarafindan
patojenik organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilarak viicudun savunma sisteminde de yer
alir. Bununla birlikte, biiylik miktarlarda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi hiicrelerde
oksidatif strese neden olmaktadir. ROS tarafindan indiiklenen oksidatif stres sonucunda,
proteinler, lipitler ve niikleik asitler (DNA, RNA) gibi Onemli biyolojik
makromolekiillerin bozulmasina yol agmaktadir. Bu biyolojik makromolekiillerin
yapilarinda meydana gelen bozulma kanser, diyabet ve noérodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer ve Parkinson) gibi c¢ok gesitli hastaliklarin ortaya g¢ikmasina katkida
bulunabilmektedir (Arnim vd. 2010, Wang vd. 2014, Chin-Chan vd. 2015, Singh vd.
2019).

Aerobik organizmalarda bulunan gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler,
organizmay1 oksidatif hasardan korumak tiizere gorev almaktadir. Fizyolojik kosullar
altinda enzimatik antioksidan sistem; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), peroksiredoksin ve glutatyon S-transferaz (GST) dahil
olmak iizere cesitli enzimler araciligiyla islev gormektedir. NADPH, GSH ve
tiyoredoksinler, hiicreleri ROS hasarina karsit korumak igin bu enzimlerle birlikte gérev
yapmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri arasinda glutatyon,
melatonin, C ve E vitaminleri, karotenoidler, fenolik bilesikler ve flavonoidler
bulunmaktadir (Zhou vd. 2014, Kiiciikgoncii vd. 2017). Baz1 antioksidanlar organizmalar
tarafindan normal fizyolojik siire¢ler sonucunda endojen olarak {iretilirken, digerleri gida

veya ilaclar yoluyla disardan alinmaktadir.



Antioksidan bilesikler agisindan zengin gidalar tiiketmek, oksidatif stresin neden oldugu
cesitli hastaliklarin 6nlenmesine veya tedavi edilmesine yardime1 olabilir. Bu antioksidan
molekiiller (C ve E vitaminleri, polifenoller, karotenoidler ve flavonoidler vb.) genellikle
sebzeler, yumrular, tahillar, meyveler ve bitkisel yaglar gibi gidalarda bulunmaktadir.
Son yillarda, dogal antioksidan bilesikler, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde diisiik

yan etkileri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir (Pizzino vd. 2017, Liu vd. 2018).

S1zma zeytinyagi, besleyici ve duyusal 6zellikleri sayesinde Akdeniz diyetinin 6nemli bir
bilesenini olusturmaktadir. Sizma zeytinyagi tiiketen Akdeniz toplumlarinda
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanserlerin prevalansinin diisiikk oldugu bildirilmistir
(Tripoli vd. 2005, Cicerale vd. 2010). Sizma zeytinyaginda bulunan fenolik bilesikler
(tirozol, hidroksitirozol), 6zellikle sekoiridoidler, ¢esitli klinik caligmalarla desteklenen
insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle 6zellikle ilgi ¢eken kiicilik bilesiklerdir
(Francisco vd. 2019). Sizma zeytinyag, tekli doymamis yag asitleri (oleik asit) ve coklu
doymamig yag asitleri (linoleik ve linolenik asitler) igerigi ile diger yaglardan
ayrilmaktadir (Ghanbari Shendi vd. 2018). Sizma zeytinyag: yiiksek oranda yag asitleri
(%98-99) ve diisiik miktarda fenolik bilesikler, fitosteroller, tokoferoller ve skualen
icermektedir. Bu kiigiik bilesenler, 6zellikle hidroksitirosol (HT), oleuropein (OLE),
oleokantal (OLC) ve lignanlar, insan sagligi i¢in énemli bir rol oynamaktadir (Romani
vd. 2019).

Sizma zeytinyaginin igerdigi fenolik bilesikler anti-enflamatuar, antiproliferatif,
antioksidan ve antimikrobiyal ozelliklere sahiptir (Saija ve Accella 2001; Yazihan vd.
2020). Zeytinyag1 hidroksitirozol ve oleuropein, yiiksek antioksidan kapasiteleri ve metal
selatlama ve serbest radikal siipiirme aktiviteleri ile bilinmektedir. Hidroksitirozol,
serbest radikalleri temizleme ve molekiil i¢i hidrojen bagi ile oksijen radikallerini
stabilize etme potansiyeli nedeniyle yiiksek antioksidan aktivite saglayan orto-difenolik

bir grup igeren bir molekiildiir (Romani vd. 2019).

Tiirkiye, Ispanya ve Italya'dan sonra diinyanm {iciincii biiyiik zeytinyag: iireticisidir
(Oztiirk vd. 2021). Tiirkiye'de yaklasik 119 cesit zeytin iiretilmektedir (Efe vd. 2013).

Zeytinyagi cesitleri kimyasal bilesenleri ve aromalari agisindan farklilik gostermektedir.



Bu farkliliklar temel olarak iklim kosullari, yagis, ekstraksiyon yontemi ve toprak tiirii
gibi ¢esitli parametrelerden etkilenmektedir (Ingelese vd. 2011, Deiana vd. 2018, Fentes
vd. 2019). Zeytinyagmin kimyasal bilesimini, depolama siiresini de etkilemektedir
(Ghanbari shendi vd. 2018). Zeytinyaglarinin kimyasal bilesimini, 6zellikle de fenolik
bilesiklerin, yag asitlerinin ve sterollerin igerigini etkileyen bu faktorler, biyolojik
ozelliklerini de etkilemektedir. Tiirkiye'de bircok zeytin ve zeytinyagi ¢esidi olmasina
karsin, zeytinyaglarin biyolojik 6zellikleri iizerine ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bu nedenle Tiirkiye’de iiretilen farkli zeytin gesitlerden elde edilen sizma zeytinyagi
orneklerinin fenolik bilesenlerini ve biyolojik aktivitelerinin belirlemesi biiyiik dnem

tagimaktadir.

Yukarida sozii edilen bilgiler 1s181nda gergeklestirilen mevcut tez caligmasi kapsaminda,
Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde iiretilen bes cesit sizma zeytinyaginin (Ayvalik, Izmir
sofralik, Tavsan yiiregi, Kilis yaglik ve Memecik) antioksidan aktiviteleri ve hiicre
koruma potansiyellerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismada 6ncelikle bes tip sizma
zeytinyaginin fenolik fraksiyonlari, metanoliin farkli konsantrasyonlari ile ekstre edilip
uygun metanolik ekstre ile devam edilmesi amaglanmistir. Elde edilen fenolik
fraksiyonlarin toplam fenolik ve flavonoid igerigi analiz edilerek buna gore calisma plani
yapilmast hedeflenmistir. Radikal siipiirme aktivitelerinin arastirilmasi i¢in sizma
zeytinyagi orneklerinin DPPH ve ABTS sonuglarina bakilacak, antioksidan savunma
sisteminde ve bir¢ok patolojinin gelisiminde veya tedavisinde rol oynayan glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimlerinin  aktiviteleri {izerindeki sizma zeytinyagi Orneklerinin etkileri
incelenecektir. Ayrica, diyabetik komplikasyonlarda glikoz molekiillerinin sorbitole
dontisiimiinii katalize eden aldoz rediiktaz (AR) enziminin aktivitesi lizerindeki etkileri
ile birlikte, sizma zeytinyagindan elde edilen fenolik fraksiyonlarin normal bobrek epitel

hiicre hatlar1 (Vero) tizerindeki koruyucu etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Oksidatif stres

Fizyolojik kosullar altinda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile antioksidan
savunma sistemleri arasinda bir denge vardir. Ancak bu dengeyi bozabilecek ve hiicrenin
ROS'unun artmasina neden olabilecek bir¢ok neden vardir. Bu siirece "oksidatif stres"
denir. Oksidatif stres, pro-oksidan / antioksidan sistem arasindaki hiicresel
homeostazdaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu dengesizlik,
antioksidan sistemin zayiflamasina veya bozulmasina yol acan metabolik strese neden
olmaktadir. Metabolik stres, ROS'ta bir artis ve antioksidanlarda, katalaz ve siiperoksit
dismutaz gibi bazi antioksidan enzimlerde ve bazi metabolik yollarda azalma ile
karakterize edilir (Sekil 2.1). Bu nedenle meydana gelen metabolik dengesizlik, ¢esitli
patolojilerin ortaya ¢ikma riskini artirmaktadir. Oksidatif stresin, kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve belirli norodejeneratif veya yasa bagli hastaliklar gibi
birgok hastaligin etiyolojisinde rol oynadigina inanilmaktadir. Bu hastaliklar, serbest
radikallerin hiicresel isleyiste onemli bir rol oynayan bazi makromolekiillere verdigi
biiyiik hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stresin iletkenleri, reaktif
oksijen tiirleridir. Reaktif oksijen tiirleri, endojen veya ekzojen kaynaklardan
kaynaklanabilir. Endojen kaynaklar, mitokondriyal solunum zincirinde ROS olusumunu
icerir. Ekzojen kaynaklara gelince, bunlar 6zellikle radyasyonlar, kimyasal maddeler ve

UV igimlandir.
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Sekil 2.1 ROS iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasindaki denge (Zhao vd. 2017).

2.2 Reaktif oksijen tiirleri

Aerobik Okaryotik organizmalarda, hayatta kalabilmeleri i¢in oksijen tiretimi gereklidir.
Bu oksijen iiretimi, enerji durumunda, mitokondri zarinin i¢gende gergeklesir. Bununla
birlikte, bu enerji iiretim mekanizmasi, hiicrenin normal isleyisini de engelleyebilecek
serbest radikallerin olusumu ile baglantilidir. Reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan
serbest radikaller, hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyon (O2’), hidroksil radikal
(OH), Peroksinitrit (ONOO") ve nitrik oksittir.

Cizelge 2.1 Hiicre i¢i bazi temel reaktif oksijen tiirleri (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit radikali (O2° ) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikali (OH") Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikali (RO2®) Ozon, (0s)

Alkoksil radikali (RO¢) Singlet oksijen (O2)
Hidroperoksil radikali (HOz2 ¢) Peroksinitrit (ONOO-)




2.2.1 Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari

Reaktif oksijen tiirleri genellikle hava kirlilik, sigara dumani gibi dis (ekzojen) etkenlerin
etkisiyle veya antioksidan mekanizmalar baskilanirsa hiicre i¢i metabolizmanin bir
sonucu olarak i¢sel (endojen) olarak iiretilmektedir (Sekil 2.2). Reaktif oksijen tiirlerinin
asir1 liretimi, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kanser ve diyabet

gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Ekzojen - Endojen

- Sigara - Mitokondryal elektron
-isinlar tagima zinciri

-uv -Endoplazmik retikGlum
-Agir metaller -Peroksizom

-Ozon -Zara bagh NADPH oksidaz
-Hava kirliligi ~Cift oksidaz
| -lipooksidaz
siklooksidaz
ROOH H,0:
AZ RO 'ROO
'OH COK
l SAVUNMA SISI'WI ¢
PATOLOJILER ‘
Kalp-damar Kanser Diyabet Norodejeratif
hastaliklan hastahikian

Sekil 2.2 Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar1 ve insan viicudu iizerindeki etkilerinin
sematik gosterimi (Sharifi-Rad vd. 2020).

2.2.1.1 Endojen kaynaklar

Yukarida belirtildigi gibi, reaktif oksijen tiirleri endojen veya eksojen kaynaklardan
gelebilir. Mitokondri, endojen ROS olusumuna katkida bulunan baslica unsurdur.
Mitokondri tarafindan tiiketilen Oz'nin yaklasik %]1'inin Oz liretmek i¢in kullanildigi
tahmin edilmektedir. O2'nin O2'ye indirgenmesi mitokondrinin i¢ membraninda bulunan

elektron tasima zincirinde gergeklesir (Starkov vd. 2004; Sabharwal ve Schumacker



2014). Reaktif oksijen tiirleri bagisiklik savunma siireci sirasinda da {iretilebilir. Bu
stirecte, patojenik maddeler veya bazi patojenik bakteriler, NADPH-oksidaz gibi
enzimlerin aktivitesi yoluyla ROS iireten nétrofiller tarafindan ortadan kaldirilir.
NADPH-oksidaz enzim sisteminin aktivasyonu reaktif oksijen formlarmin iiretimiyle
sonuglanir. Krebs dongiisiiniin 6nemli bir enzimi olan a-ketoglutarat dehidrojenaz (a-
KGDH) da ROS iiretebilir (Vera adam-vizi 2005).

Bu durum o6zellikle kompleks I'in inhibisyonu ig¢in gecerlidir ve kompleks I aktitken
tiretilen oksidatif stres olusumunu 6nleyebilir. Endojen ROS iiretimi ayrica endoplazmik
retikulum, peroksizom, membrana bagli NADPH oksidaz (NOX) izoformlar1 1-5, ¢ift
oksidaz (Duox) kompleksleri 1 ve 2 ve nitrik oksit sentaz (NOS1-3) izoformlar1 1-5'te de
meydana gelebilir (Sharifi-Rad vd. 2020).

2.2.1.2 Ekzojen Kaynaklar

Ekzojen ROS kaynaklar ¢evresel tetikleyicileri igerir. Sigara dumani, UV radyasyonu,
agir metaller, toksinler, pestisitler veya insektisitlere maruz kalmak, hiicrelerde artan
ROS iiretimini tegvik ederek oksidatif strese neden olmaktadir (Mahajan vd. 2018; Oke
vd. 2019). Ultraviyole radyasyon (UVA) riboflavin, porfirinler ve NADPH-oksidazi
aktive ederek oksidatif reaksiyonlara neden olur ve bunun ana sonucu 8-okso-guanin
tretimidir, dolayistyla DNA ve RNA molekiillerini etkilemektedir. UV maruziyeti ayrica
hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerinde diisiise yol agarak glutatyon antioksidan
enzimlerinin aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (Marchitti vd. 2011). Ancak,
maruziyet durdurulduktan sonra normale déniis gdzlenir. Iyonlastirici radyasyon, ikincil
oksidatif aktiviteye sahip redoks reaksiyonlar1 yoluyla Fe ve Cu metal iyonlariyla
hiicresel diizeyde reaksiyona girebilmektedir (Spitz ve Hauer-jensen 2014).
Fibroblastlarin alfa partikiillerine maruz birakilmasinin hiicre i¢i oksijeni artirdig1 ve bu
seviyede peroksit iiretimini hizlandirdig1 gosterilmistir. Demir, nikel, bakir ve kursun gibi
agir metaller Fenton ve Haber-Weiss tipi reaksiyonlarda serbest radikaller iiretir. Bu
metaller ayrica benzer etkilere sahip hiicresel bilesiklerle reaksiyona girerek tiyol

radikalleri de tiretebilmektedir.



2.3 Reaktif oksijen tiirlerinin biyokimyasi ve 6zellikleri

Giliniimiizde reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan serbest radikallerin varligina dair
kanitlar 20. yiizyilin baslarina kadar elde edilmemistir (Meo ve Paola 2020). Serbest
radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren ve genellikle

dikkate deger reaktivite sergileyen kimyasal tiirlerdir (atomlar, molekiiller veya iyonlar).

2.3.1 Siiperoksit anyonu (O2 ¢-)

Stiperoksit anyonu, oksidatif stres olusumunda en ¢ok rol oynayan reaktif oksijen
tirlerinden biridir. Siiperoksit anyonu esas olarak mitokondrinin i¢ membranindaki
elektron tasima zincirinde tretilmektedir. Siiperoksit anyonunun olusumunda rol alan
kompleksler baslica kompleks I ve kompleks III'tiir. Siiperoksit anyonu endoplazmik
retikulumda ve nadiren ksantin oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz ve
aldehit oksidaz gibi diger enzimler tarafindan da iretilebilmektedir (Halliwell 2006).
Halliwell ve Gutteridge (2015) de siiperoksit anyonunun ndrotransmitterler, tiyoller veya
indirgenmis koenzimler gibi ¢esitli biyolojik bilesikler tarafindan iiretilebilecegini
bildirmistir. Siiperoksit anyon iiretimi doku iskemisi durumunda goézlenir, bu durumda
ubikinon elektronlar1 artik sitokromlar tarafindan desteklenmez ve O2'nin Oz 'ye
indirgenmesine yol a¢maktadir. ATP'ye bagli pompanin islevsizligi hiicre i¢i
hiperkalsemiye neden olur ve bu da bir proteaz araciligiyla ksantin oksidazin
aktivasyonuna yol agarak 6nemli Glgiide siiperoksit anyon iiretimine sebep olmaktadir

(Olivier 2016).

2.3.2 Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksitin ¢ogu siiperoksit anyonunun indirgenmesi sirasinda olusur. Bu
indirgenme, siliperoksit dismutaz (SOD) adi verilen bir enzimin etkisiyle siiperoksit
anyonunun par¢alanmasiyla sonuglanir. Hidrojen peroksit ayni1 zamanda bielektronik bir

indirgemeden de kaynaklanabilir ve peroksizomda ve monoamin oksidaz yoluyla



mitokondrinin dig zarinda bulunan oksidazlar gibi enzimlerin aktivitesinden

kaynaklanabilir (Cadenas ve Davies 2000).

Hidrojen peroksit, oksijenin radikal olmayan reaktif tiirlerinden biridir. Siiperoksit
anyonuna kiyasla zayif reaktiftir. Hidrojen peroksit, metaller, demir iyonu ve hidroksil
radikali varliginda fenton reaksiyonu ile olusumuna izin veren membranlar, 6zellikle
mitokondriyal membranlar boyunca ¢ok iyi bir difiizyona sahiptir ((Nordberg ve Arnér
2001, Alix Poinso. 2016). Peroksizomda bulunan bir enzim olan ksantin oksidaz,
sliperoksit anyonunun iiretiminde rol oynar ( Ohara vd. 1993, Kooij 1994). Siiperoksit
anyonunun (O2") hidrojen peroksite doniisiimii protonlarin varliginda siiperoksit dismutaz

(SOD) tarafindan gergeklestirilmektedir.

2.3.3 Hidroksil radikali

Hidroksil radikali ("OH), genellikle hidrojen peroksitin (HOOH) fotolizi sirasinda olusan
bir oksidandir. Bu yiiksek reaktif bilesigin birikimi, genel olarak viicutta ve ozellikle
hiicrelerde oksidatif stresin artmasina katkida bulunmaktadir. Hidroksil radikallerinin
olusumu, kardiyovaskiiler sistemin gegici iskemik tedavisi sirasinda perflizyonla da
indiiklenebilir (Wu vd. 1996). Hidroksil radikallerinin olusumu miyokardiyal hipoksi
sirasinda da meydana gelebilir. Hidroksil radikali en reaktif serbest radikaldir, son derece
kisa bir yasam siiresine sahiptir ve yalnizca olustugu ortamda biyolojik hasara neden
olmaktadir (Poinso 2016). Hidroksil radikali iiretiminin ana yollart Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar, Fe(Il) veya Cu(l), Co(II), Ti(III) veya Cr(V) gibi

metallerin varliginda hidrojen peroksitin ayrismasindan kaynaklanmaktadir.

Hidroxylinin olusumun sirasinda gerceklestirelen reaksiyonlar asagidaki gibidir:

Fe (111) + O2* — Fe?* + Oz
Fe?* + H202 — OH® + OH + Fe (I11)
Reaksiyonun sonucu:

02 + H2O2 — «OH + OH + O2



2.4 Oksidatif stresin biyolejik makromolekiiller iizerine etkileri

Hiicre membrani lipidleri, proteinleri ve DNA'sinda oksidatif hasarin stirekli olarak
meydana geldigine dair 6nemli deneysel kanitlar bulunmaktadir. Oksidatif strese bagl
olarak hiicresel homeostazdaki bozulmalar proteinler, lipidler ve niikleik asitler (DNA ve
RNA) gibi makromolekiillerin oksidasyonuna yol agmaktadir. Bu da yapilarinda,
aktivitelerinde veya fiziksel 6zelliklerinde degisiklige neden olmaktadir. Oksidatif stresin
biyolojik olarak aktif bu makromolekiiller lizerinde neden oldugu degisiklikler ¢esitli
hastaliklara yol agabilmeketedir. Niikleer ve mitokondriyal DNA'da, 8-OHdG veya 8-
okso-7,8 dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oksodG) serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif hasarin baskin formlarindan biridir. Bu oksidatif hasar bigimleri, tip 2 diyabet
gibi bazi hastaliklarda oksidatif stresin varligmi kanitlamak igin yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tabak vd. 2011).
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Sekil 2.3 Makromolekiillerin oksidasyonuna yol agan mekanizma (Favier 2003)

2.4.1 Niikleik asitlerin iizerindeki etkiler

Niikleik asitler, protein sentezinin gerceklestigi yap: taslaridir. DNA 6nce mRNA'ya

kopyalanir, bu da proteinleri olusturan amino asitlere ¢evrilmektedir. DNA, hiicrenin
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proteinlerini siirekli sentezlemesini saglar ve replikasyonu, genetik bilginin nesilden

nesile aktarilmasini saglamaktdir.

2.4.1.1 RNA iizerindeki etkiler

RNA, genetik bilginin terciime edilmesinde ve proteinlerin biyosentezinde 6nemli bir rol
oynar. Bir hiicrede RNA, DNA'dan daha fazladir ve hiicredeki toplam niikleik asidin
%80-90'm1 olusturur. Calismalar bu molekiiliin oksidatif strese en ¢ok maruz kalan
biyolojik molekiillerden biri oldugunu gostermistir (Liu vd. 2012, Kong ve Lin 2010).
Tek sarmallt bir molekiil olan RNA molekiild, ¢ift sarmalli bir molekiil olan DNA
molekiiliine kryasla oksidatif strese karsi daha savunmasiz gériinmektedir. Ornegin,
DNA'nin iki ipliginin niikleotid bazlar1 birbirini tamamlar, bazlar hidrojen baglariyla
korunur ve yapilart nispeten kararhidir ve bozulmaya dayanikli olurken (Vologodskii
2016), oysa RNA genellikle tek iplikli ve yapisal olarak kararsizdir (Sankaran 2016).
Escherichia coli'de yapilan bir ¢alisma, RNA'da H202'nin neden oldugu 8-0kso-G
iceriginin ylikselmesinin, DNA'daki 8-hidroksideoksiguanozin (8-okso-dG)'den daha
yiiksek oldugunu gostermistir. RNA molekiiliinin DNA molekiiliinden daha fazla
oksidatif strese maruz kalmasinin nedenlerinden biri sitoplazmada yer almasidir. Hiicre
i¢i ortamda ROS ve RNS'deki artis, hiicre i¢i 8-hidroksiguanozinde (8-OHG) bir artisa
yol agmaktadir. RNA molekiiliiniin DNA molekiiliinden daha fazla oksidatif strese maruz
kalmasinin nedenlerinden biri sitoplazmada yer almasidir. RNA molekiiliiniin bu hiicre
ici konumu, onu ultraviyole 1sinlarina, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve reaktif nitrojen
tiirlerine (RNS) kars1 daha savunmasiz hale getirmektedir (sekil 2.5). Hiicre i¢i ortamda
ROS ve RNS'deki artis, hiicre i¢i 8-hidroksiguanozinde (8-OHG) bir artisa yol agar. 8-
hidroksiguanozindeki bu artig, yliksek reaktif hidroksil radikalleri tarafindan RNA

molekiillerindeki guanozinin oksidasyonundan kaynaklanmaktadir.

Poliniikleotid fosforilaz (PNPas), 8-hidroksiguanozin seviyesinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir rol oynmaktadir. Bdylece bu enzim, hasarli RNA'yi, bu durumda 8-
hidroksiguanozinler iceren RNA ipliklerini parcalayabilir. Bu mekanizma aniden hiicre
ici ortamdaki 8-OHG seviyesinin diismesine katkida bulunur ve hiicrenin Omriinii

uzatmaktadir (Liu vd. 2012, Li vd. 2020). PNPase enziminin inaktivasyonundan sonra
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hasarlit RNA igeriginin arttig1 ve hiicre canliliginin azaldig: bildirilmistir (Wu ve Li 2008).
Poliniikleotid fosforilazin yani sira insan y-box baglayici protein 1 (Yb-1) ve heterojen
niikleer riboniikleoprotein (hnRNP) gibi proteinler de hiicredeki hasarli RNA miktarinin

azalmasina katkida bulunmaktadir (Maughan ve Shuman 2015).

RNA'ya oksidatif hasar, kanser, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar (Parkinson
hastaligi, Alzheimer) ve ateroskleroz gibi patolojilerde rol oynamaktadir. RNA
oksidasyonu, bir¢ok noérodejeneratif hastaligin bir belirtecinin yami sira, hastaligin
alevlenmesine yol acabilen artan oksidatif stresin bir gostergesidir. Bununla birlikte, bu
hastaliklarda oksidatif RNA hasarinin  molekiiller mekanizmasi kesfedilmeyi
beklemektedir, okside RNA ile hastalik patojenitesi arasindaki dogrudan nedensel iligki
belirsizdir (Simms ve Zaher 2016).
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Sekil 2.4 Oksidatif stresin RNA molekiilii tizerindeki olustrulan hasart (Li vd. 2020).

UV: 1silar, RNS: reaktif nitrojen tiirleri, ROS: reaktif oksijen tiirleri. Hiicre i¢i ROS'un artmasi, RNA'da
oksidatif hasara yol agar, bu da hiicre i¢i 8-hidroksiguanozinde (8-OHG) bir artisa yol agar, ¢iinkii
RNA'daki RNA'daki guanozin, bir C8 olusturmak iizere yliksek oranda reaktif hidroksil radikalleri
tarafindan oksitlenebildigi i¢in -OH eklenti radikali olugsmaktadir. hPNPaz, hasarli RNA'y1 bozabilir ve 8-
OHG igerigini azaltabilir, béylece RNA hasarimi azaltir. Yb-1, hasarli RNA'y1 susturarak RNA hasarini

hafifletir. RNA molekiilleri mavi gizgilerle gosterilmistir. kirmizi X, hasarli RNA'y1 temsil eder..
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2.4.1.2 DNA iizerindeki etkiler

DNA hasari, hiicrelerdeki DNA molekiiliinde fiziksel veya kimyasal bir degisiklige neden
olmaktadir. DNA, kimyasallar, radyasyon, serbest radikaller ve topolojik degisiklikler
dahil olmak iizere ¢esitli digsal ve i¢ kaynakli saldirilardan zarar gorebilir ve her biri farkl
hasar bicimlerine neden olabilir (Curtin 2012). Endojen veya eksojen ajanlarin neden
oldugu bu fiziksel veya kimyasal modifikasyon, genetik bilginin iletimini etkileyebilir
(Srinivas vd. 2019). DNA molekiilli, oksijenle reaktif tiirlerin ana hedefidir. Oksijen
reaktif tiirlerin neden oldugu oksidatif stres, DNA molekiiliinde mutasyonlara neden
olmaktadir. Meydana gelen bu mutasyonlar, kanser, Alzheimer hastaligi, kalp damar
hastaliklar1 gibi bircok hastaliga neden olmaktadir. Hidroksil radikalinin kanser
hiicrelerinde birikmesi DNA molekiiliine zarar vermektetir. Calismalar, mitokondriyal
DNA'nin oksidatif strese niikleer DNA'dan daha duyarli oldugunu gostermistir. mtDNA
ROT’larin meydana getirdigi hasarlara karst nDNA’dan 2-3 kat daha duyarlidir (Wei ve
Lee 1998, Sawyer ve Houten 1999). Bu durum, dkaryotlarda oksidatif stresin en yogun
oldugu organel mitokondri oldugundan kaynaklanmaktadir. Oyleyse mitokondriyal DNA

surekli oksidatif strese maruz kalmaktadir.

Oksidatif stresin DNA molekiilii lizerinde yarattig1 modifikasyonlar esas olarak en reaktif
ROS'lardan biri olan hidroksil radikalinden kaynaklanmaktadir. DNA molekiiliini
etkileyen bes tip hasar, hiicrede OH radikalinin asir1 iretiminden kaynaklanabilir. Bunlar
arasinda oksitlenmis bazlar, abazik siteler, zincir ici eklentiler, zincir kiriklart ve DNA-
protein kopriileri bulunmaktadir (Cadet vd. 2002). DNA molekiiliinii olusturan azotlu
bazlar, serbest radikallerin olusturdugu hasara kars1 hassastir. Guanin 6zellikle en hassas
olanidir. Boylece bu azotlu bazlarin oksidasyonu, 8 okso adenin, formimido urasil, 5
hidroksi sitozin, 5 hidroksi metil urasil, timin diol ve oksazolon gibi aniden modifiye
edilmis bazlar olusturan ¢ok sayida bazin modifikasyonuna neden olmaktadir (Favier
2003). Serbest radikallerin saldiris1, agagidaki sekilde gosterildigi gibi DNA molekiiliinde

baska dogrudan veya dolayl hasarlara da sebep olmaktadir.
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Sekil 2.5 Serbest radikal saldirisi ile olusan DNA lezyonlar1 (Favier 2003).

2.4.2 Zar lipitlerinin iizerindeki etkiler

Oksijen reaktif tiirlerin lipid membranlarda birikmesi, peroksit miktarinda bir artisa yol
agmaktadir: buna lipit peroksidasyonu denir. Lipidlerde hidrojen siiperoksit birikiminin
neden oldugu lipid peroksidasyonu, hiicre liimiine yol acabilir. Bu, belirli enzimlerin,
ozellikle glutatyon peroksidazin etkisiz hale getirildigi ve artik hidrojen peroksidi H.0
veya O:'ye doniistirmeyi basaramadigi durumlarda gozlemlenebilir. Membran
lipidlerinin peroksidasyonu, lipit ¢ift katmanlarmin fiziksel 6zelliklerini degistirebilir,
boylece lipit-lipit etkilesimlerinde, membran ge¢irgenliginde, iyonik gradyan ve
membran akigkanliginda bir degisiklige yol agmaktadir (Mario 2016). Lipitlerin asiri
oksidasyonu, hiicre zarlarinin fiziksel 6zelliklerini degistirir ve proteinlerin ve niikleik
asitlerin kovalent modifikasyonuna ugrayabilir. Aslinda, membran lipidlerinde yapilan
bir degisiklik, genlerin diizenlenmesi ve ekspresyonunda yer alan sinyalleri dolayli olarak

etkiler ve aniden DNA ve RNA molekiillerinde mutasyonlara yol agmaktadir.

Reaktif oksijen tiirleri esas olarak membran lipoproteinlerine ve fosfolipidlere
saldirmaktadir. Lipidlerin veya lipoproteinlerin oksidasyonu siklikla LDL olusumuna yol

acar ve bu da okside olabilir ve aterosklerotik plaklarm olusumuna neden olabilir. Ote

14



yandan, zar fosfolipidlerinin oksidasyonu, hiicre zarlarinin akigkanligint degistirir ve

reseptorlerin yani sira zar tastyicilarinin isleyisini bozmaktadir (Favier 2003).

Doymamis yag asidi molekiilleri ile yiiksek reaktivitesi ile bilinen hidroksil radikali, lipid
peroksidasyonuna yol agan bir zincir reaksiyonuna sebep olmaktadir. Bu reaksiyon

zinciri, baglatma, yayilma ve sonlandirma igermektedir (Sekil 2.6).

Baslatma reaksiyonu, bir alkil radikalinin olusumuna yol acan iki ¢ift bag arasinda
bulunan karbon {izerindeki yag asidinden bir hidrojen atomunun c¢ikarilmasiyla
baslamaktadir. Bu durum, serbest radikallerin redoks potansiyeli ¢coklu doymamis yag
asitlerinden (PUFA'lar) daha yiiksek oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Hidroksil (*OH)
veya hidroperoksi (LOO® ) radikalleri, goklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu

baslatmaktadir.

Yayllma adimi, baslatma sirasinda olusan alkil radikalinin bir peroksil radikaline
doniistiiriilmesine karsilik gelmektedir. Bu déniisiim, alkil radikalinin 30; ile

reaksiyonundan kaynaklanmaktadir.

Sonlandirma asamasinda, alkil ve peroksil radikallerinin olusum hizi maksimuma
ulagsmistir. Bu asamada lipid radikallerinin kombinasyonu radikal olmayan iiriinlerin

(LOOL, LL) olugsmasina neden olmaktadir.
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Sekil 2.6 Lipid oksidasyon mekanizmasi (Cillard ve Cillard 2006)

2.4.3 Proteinlerin uizerindeki etkiler

Proteinler hiicrelerin hayatinda ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar. Hiicrelerin isleyisinde
islev goren ¢ogu enzimlerin alt yapist proteinlerdir. Proteinler, ¢cok hassas olan veya
serbest radikallerin neden oldugu hasara maruz kalan makromolekiillerdir. Karsilasilan
hasar 6zellikle siilthidril (SH) gruplari igeren proteinlerde siktir. Oksidatif stres, protein
zincirlerinin yapisinda degisikliklere yol acarak ¢ogu zaman islevlerini kaybetmelerine
neden olabilir. En ¢ok etkilenen bilesenler, polipeptit zincirleri ve ayrica onlar1 olusturan
baz1 amino asitlerdir. Fizyolojik kosullar altinda, ROS'un ana hedefleri kiikiirt amino
asitleri (sistein, metionin) (Brot ve Weissbach 2000, Finkel 2000), bazik amino asitler
(arginin, lisin) (Stadtman, 1993) ve amino asitler aromatiklerdir (fenilalanin, tirozin,
triptofan) (Armstrong ve Swallow 1969, Huggins vd. 1993). Oksidatif stres sirasinda
tiretilen serbest radikaller, polipeptidin modifikasyonuna neden olur ve karbonil
proteinleri vermektedir. Proteinlerin bu karbonilasyonu, peptit baginin karbonu tizerinde

bir hidrojen atomunun yirtilmasiyla ger¢eklesmektedir. Lizin, histidin, arginin gibi

16



polipeptit zincirini olusturan bazi amino asitlerin deaminasyonu da karbonil gruplarinin

olusumuna yol agabilmektedir (Stadtman 1991).

ROS'lar, protein sentezinin basladigi mekanizma olan transkripsiyon dahil olmak tizere
farkli mekanizmalar yoluyla protein fonksiyonlari degistirebilir. Transkripsiyon
diizeyinde yapilan bu modifikasyon, sentezlenen proteinlerin fonksiyon ve stabilitesini

etkiler (Sekil 2.7).

ROS, oksidasyonu (SOx) aktiviteyi engelleyebilen sistein (SH) kalintilarina sahip
niikleer faktor-xB (NF-xB), AP-1, HIF-1a ve p53 gibi bir¢ok transkripsiyon faktorii
tizerinde etkilidir. Oksidatif strese en duyarli amino asitler olan sistein, tirozin Ve
metioninin oksidasyonu, TRX, RAS ve Akt proteinlerinin dogrudan modifikasyonuna yol
agcmaktadir. Ros ayrica ASK1-TRX, JINK-GST, P53-JNK ve Nrf2-keap1 gibi etkilesimli

protein kompleksinin ayrismasina da neden olmaktadir ( Thomas-schoemann 2012).

Transkripsyon

Protein fonksyonu

Stabilite
e
- ROS 7

—_—i
0z proteazom

V-
26 proteazomy bozulmasi

Sekil 2.7 ROS tarafindan protein fonksiyonlarinin diizenlenmesi (Trachootam vd. 2009)
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2.5 Oksidatif stresle baglantih patolojiler

Oksidatif stres bir¢cok hastaligin nedeni olabilir. Oksidatif stres bu nedenle kanser,
diyabet, Parkinson hastalifi ve Alzheimer hastaligi ve ateroskleroz gibi hastaliklarin
olusumunda rol oynayabilir. Bu hastaliklar ¢ogunlukla pro/antioksidan dengesinin bozuk

oldugu yaslilarda goriilmektedir.

2.5.1 Ateroskleroz

Oksidatif stres, ateroskleroz patogenezinde iyi bilinen bir bilesendir. Reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 tiretimi, dislipidemi, diyabet ve arteriyel hipertansiyon gibi aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olan bir risk faktoridiir (Forster vd.
2017) Ateroskleroz, intimanin kalinlasmasina neden olan yag asitlerinin birikmesinden
kaynaklanan bir hastaliktir. Bu lipid birikintileri, diistik dansiteli lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonu veya iltihaplanma nedeniyledir. Modifiye edilmis lipoprotein partikiilleri,
endotelyal hiicrelerde hiicre adhezyon molekiillerinin (vaskiiler hiicre adezyon
molekiilleri-1 [VCAM-1], P ve E-selektinler gibi) ekspresyonunu artirarak, endotelyal
hiicrelerde 16kositlerin (esas olarak monositler ve T hiicreleri) toplanmasini
saglamaktadir. Monosit kemoatraktan proteinler (MCP-1), eotaksin ve interferon (INF)-
y gibi kemoatraktan proteinlerin etkilesimi ile bu inflamatuar hiicreler intimaya go¢
etmektedir. Kopiik hiicreleriyle birlikte intimaya go¢ eden T hiicreleri ve mast hiicreleri,
inflamasyonu ve ROS olusumunu destekleyen cesitli sitokinler salgilasamaktadir. Bu
hiicreler tarafindan ROS ile birlikte salinan biiyiime faktorleri, aterosklerotik plak
gelisimine yol agan diiz kas hiicre gogiinii ve kollajen birikimini uyarmaktadir (Kattoor

vd. 2017).

NADPH Oksidaz, NADPH, ksantin oksidaz ve endotelyal nitrik oksit sentaz gibi
enzimlerin artan aktivitesi, damar duvarinda siiperoksit anyonunun asir1 liretimine sebep
olmaktadir (Poznyak vd. 2020). Bu anyon, reaktif oksijen tiirlerinin en tehlikeli elementi
olarak kabul edilir. Endotel duvarlarinda siiperoksit anyon birikimi, aterosklerotik

plaklarin olusumuna yol agmaktadir.
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Endotel duvarindaki nitrik oksitteki artig, 6zellikle endotelyal nitrik oksit, ateroskloz
olusumunu destekleyen bir faktor olarak kabul edilebilir. Endotelyal nitrik oksit sentazin
(eNOS) aktivasyonu, artan endotelyal nitrik oksit mevcudiyeti, apoptoz, yapisma
molekiilii ekspresyonu ve endotelyal pro-trombotik aktivasyona neden olmaktadir
(Stancu vd. 2012, Kratzer vd. 2014). Artan nitrik oksit tiretimi, yliksek dansiteli lipidlerin
(HDL) oksidasyonundan kaynaklanabilir. Benzer sekilde, ¢ok sayida c¢aligmada,
oksitlenmis diisiik dansiteli lipoproteinlerin (oxLDL) proinflamatuar yanitlara dahil
edilmesinin, bu nedenle endotelyal disfonksiyon gelisimine ve ateroskleroza yol agan
aterosklerotik plaklarin olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir (Ryoo vd. 2004,
Pirillo ve Catapano 2013).

2.5.2 Parkinson hastaligi

Parkinson hastaligi (PH), bazal gangliyonun substantia nigra pars compacta‘’da (SNpc)
dopaminerjik noéronlarin kaybmnin neden oldugu yetersiz dopamin seviyeleri ile
karakterize edilen norodejeneratif bir bozukluktur. Parkinson hastaliginin bir tezahiirii
sirasinda, protein agregasyonu, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres (OS) ve noro-
enflamasyon gibi, sonugta noronal hiicrelerin 6liimiine yol acan olaylar gdzlemlenebilir
(Caruana vd. 2016). Reaktif oksijen iiretiminin siddetlenmesi veya hiicre i¢i antioksidan
savunmasindaki bir basarisizlik nedeniyle oksidatif stresin neden oldugu néronal hasarin
birikmesi, Parkinson hastaliginin nedeni olabilir. Dopamin metabolizmasindaki bir
dengesizlik, ROS olusumuna katkida bulunabilir ve boylece dopaminerjik ndronlara zarar
vermektedir. Dopamin ayrica monoamin oksidaz (MAO) yoluyla olduk¢a reaktif bir
metabolit olan 3,4-dihidroksifenilasetaldehit iiretebilir. Dopaminin oksidasyonu ile
iliskili DOPAL birikimi, mitokondriye zarar veren ROS iiretimini arttirmaktadir (Meiser
vd. 2013, Burbulla vd. 2017, Coelho vd. 2019) .

PARK geni gibi belirli genlerdeki bir mutasyon da Parkinson hastaliginin nedeni olabilir.
Gergekten de caligmalar, Parkinson hastalig1 vakalarinin yaklasik % 5-10'unun PARK
genlerindeki anormalliklerle iligkili oldugunu gostermistir (Lesage vd. 2009, Klein vd.
2012). PARK genlerinin mutasyonu, ndronlarda oksidatif strese yol agan reaktif oksijen

tiirlerinde artisa neden olmaktadir. Zayif dopamin salgist da reaktif oksijen tiirlerinin
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tretimini artirabilir. Oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon, Parkinson
hastaliginda goriilen néronal hiicrelerin apoptozuna yol agmaktadir. Bu kosullar altinda,
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, mitokondriyal membranda Bcl-2 Bax ve Bak gibi
proapoptotik proteinlerin birikmesine neden olan norotoksisiteyi olusturmaktadir. Bu
daha sonra, mitokondriyal zarin sitokrom C'ye gegirgenligine neden olur ve bu da sitozole

salinimi noronal hiicrelerin apoptozunu tetiklemektedir (Park vd. 2020).

2.5.3 Alzheimer hastahgi

Parkinson hastalig1 gibi, Alzeimer hastaligi da belirli néronal hiicrelerin kaybiyla
baglantili bir ndronal eksiklikle iligkilidir. Bu hastalik genellikle yaslilarda yaygindir.
Hastaligin nedenleri ¢ok sayidadir ve oksidatif stres ile de iliskilendirilebilir. Aslinda
oksidatif stres, yaslanmada ve Alzheimer hastalifi da dahil olmak {izere bir¢ok
norodejeneratif hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rol oynayan bir faktor olarak
kabul edilmistir. Yas ve hastalikla iliskili mitokondriyal fonksiyon kaybi, degisen metal
homeostazi ve azalmig Antioksidan savunma ile iligkili artan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi, noronlarda sinaptik aktiviteyi ve ndrotransmisyonu dogrudan etkiler ve
bu da bilissel disfonksiyona neden olmaktadir. Noronal hiicreler iginde, ROS'un
molekiiler hedefleri arasinda DNA (niikleer ve mitokondriyal), lipidler, proteinler ve
kalsiyum iyonu homeostazi bulunmatadir. Bu nedenle, mitokondriyal DNA'daki
mutasyonlar, néronal hiicrelerin Sliimiine yol agabilen mitokondriyal disfonksiyona

neden olan reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanabilir.

2.5.4 Kanser

Oksijen reaktif tiirler, kanserin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar.
Kanser hiicreleri, yiiksek proliferasyonlarindan dolayi, yiiksek ROS konsantrasyonlari
gerektiren hizlandirilmig bir mekanizmaya sahiptir (Sosa vd. 2013). Oksidatif stres,
kanser gelisiminin 3 asamasiyla iligkilidir. Bu asamalar baslangi¢ (inisiasyon), artma
(promosyon) ve ilerlemedir (progresyon). Baslama sirasinda oksidatif stres, belirli
genlerde, ozellikle tiimor baskilayic1 genlerde veya onkojenlerde mutasyonlara neden

olur. Oregin, sigara icen bir kisinin akciger kanserinde P53 ve RAS genlerinin
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mutasyonu gozlenmistir. Bu mutasyonun, 8-OHdG DNA eklentilerinin olugsumuna yol
acan tiitiinde bulunan pro-oksidan maddeler tarafindan indiiklendigi diisiiniilmektedir.
Enflamasyonla birlikte genomik olarak kararsiz hiicrelerin biliyiidiigii goériilmektedir.
Ilerleme sathasinda ise hiicreler cogalirken, genomlarina daha fazla zarar vererek kotii
huylu tiimore doniismektedir ( Poirier 1987). Kanserin ilerlemesini destekleyen sinyal
yollariin ¢ogalmast ve ¢esitlendirilmesiyle sonuglanan promosyon asamasi, kanser
hiicrelerinde ROS birikimi ile de desteklenebilir. Sistein ve metiyonin gibi belirli amino
asitlerin oksidasyonu, RAS-MEK-ERK1, PI3K / AKT, Keap1-Nrf2-ARE, NFkB ve JAK
/ STAT gibi sinyal yollariin deregiilasyonuna neden olan belirli enzimlerin isleyisini
etkileyebilir (Chikara vd. 2018). ROS birikimi genel olarak fosfatazlarin aktivitesini
etkiler ve bu nedenle onlar1 ,RAS-MEK-ERK ve PI3K / AKT sinyal bolgelerini
defosforile etme veya inaktive etme yeteneginden yoksun kilar (Lee vd. 2002). Bu sinyal

yollar1, kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini artirmaktadir.

Kanser gelisimi, 6zellikle ROS'un ve kanser hiicrelerinin mikrogevresinin birlesik rolii ile
vurgulanmaktadir. Mikro ¢evre, ROS {iretimini birlestiren ve artiran endojen veya
eksojen faktorleri icerebilir. Lisanti vd. (2011) tarafindan tartisildigi gibi ROS {iretimi,
ayni zamanda, baslangicta normal epitel hiicreleri diizeyinde bir etki uygulayan ve
bunlarin ilerleyici transformasyonuna yol agan yaslanma veya kronik inflamasyon
tarafindan da desteklenmektedir. Bu doniisiim oncelikle DNA molekiiliinde olusan
hasarla gerceklesir ve epitel hiicreleri icinde onkogenlerin olusumuna yol a¢gmaktadir.
Onkogenlerin etkisi, normal epitel hiicrelerinin kanserlesmesine katkida bulunur. Bu
sekilde iiretilen kanserli hiicreler, kendilerini ¢evreleyen mikro ¢evreyi degistirecek ve

boylece bagisiklik sisteminin (sekil 2.9) kontroliinden kurtulmaktadir.
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Sekil 2.8 H202 'nin kanserin baglamasi ve ilerlemesi ve metastazdaki etkisi (Lisanti vd.
2011)

2.5.5 Diyabetes mellitus

Kanser, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bir¢ok patoloji, gelisimlerinde oksidatif stresin miidahalesini icerdigi ortaya konulmustur.
Diyabet, diinya niifusunun milyonlarcasin etkileyen metabolik bir hastaliktir. 2015 yilina
kadar yaklagik 415 milyon yetiskinin bu hastaliktan etkilendigi tahmin edilmektedir ve
2040 yilina kadar yaklasik 642 milyon kisinin diyabet gelistirecegi tahmin edilmektedir
(Thakur vd. 2021). 2017 yilinda yayimnlanan Uluslaras1 Diyabet federasyonu raporunua
gore, Diinya ¢apinda diyabet mellitus salgin1 2017 yilinda 425 milyon kisiyi etkiledi ve
diyabetli insan sayisinin 2045 yilina kadar 629 milyona ¢ikmasi beklenmektdir. Diyabet
ayrica oksidatif stresle baglantili olabilen bir patolojidir. Oksidatif stresin kontrol
edilmesi, diyabet tedavisinde agik¢a potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, diyabet ve
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diyabet komplikasyonlarinin patogenezini ve ilerlemesini dnlemek ve geciktirmek igin
yeni antioksidan dagitim yaklagimlari ve ROS kaynaklarinin kesin ilag hedeflemesi ve
redoks modifikasyonlar1 gelistirmek gereklidir (Zhang vd. 2020). Gergekten de, cesitli
patojenik mekanizmalar oksidatif streste bir artisa yol agar ve diyabet
komplikasyonlarinin baglamasinda rol oynamaktadir (Defraigne 2005). Seker hastaligin
sirasinda artan aldoz rediiktaz (AR) ve NADPH oksidaz (NOX) aktiviteleri, ROS
birikmesini tesvik etmektedir (Paul vd. 2019).

Aldoz rediiktaz, glikozun sorbitole doniisiimiinii katalize eden ve sorbitol dehidrojenaz
tarafindan fruktoza doniistiirilen bir enzimdir. Aldoz rediiktazin asir1 aktivitesine bagh
olarak sorbitol birikimi, katarakt, nefropati, noropati ve retinopati gibi diyabet
komplikasyonlarina sebep olmaktadir (Kim vd. 2017). Poliol yolundaki akistaki artis,
lens liflerinde su birikmesine neden olan abartili bir sorbitol olusumuna yol agmaktadir.
Lensin liflerinde bu su birikmesi, diyabetli kisilerde katarakt olusturmaktadir. Bu seker
hastalarinda, yiiksek glikoz iiretimi, glikozun glukozden sorbitole doniisiimiinii katalize

eden bir enzim olan aldoz rediiktazin aktivitesinde bir artisa neden olmaktadir.

Bu mekanizma, iki reaksiyondan olusan poliol yolunda meydana gelir. Bu reaksiyonlar,
aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrojenaz (SDH) olan iki enzim tarafindan katalize
edilmektedir. Aldoz rediiktaz tarafindan glikozun sorbitole indirgenmesi kofaktdr olarak
NADPH'yi gerektirirken, sorbitol dehidrojenaz NAD+'dan NADPH'yi yeniden iireterek
sorbitoliin fruktoza indirgenmesini saglamaktadir (Mathebula 2015). Poliol yolu,
hiperglisemi durumunda bir alternatiftir, aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrojenaz
yardimiyla glikozun diger sekerlere indirgenmesini saglmaktadir. Ancak SDH iiretiminin
diisiik oldugu retina dokulari gibi bazi dokularda hiperglisemi sorbitol birikimini
olusturmaktadir. Bu nedenle, sorbitol ve NADPH'nin asir1 {iretimi yoluyla poliollerin
yolu, retinopatide anahtar rol oynayan ozmotik ve oksidatif strese neden olmaktadir (Li
vd. 2019). Ote yandan, SDH'nin asir1 iiretimi, 3-deoksiglukoz ve fruktoz-3-fosfat gibi
glikasyon ajanlar1 iretebilen fruktoz birikimine yol ag¢maktadir. SDH'nin
hiperaktivitesine bagli olarak asir1 fruktoz tiretiminin, proteinlerin ani asetilasyonuna
neden olan asetil-CoA iiretimini arttirdigi da bildirilmistir. EK olarak, artan fruktoz

tiretimi, ¢ogu durumda diyabetik hastalarda yiiksek olan albiimin gibi belirli maddelerin
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glikasyonunu arttirmaktadir (Chang vd. 2019). Tiim bu etkiler veya metabolik sonuglar,
poliol yolunun fazina miidahale eden aldoz rediiktozu bir¢ok arastirmanin hedefi haline
getirmektedir. Bu nedenle diyabet komplikasyonlarin1i 6nlemek i¢in aldoz rediiktaz
inhibitorleri (ARI) ad1 verilen ¢esitli ilaclar aragtirilmakta ve diyabet komplikasyonlarini

tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 2.9 Diyabetik komplikasyonlarda poliol yolunun rolii (Srivastava vd. 2005).

Aldoz rediiktaz inhibitorleri (ARI'ler), glikoz aliminin insiilinden bagimsiz oldugu noral,
glomeriiler ve retinal dokular gibi belirli dokularda diyabet komplikasyonlarin1 tedavi
etmek icin gelistirilmistir. Ancak diger arastirmalar, ARI'lerin kullaniminin kas dokusu

gibi diger dokular lizerinde yan etkileri oldugunu géstermistir (Zhu vd. 2013). Bu nedenle
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daha az yan etkiye sahip aldoz rediiktaz inhibitorlerinin kesfi elzem hale gelmektedir.
Aldoz rediiktaz inhibitorleri olarak en yaygin olarak kullanilan karboksilik asit
tiirevleridir. Karboksilik asitlerin tiirevlerinden biri olan Tolrestat piyasaya striilmiistiir,
ancak karaciger {lizerinde siddetli ve siklikla oldiiriicii toksisitesi nedeniyle geri

¢ekilmistir (Zhu vd. 2013).
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Sekil 2. 10 Aldoz rediiktaz inhibitorlerinin klasik 6rneklerinin yapilar: (Balestri vd. 2022)

2.6 Reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunma mekanizmalari

Canl1 organizmalarin serbest radikallere karsi ¢esitli savunma mekanizmalar1 vardir. Bu
savunma mekanizmalar1 3 veya 4 kategoriye ayrilabilir. Ik savunma hatt1, siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-transferazi igeren enzimatik
mekanizma ile ilgilidir. Ikinci savunma hatti, askorbik asit, glutatyon, tokoferol vb. Iceren

enzimatik olmayan savunma sistemiyle ilgilidir. Bu molekiiller, elektron verici giicleri
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sayesinde serbest radikalleri notralize edebilmektedir. Ugiincii savunma hatt: kategorisi,
biyomolekiillere ve hiicre zarlarina verilen serbest radikal hasarindan sonra gelmgktedir.
Bu mekanizma, polimerazlar, niikleazlar, proteazlar ve peptidazlar gibi belirli enzimler
tarafindan saglanmaktadir (Ighodaro ve Akinloye 2017). Dérdiincii savunma hatti,
molekiillerin oksidasyonunu 6nlemek i¢in antioksidan sinyallerin olusturulmasi olabilir.
Bu antioksidan potansiyeli olusturan elementler, kimyasal yapilarina (protein veya degil)

ve endojen veya eksojen kokenlerine gore (0rnegin gida katkisi) ayirt edilebilir.
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Sekil 2.11 Ana prooksidanlar ve antioksidanlar (Badouard 2006)

2.6.1 Enzimatik antioksidanlar

Antioksidan savunmanin enzimatik mekanizmasi, siliperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz ve bazen glutatyon-s-transferaz gibi gesitli enzimlerin miidahalesini
igerir. Stiperoksit dismutaz hem mitokondride, hem sitozolde hem de hiicre dis1 ortamda

bulunur. Bu enzimler genellikle igerdikleri metalin tiirline gore farklilik gosterir.
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Glutatyon peroksidaz, mkitokondride ve sitozolde bulunur. Katalaza gelince, esasen
hiicrenin detoksifikasyonunu sagladig1 peroksizomda bulunur. Antioksidan sistemin bu
lic enzimi bir zincir halinde c¢alisir, siiperoksit dismutaz siiperoksit anyonu hidrojen
peroksite, glutatyon peroksidaza ve katalaz onu H>O'ya déntistiiriir (Migdale ve Serres
2011).
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Sekil 2.12 ROS'un ana hiicresel kaynaklar1 ve oksidatif strese karsi koruyucu enzimler
(Baudin 2020).

2.6.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Stiperoksit dismutaz, ilk detoksifiye edici enzimdir, siiperoksit anyonunun agir1 tiretimi
durumunda miidahale eder. Bu enzim ailesi, oksijene reaktif tiirlere kars1 enzimatik
savunma sisteminin ilk satirinda yer almaktadir. Stiperoksit anyonunun hidrojen peroksite
orantisizligini katalize ederler. sliperoksit dismutazlar, siiperoksitin oksijen ve hidrojen

peroksite dismutasyonunu katalize eden bir enzim sinifidir. Siiperoksit dismutaz ailesi,

27



ROS'un zararl etkilerine karsi hafifletmede 6nemli bir fizyolojik rol oynar (Griess vd.
2017). Lokalizasyonlart veya Aktif bolgelerinde bulunan metalik iyonlar agisindan
farklilik gosteren bes tane SOD tanimlanmistir (Shang-Jun vd. 2012). ROS sinyalinin
boliimlere ayrilmasi nedeniyle, hiicre disi bosluktaki tek siiperoksit dismutaz olan

EcSOD, hiicresel sinyal iletiminde benzersiz 6zelliklere ve islevlere sahiptir.

Bakir/cinko iceren hiicre ici SOD: Bu tip enzim sitozolde ve ayrica bazi bitkilerin
kloroplastlarinda bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma, SOD1'in, ROS'un
varlig1 nedeniyle oksidatif stres tarafindan islevi bozulan genlerin diizenlenmesinde rol
oynadigimi gostermistir (Xiang vd, 2019). Bu nedenle, memelilerin birgok fonksiyonel
geninde hidrojen peroksite duyarli bir protein gorevi gormektedir.

Bakir/¢inko iceren hiicre dist1 SOD: Bu enzim hiicre dis1 sivilarda ve hiicreler arasi
bosluklarda bulunur. ECSOD, CuZnSOD tipi gibi, katalitik kofaktorler olarak bakir ve
¢inko kullanir, hiicre dis1 ortamda bulunmasi ve gesitli dokularin hiicre dis1 matrisinde
dagitilmasi nedeniyle ikincisinden farklidir (Marklund 1982). Hiicre dis1 SOD varligs siit,
plazma, sinovyum ve lenfte de saptanabilir. ECSOD ayrica akcigerler, kalp, bobrekler,
plazma, lenf, asit ve beyin omurilik sivis1 gibi belirli hiicre tiplerine ve spesifik dokulara
Ozel goriinmekte ve SOD'nin toplam aktivitesinin %7'sini kaplamaktadir (Marklund
1982). Salgilandiktan sonra, pozitif yiiklii heparin baglama alan1 (HBD) araciligiyla hiicre
yiizeyi proteoglikanlarina baglanir (Griess vd. 2017). Hiicre dis1 siiperoksit dismutaz,
hiicreler arasi sinyallesmede O6nemli bir rol oynar. Artan hiicre dist SOD aktivitesi,
oksidatif strese ve bir¢ok patolojinin neden oldugu hasara karst koruma saglar.
Dayaniklilik egzersizi, ROS ve oksidatif hasarla miicadele etmek i¢in dolagim yoluyla
periferik dokulara yeniden dagitilabilen iskelet dokusundaki EcSOD bollugunu
arttirmaktadir (Yan ve Spaulding 2020).

Manganez iceren SOD (Mn-SOD): Mn-SOD'lar bakterilerin sitozoliinde, daha yiiksek
organizmalarin mitokondrilerinde, kloroplastlarda ve ayrica belirli 6karyotik hiicrelerin
sitozoliinde bulunur (Keele vd. 1970). Filogenetik ¢alismalar, Mn-SOD'nin yasamin her
alaninda, Okaryotlarin mitokondrisinde ve birgok bakterinin sitoplazmasinda

bulundugunu gostermektedir.
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Demir iceren SOD (Fe-SOD):Fe-SOD, evrim sirasinda biiyiik 6l¢iide korunan ve canli
organizmalarin hayatta kalmasindaki temel roliiniin altin1 ¢izen bir enzimdir. Fe-SOD
geni, ilkel Okaryotlarda, bakterilerde ve bitki plastidlerinde kesfedilmistir (Smith ve
Doolittle 1992). Fe-SOD, demiri biyolojik bir ortamda tutma egilimi nedeniyle demir
selatlama etkisine katkida bulunur.

Nikel iceren SOD :Nikel siiperoksit dismutaz, siyanobakteriler, aktinobakteriler gibi baz1
mikroorganizmalarda kesfedilmistir (Eitinger 2004). Bununla birlikte, NiSOD ilk kez
streptomyces'te kesfedilmistir. NiSOD'un sadece aktinobakteriyel tiirlerde degil, ayni
zamanda dikkate deger patojen tiirleri, zorunlu hiicre i¢i patojenler klamidya ve yesil
algleri iceren proteobakterilerde de meydana geldigi bildirilmistir (Youn vd. 1996).
NiSOD, olgun enzimde ortadan kaldirilan 14 kalintili bir N-terminal asit pro-dizisi i¢eren
yaklagik 120 amino asitlik bir proteindir (Schmidt vd. 2009).

Farkli SOD aileleri, sadece aktiviteyi destekleyen metal iyonu, hiicresel lokalizasyon
acisindan degil, ayn1 zamanda protein katlanmasi agisindan da farklilik gostermektedir

(Sekil 2.13).

Sekil 2.13 Ug SOD ailesini karakterize eden serit yapilarinin karsilastiriimas: (Miller
2012)
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2.6.1.2 Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksiti suya pargalayan bir antioksidan enzim ailesidir.
Glutatyon peroksidaz enzimi mitokondri ve sitozolde bulmaktadir. Glutatyon peroksidaz
enzimler, selenyum iceren ve selenyuma bagli olmayan ezimler olarak
siiflandirilmaktadir. Giiniimiizde en az 8 tane Gpx izoenzim tanimlanmistir (Aslankog
vd. 2019). Gpx-1, Gpx-2, Gpx-3, Gpx-4, Gpx-5, Gpx-6, Gpx-7 ve Gpx-8 olarak
adlandirmigtir. GPx-1 neredeyse her dokuda bulunur ve selenyuma bagl bir sekilde
caligmaktadir. GPx-2 gastrointestinal sistemleride yer alan bir enzimdir. Gpx-2 spesifik
olarak bobreklerde gorev alir ve glukoprotein olarak hiicreler arasindaki sivilara
salgilamaktadir. Gpx-4 enzimi ise fosfolipidlerde hidroperoksit seviyesini azalan bir
enzimdir. Bu Glutatyon peroksidaz izozimi apoptotik siireglerde ve spermatozoit
olgunlagsmasinda rol oynamaktadir. GPx5 ve GPx6 selenyum icermez ancak GPx6 insan
gen arastirmalarinda selenoprotein olarak tanimlanmistir. GPx7 ve GPx8 selenyumdan
bagimsiz hidrojen peroksit temizleyicisi olarak gorev yapmaktadir (Aslankog vd. 2019).
Glutatyon peroksidaz, glutatyon enzim sisteminin (glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
(GSH) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) etkisiyle hidrojen peroksiti suya doniistiiriir.
Farkli GPX tiirleri, bunlarin yerleri ve bunlarin katalizor kalintilar1 asagidaki cizelgede

sunulmustur.

Cizelge 2.2 Memeli hiicrelerinde glutatyon peroksidaz (GPx) izoformlar1 (Kim ve Jang

2019)

isoformlar Lokalizasyon Katalitik Kalint1
GPX1 Sitozol Selenosistein
GPX2 Gastrointestinal Selenosistein
GPX3 Plazma Selenosistein
GPX4 Fosfolipid hidroperoksid | Selenosistein
GPX5 epididim liimen Sistein

GPX6 Olfaktif doku Selenosistein
GPX7 Endoplazmik retikulum Sistein

GPX8 Endoplazmik retikulum Sistein
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2.6.1.3 Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaz (CAT), esas olarak peroksizomda ve mitokondri’de {iretilen bir antioksidan
enzimdir. Mayada, sitozolde bulunan katalaz T (CatT) ve peroksizomlarda ve
mitokondride bulunan katalaz A (CatA) olmak tizere iki tip katalaz vardir. Peroksizom
katalaz A (catA), peroksizomal yag asitlerinin b-oksidasyonu sirasinda iiretilen H2O2'nin
detoksifikasyonunu saglar ve mitokondride mitokondriyal siiperoksitin su ve O2'ye
ayrismasini saglar (Zadrag-Tecza vd. 2018) Katalaz, hem bitkilerde hem de hayvanlarda
bulunan antioksidan sistemin proteinlerinden biridir. Viicudun en biiyiik sindirim bezi
olan karaciger basta olmak iizere ¢esitli hayvan organlarinda yaygin olarak bulunur.
Katalazin ¢esitli tibbi senaryolarda yer aldigi bilinmektedir ve seviyeleri bu kapasitede
bir belirte¢ gorevi gormiistiir. Hatta birka¢ ilaca dahil edilmistir. (Chen vd. 2018).
Hidrojen peroksitin su ve oksijene donistiiriilmesine saglamaktadir. Katalaz boylece
oksidatif stres durumunda hiicrenin detoksifikasyonunu oynar. Yaklasik 500 amino

asitten olusan dort polipeptit zincirinden olusmaktadir.

2.6.1.4 Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon-s-transferaz, hiicre detoksifikasyonundaki rolii ile bilinen bir enzimdir.
Glutatyon S-transferaz (GST ), detoksifikasyon metabolik yolunda son iiriin olan
merkapturik asit olusumundaki ilk basamag: katalizleyerek homeostasisi saglayan ¢ok
islevli bir enzimdir. Bu basamakta, Glutatyon (GSH) ile endojen ve ekzojen hidrofobik
elektrofilik  bilesiklerin  baglanmas1  gergeklesmektedir. GST'ler, ksenobiyotik
detoksifikasyon, oksidatif stres iriinlerinin temizlenmesi, protein taginmasi, hiicre
proliferasyonunun modiilasyonu ve apoptoz sinyal yolunun indiiklenmesi dahil olmak
tizere bir¢cok biyolojik fonksiyonda yer alir. Blutatyon-s-transferazin ksenobiyotik
partikiillerle konjugatlar olusturma yetenegi ayn1 zamanda ona antioksidan 6zellikler de
verir. Bu enzim, reaktif oksijen tiirleri ile konjugatlar olusturabilir ve hiicrenin oksidatif

strese maruz kalma riskini azaltir.
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Sekil 2.14 GST yoluyla ksenobiyotik ve glutatyon arasinda konjugat olusumu (Townsend
ve Tew 2003)

2.6.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.6.2.1 C vitamini

Askorik asit veya askorbat olarak da adlandirilan C vitamini, meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunur. Bu vitamin, oksidatif stresin ana nedenleri olan serbest radikallerin
toksik etkilerini notralize etmek igin elektron bagislama kabiliyeti sayesinde antioksidan
etkileri ile bilinmektedir. C vitamini ¢ogu memeli tarafindan sentezlenebilir, ancak
sentezi i¢in gerekli L-gulonolakton oksidaz enzimine sahip olmayan insanlar diyetleriyle
saglanmalidir (Nishikimi ve Yagi 1991). C vitamini tiim dokularda bulunur ve 6zellikle
kornea epitelinde, kok hiicrelerde ve noronlarda bol miktarda bulunmaktadir.
Glutatyondan daha yiiksek bir anti-serbest radikal aktiviteye sahip gibi goriinmektedir
¢linkii glutatyondan 100 kat daha fazla ROS ile reaktif kapasiteye sahiptir (Zhitkovich
2020). Askorbik asit ayrica, siiperoksit dismutaz aktivitesinin hemen hemen hi¢ olmadigi

cekirdekte O2'nin eliminasyonunda énemli bir rol oynar gibi goriinmektedir.
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Sekil 2.15 C vitamin genel yapisi

2.6.2.2 E vitamin

E vitamini genellikle bitkilerde, 6zellikle sebzelerde, tahillarda ve tohumlarda bulunur.
Hem bir chonomanol halkasina hem de bir hidrokarbon zincirine sahip olan tokoferolleri
ve tokotiyenolleri igerirler. Tokoferoller ve tokotrienoller arasindaki fark, tokoferollerin
doymus bir zincire, tokotrienollerin ise ¢ift bag iceren bir zincire sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. E vitamini, Benzen halkalarina bagli metil veya proton gruplarina
gore a, B, y ve 0 olarak bilinir ve en yaygin ve biyolojik olarak aktif formu alfa-
tokoferoldiir (Brigelius-Flohe ve Traber. 1999). E Vitamini, serbest radikalleri temizleme
ozelligi sayesinde antioksidan bir rol oynar, boylece mitonkondriyal disfonksiyonu ve
bazi norodejeneratif hastaliklar sirasinda goriilen norotoksik etkileri azaltmaktadir
(Numakawa vd. 2006, Park vd. 2019). Tokotrienoller, lipitten zengin biyolojik
membranlarda gii¢lii antioksidan kapasite sergiler ve beyin gibi lipitten zengin organlarda
ROS'a kars1 korumada etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu nedenle tokotrienoller, néronlari
oksidatif stresle iliskili hasara karsi koruyacaktir. Birincil hipokampal néronlarin a-
tokotrienol ile tedavisi, ROS'un toplam ve mitokondriyal birikimini onler ve a-
tokotrienol, antiapoptotik Bcl-X1'in iglevlerini gelistirmek i¢in Bel-xL'nin glutamat
kaynakl1 post-translasyonel boliinmesini zayiflatir (Park vd. 2017). E vitamini, ¢ok sayida
enflamatuar veya oksidatif bilesen patolojisinin tedavisinde kullanilmaktadir. Tip 2
diyabet tedavisinde E vitamini takviyesi, antoksidan Ozelliklerinden kaynaklaniyor
olabilir ( Vincenzo vd. 2019).
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Sekil 2.16 E vitaminlerini iceren tokoferol ve tokotienol kimyasal yapilar

2.6.2.3 Glutatyon

Glutatyon, viicut tarafindan dogal olarak iretilen bir proteindir. U¢ amino asitten olusan
bir tripeptittir: glutamat (glutamik asit), sistein ve glisin. Glutatyon, tiim hiicresel
bolmelerde bulunan O©nemli bir bilesendir. Reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasinda 6nemli rol oynmaktadir. Glutatyon endojen antioksidanlardan biridir,
hidrojen peroksiti detoksifiye eder ve glutatyon peroksidazin etkisiyle lipidlerin
peroksidasyonunu onlemektedir. indirgenmis glutasyon, protonlar lipidlere bagislar ve
onlar1 reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasardan korumaktadir. H,O ve O> 'ye
indirgemek i¢in bir elektron H20> bagislayabilir. Glutatyon, glutasyon peroksidaz (Gpx)
ve glutation-s-transferaz (GST) gibi antioksidan savunmada yer alan belirli enzimler i¢in

bir kofaktor gorevi gormektedir.
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Sekil 2.17 Glutatyon kimyasal yapisi
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2.6.2.4 Selenyum

Selenyum (Se), insanlar ve hayvanlar igin temel bir elementtir. Antioksidan
metabolizmada, tiroid hormonu iiretiminde ve bagisiklik sisteminin korunmasinda temel
bir rol oynayan selenoproteinlerin bir bileseni olarak hareket eder (Rayman 2012).
Bilinen islevleri olan selenoproteinler, ¢esitli biyolojik islemlerde kritik bir rol oynar ve
bunlarin bircogu antioksidan savunmada yer almaktadir. Ornegin, ilk tanimlanan
selenoprotein olan sitozolik glutatyon peroksidaz dahil olmak iizere dort glutatyon
peroksidaz, hidrojen peroksit, serbest yag asidi hidroperoksitleri ve fosfolipid
hidroperoksitleri azaltarak hiicreleri peroksidatif hasara karsi korumaktadir. Selenyum,
siiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini arttirir ve hidrojen peroksit ve malondialdehit (MDA) konsantrasyonunu
azaltmaktadir (Silva vd. 2018). Selenyum glutatyon peroksidaz enzmin bir ko-faktoridiir.
Boylece glutatyon peroksidaz bir antioksidan enzim olarak yapisinda bulunan selenium
kalinti da antioksidan aktivitesine katkida bulunmaktadir. Selenyum, g¢esitli
antioksidanlarin yapisal yoniine katilmasiyla ayirt edilir. Glutatyon peroksidaz diginda
selenosistein olusumuna katkida bulunur ve antioksidan savunmada gérev alan bir enzim
olan tioredoksin rediiktaz tarafindan kullanilmaktadir. Viicutta selenyum eksikligi,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stresin

neden olabilecegi hastalik riski ile iligkilidir (Brenneisen vd. 2005).

2.6.2.5 Dogal antioksidanlar

Antioksidanlar, pro-oksidanlarla savasarak viicudun oksidatif dengesini korumaya
yardimci olan bilesiklerdir. Bu bilesikler veya molekiiller endojen (viicut tarafindan

iiretilir) veya eksojen (gida veya ilag alarak saglanir) kokenli olabilir.

2.6.2.5.1 Karotenoidler

Karotenoidler, hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikalleri ile reaksiyona giren singlet
oksijeni (bozulma olmadan) inaktive ederek lipidleri peroksidatif hasara kars1 korur.

Fenolikler ve diger antioksidanlara kiyasla karotenoidler, peroksil radikallerinin 6zellikle
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iyi sondiiriiciileri degildir, ancak diger fenoliklerin ve antioksidanlarin ¢cogunun nispeten

etkisiz oldugu tekli oksijeni sondiirmede olaganiistiidiirler (Nunes vd. 2012).
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Sekil 2.18 Karotenoidler kimyasal yapisi

2.6.2.5.2 Fenolik bilesikler

Polifenoller, birka¢ fenol grubunun ve alt1 iiyeli bir hidrokarbon halka yapisinin varlig
ile karakterize edilir. Fenol gruplarinin, hidrokarbon zincirinin ve ek fonksiyonel
gruplarin diizenlenmesine bagli olarak polifenoller ayrica flavonoidler, izoflavonoidler,
curcuminoidler, tanenler ve stilbenoidler dahil olmak iizere alt gruplara ayrilmaktadir. Bu
bilesikler, giliclii antienflamatuar ve antioksidan Ozellikleriyle bilinir. Polifenollerin
antioksidan ozellikleri, ROS molekiillerini siipiirme, prooksidan genlerin ekspresyonunu
inhibe etme ve SOD'lar ve katalazlar gibi antioksidan genlerin ekspresyonunu artirma

kapasitesinde bulunmaktadir.

OH

Sekil 2.19 Fenolik bilesiklerin genel yapisi
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2.6.2.5.3 Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin énemli bir siifidir ve giiglii antioksidan aktiviteye
sahiptir. Flavonoidlerin antioksidan 6zelligi, kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu
etkileri agisindan incelenen ilk etki mekanizmasidir. Flavonoidlerin, singlet oksijen ve
cesitli serbest radikaller dahil olmak iizere ¢ogu oksitleyici molekiil i¢in oldukea etkili
stiptiriciiler oldugu gosterilmistir (Bravo 1998). Flavonoidler, C-4'te bir karbonil
karbonunun, C-3'te bir OH grubunun, C-2 ve C3 arasinda doymus bir tek bagin varligina

dayal1 olarak flavonlar, flavonoller, flavanonlar ve flavanollere boliinmektedir.

Sekil 2.20 Flavonoidlerin genel yapisi

2.7 Reaktif oksijen tiirlerinin fiziyolojik etkileri

Oksijen reaktif tiirler canli organizmalar i¢in tehlikeli olarak goriilse de fizyolojik roller
de oynamaktadirlar. Fizyolojik kosullar altinda, ROS ve RNS orta konsantrasyonlarda
tiretilir ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesim yoluyla hiicre sinyalizasyonu, hiicre
dongiisii regiilasyonu, apoptoz ve gen ekspresyonunda énemli roller oynar. Ayrica ROS,
onlar1 patojenleri oldiirmek ve enfeksiyonlarla savasmak i¢in kullanan fagositler
tarafindan tretilir (Poljsak vd. 2013). Fagositler, fagositoz siirecinde ve mikrop ve bakteri
gibi yabanci cisimlerin uzaklastirilmasinda serbest radikaller kullanmaktadir. Serbest
radikaller, ikinci haberciler olarak hareket ettikleri belirli sinyallesme mekanizmalarinda
yer almaktadirlar. Ornegin hidroksil radikali, guanilat silazin aktivasyonunu ve siklik
guanozin monofosfatin olusumunu indiikler (Mittal ve Murad 1977). Serbest radikaller,

notrofiller tarafindan bagisiklik savunma sisteminde kullanilabilir. Bakteriyel
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enfeksiyonda notrofiller, siiperoksit anyonu iiretmek icin NAPH oksidaz kullanarak
bakterileri &ldiiriir. Ote yandan, hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve asit hipokloriir
gibi bazi oksijen-reaktif tiirlerin fagositik hiicrelerin aktivasyonunu tahmin ettigine
inanilmaktadir. Oksijen reaktif tiirler, diisiik dozlarda, insiilin salinnmina neden olan
sinyal molekiilleri olarak hizmet ederek kan sekerinin diizenlenmesinde rol oynayabilir

(Czech vd. 1974).

2.8 Zeytinyag

Diinya genelinde zeytin agaci yetistiriciligi son yillarda ¢ok 6nemli bir evrim gegirmis,
zeytin agaci artik diinyanin neredeyse tiim bolgelerinde yetistirilmektedir. Diinyada,
yaklagik her yil 3 milyon ton zeytiyagi iretilmektedir (Durlu vd. 2018). Zeytinyagi
tilkketimi son yillarda biiyiik bir artis gostermektedir. Ancak diinya capinda zeytinyagi
tireten llkeler az goriilmektedir. S6z konusu iilkelerin biiyiik kism1 gliney Asya’da ve

akdeniz kenarinda yer alan tilkelerdir.

2.8.1 Zeytin agacimin cografi dagilim

Zeytin agaci, Giiney Asya'dan Giineydogu Anadolu bolgesine kadar Yukari
Mezopotamya'ya 6zgii bir agagtir. Yillar icinde zeytin agacinin dagilimi Tunus'tan Fas,
Misir, Ege Adalari, Yunanistan, italya ve Ispanya'ya kadar uzanmistir. Zeytin agaglari
ayrica Pakistan'da, Cin'in baz1 bolgelerinde ve Iran'da da bulunur. Giiniimiizde diinyada
yaklasik 40 iilkede zeytin yetistirildigi rapor edilmistir (Durlu Ozkaya ve Ozkaya 2017).
Zeytin agaci her iklimde yetisebilen bir agactir. Zeytin agaci su ihtiyaci ortalama 600-
1000 mm olmasina ragmen 100 mm / y1l kayit yapabilen neredeyse ¢ol iklimlerine uyum
saglayabilmektedir. Zeytin agacmin ekonomik olarak yetistirilme sinirlart deniz
seviyesinden 600 m'nin {izerinde, -7 derecelik sicakliklar ve yiiksek yeralti suyudur.
Zeytin agac1 yavas gelisen bir bitkidir ve uzun siire yasayabilir, bir zeytin agacinin

ortalama yas1 300-400 yildur.
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Akdeniz ile sinirlarini paylasan tiim iilkeler gibi Tiirkiye de 6nemli sayida zeytin agacina
sahiptir. Tiirkiye'de zeytin yetistiriciligi Akdeniz iklimine benzer iklime sahip yerlerde
yapilmaktadir. Béylece Marmara (Canakkale, Bursa, Bilecik, Sakarya, Kocaeli, Istanbul,
Yalova, Tekirdag, Eskisehir), Ege (Balikesir, Manisa, izmir, Aydin, Mugla), Akdeniz
(Antalya, Isparta, Bureldur, igeldur, Adana , Osmaniye, Hatay, Kahramanmaras,
Karaman) bolgeleri ve Anadolu'nun Giineydogu bolgesi (Gaziantep, Kilis, Adiyaman,
Sanlurfa ve Mardin) zeytin yetistiriciligine uygundur. Bu bolgeler Tiirkiye'deki zeytin
liretiminin sirastyla% 14,2,% 65,7,% 16 ve % 3,8'ini temsil etmektedir (Durlu vd. 2018).
Tirkiye, diinyada zeytin gen kaynaklari agisindan en zengin iilkelerden biridir.

Dolaysiyla Tiirkiye’de birgok zeytin ¢esidi vardir.

Cizelge 2.3 Tiirkiye’de Zeytin gesitler ve yetistirildigi bolgeleri (Diraman 2007)

Zeytin cesidi Yetistirildigi Bolge
Ayvalik, Cakir, Cekiste, Cilli, Domat,
Edincik su, Erkence, Izmir Sofralik, | Ege Bolgesi

Kiraz, Memecik, Memeli, Uslu

Celebi, Gemlik, Karamiirsel Su, Samanli | Marmara Bolgesi

Biiytik Topak Ulak, Sar1 Hasebi, Sar1 | Akdeniz bolgesi

Ulak, Tavsan Yiregi

Saurani, Halhali, Sayfi, Karamani, | Dogu Akdeniz Bolgesi
Elmacik, and Hasebi

Egri Burun, Halhali, Kalembezi, Kan | Giiney Anadolu Bolgesi
celebi, Kilis Yaglik, Nizip Yaglik, Yag
celebi

Samsun Tuzlamalik, Trabzon Yaglik, | Karadeniz Bolgesi

Hastos, Butko, Otur
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Sekil 2.21 Incelenen 5 zeytin cesidinin meyve morfolojisi (Ozturk vd. 2021;
https://img.fidandeposu.com/tavsan-yuregi-zeytin-fidani-zeytin-fidani-
1202-50-B.jpg ). A: Ayvalik; B: Izmir sofralik; C: Tavsan yiiregi; D:
Memecik; E: Kilis yaglik

2.8.2 Zeytinyaglarimin siiflandirilmasi ve 6zellikleri (I0C 2019)

2.8.2.1 Sizma zeytinyaglar

Natiirel zeytinyaglari, zeytin agacinin (Olea europaea L.) meyvesinden sadece mekanik
veya diger fiziksel yollarla, 6zellikle 1s1l kosullar altinda, yagda degisiklige yol agmayan
ve yikama, dekantasyon, santrifiij ve filtrasyon disinda herhangi bir isleme tabi

tutulmamis yaglardir.

2.8.2.1.1 Natiirel s1izma zeytinyagi

Natiirel s1izma zeytinyagi: Oleik asit olarak ifade edilen serbest asitligi 100 gramda 0.80
gramdan fazla olmayan ve diger fiziko-kimyasal ve organoleptik dzellikleri bu standartta

bu kategori i¢in belirlenenlere karsilik gelen sizma zeytinyagidir.
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Siradan sizma zeytinyagi: Oleik asit olarak ifade edilen serbest asitligi 100 gramda 3,3
gramdan fazla olmayan ve diger fiziko-kimyasal ve organoleptik dzellikleri bu standartta

bu kategori i¢in belirlenenlere karsilik gelen sizma zeytinyagidir.

Sizma zeytinyagi: Serbest asitligi, oleik asit olarak ifade edilen, 100 gramda 2.0 gramdan
fazla olmayan ve diger fiziko-kimyasal ve organoleptik ozellikleri bu standartta bu

kategori i¢in belirlenenlere karsilik gelen sizma zeytinyagidir.

Lampante s1izma zeytinyagi: Oleik asit olarak ifade edilen serbest asitligi 100 gramda
3,3 gramdan fazla olan ve/veya fiziko-kimyasal ve organoleptik 6zellikleri bu standartta

bu kategori i¢in belirlenenlere karsilik gelen sizma zeytinyagidir.

2.8.2.1.2 Rafine zeytinyaglar

Rafine zeytinyagi: Sizma zeytinyagindan, baslangictaki gliserid yapisinda degisiklige
yol agmayan rafinasyon yontemleriyle elde edilen zeytinyagidir. Oleik asit olarak ifade
edilen, 100 gramda 0.30 gramdan fazla olmayan bir serbest asitlige sahiptir ve diger
fiziko-kimyasal ve organoleptik 6zellikleri bu standartta bu kategori i¢in belirlenenlere

karsilik gelir.

Rafine prina yagi: Ham pirina yagindan, baslangigtaki gliserid yapisinda degisiklige
yol agmayan rafinasyon yontemleriyle elde edilen yag. Oleik asit olarak ifade edilen, 100
gramda 0.30 gramdan fazla olmayan bir serbest asitlige sahiptir ve diger fiziko-kimyasal

ve organoleptik 6zellikleri bu standartta bu kategori icin belirlenenlere karsilik gelir.

41



[4%

Cizelge 2.4 Zeytinyagi gesitlerine gore yag asidi bilesimi (I0C 2019)

Toplam Total Stigma
transolei | translinole | stadiye
Yag asitler k k+ nler
izomerle | translinole | mg/kg
r (%) nik (2)
izomerler
(%)
Sizma zeytinyagi Mirist | Linole | Arasid | Eicose | Behen | Lign | palmit | Palmitol | hept | hept | stear | Oleik linolei
gesitleri ik (%) | nik ik (%) noic ik (%) | oseri ik eik adec | ades ik k
(%) | (%) (% k anoi | enoi
(%) k k
Natiirel sizma <0,03 | <1,00 | <1,00 | <0,50 | <020 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,05 <0,05 <0,2
zeytinyagi 0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Sizma zeytinyagi <0,03 <1,00 | 0,50 < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,05 <0,05 <0,2
0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Lampante <0,03 | <1,00 | <1,00 | <£0,50 | <0,20 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,10 <0,10 <0,3
zeytinyagi 0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
rafine zeytinyagi <0,03 <1,00 [ <0,50 | <0,20 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,20 <0,30 <0,3
0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Rafine + sizma <0,03 | <100 [ <1,00 | <£0,50 | <0,20 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,20 <0,30 <0,3
zeytinyagi 0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Ham prina yagi <0,03 [ <1,00 | <1,00 | <£0,50 | <0,30 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,20 <0,30 <0,6
0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Rafine zeytin-prina | <0,03 | <1,00 | <1,00 | <0,50 | <0,30 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,40 <0,35 <0,5
yagt 0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
Zeytin ezmesi <0,03 [ <1,00 | <1,00 | <0,50 | <0,30 | < 7,50- 0,30- < < 0,50- | 55,00- 2,50- <0,40 <0,35 <0,5
yagi. 0,20 | 20 3,50 0,40 | 0,60 |5 83 21
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Cizelge 2.5 Zeytinyagi gesitlerine gore yag isterol bilesimi (I0C 2019).

Sizma zeytinyagi gesitleri Isterol bilesimi Toplam Eritrodiol
sterols ve uvaol
Kolesterol | Brasikasterol | kampesterol | Stigmasterol | App p— Delta-7- (mg/kg) (%)
(%) (%) (%) sitosterol | stigmastenol
(%) (%)
Natiirel sizma zeytinyagi <0,5 <0,1 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 >1000 <45
S1zma zeytinyagi <0,5 <0,1 <4,0 < Camp >93.0 <0,5 >1000 <4)5
Lampante zeytinyagi <0,5 <0,1 <40 < Camp >93,0 <0,5 >1000 >45
rafine zeytinyagi <0,5 <0,1 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 >1000 <45
Rafine + sizma zeytinyagi <0,5 <0,1 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 >1000 <45
Ham prina yagi <0,5 <0,2 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 >1 000 >45
Rafine zeytin-prina yagi <0,5 <0,2 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 > 1000 >45
Zeytin ezmesi yagi. <0,5 <0,2 <4,0 < Camp >93,0 <0,5 >1000 >45




2.8.3 Zeytinyaginin kimyasal bilesimi

Zeytinyagi, ¢oklu doymamis yag asitleri olarak bol miktarda oleik asit, tekli doymamis
yag asidi, linoleik ve linolenik asitler ile karakterizedir. Bu yiiksek tekli doymamis yag
asitleri icerigi onu diger bitkisel yaglardan ayirmaktadir. Zeytinyagi ayrica fenolik
bilesikler, vitaminler ve diger kiigiik bilesikler icermektedir. Zeytinyagi kimyasal bilesimi
ikiye ayirilir: Sabunlagabilir kismi gliseritler ve yag asitleri igerir, Sabunlastirilamayan

kisimi ise aromatik bilesikler, pigmentler ve fenolik bilesikler icermektedir.

2.8.3.1 Sabunlagilabilir fraksiyonu

2.8.3.1.1 Yag asitler

Si1zma Zeytinyagi, yag asitleri acisindan oldukga zengindir. Tekli doymamis yag asitleri
ve ¢coklu doymamais yag asitleri icermektedir. Zeytinyaglarindaki baslica yag asitleri oleik
(% 55-85), palmitik (% 7.5-20), linoleik (% 7.5-20), stearik (% 0.5-5), palmitoleik (%
0.3-3.5) ve linoleniktir (0.0 —1.5%) asitler bulunmustur (Lerma-Garcia 2012). Zeytinyagi
ayrica bazi eser miktarda arasidonik asit, miristik asit ve margarik asit igerebilir. Oleik
asit, besleyici zenginligi ve oksidatif stabiliteyi desteklemesi nedeniyle
zeytinyaglarindaki en 6nemli yag asitlerinden biridir. Coklu doymamis yag asitlerinin
miktar1 ile doymus asitlerin miktar1 arasindaki oran, zeytinyagmin oksidatif stabilite
derecesini gostermektedir. oran yliksek oldugunda, yagin oksidatif stabilitesi diisiiktiir.
Zeytinyaginin yag asidi bilesiminin cesitlerine ve saklama siirelerine gore degistigi
bildirilmistir (Kelebek vd. 2015, Amanpour vd. 2017) . Bu calismaya goére Memecik
cesidinde bulunan oleik asit miktari, iki yillik depolama siiresince ayvalik ¢esidinde
bulunandan daha fazladir. Palmitik asit miktar1 ise ayvalik ¢esidinde memecik ¢esidine
gore daha yiiksekti. Oleik asit bilesimi depolama siiresine bagli olarak bu sekilde
azalmaktadir. Baz1 Cezayir zeytinyagi cesitleri (Azeradj, Chemlal, Limli) tizerinde
yapilan bir arastirma, depolamanin ilk yilinda, oleik asit seviyesinin% 62,28 ile% 77,03
arasinda oldugunu, ikinci depolama yilinda ise 73,33 ve% 60 arasinda oldugunu
gostermistir. Dort Yunan sizma zeytinyagi ¢esidi lizerinde yapilan bir arastirma, yag asidi

bilesiminin ceside gore degistigini bildirmektedir. Bu c¢aligma Koroneik Megaritiki,
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Amfissis ve Manaki cesitleri ile ilgilidir. Zeytin ¢esidi yag asit bilesimini, yani oleik asit
(Amfissis i¢in %75,36'dan Megaritiki i¢in %65,81'e) ve linoleik asit (Manaki igin
%13.,35'ten Koroneiki i¢in %6,70'e) biiyiik Olclide etkilemistir (Revelou vd. 2021).
Giirdeniz vd. (2008), 7 ¢esit Tiirk zeytinyagi tizerinde yaptig1 ¢alismada, hasat doneminin
yag asidi bilesimini de etkiledigini eklemistir. Boylece Erkence ve Gemlik-Erdmit
cesitleri birinci hasatta sirasiyla %66.44 ve %72.05, ikinci hasatta %63.57 ve %72.95
oleik asit icermektedir. Linoleik asit bilesimi ise Erkence ve Gemlik-Erdmit i¢in birinci
hasatta sirastyla %14.95 ve %8.88, ikinci hasatta %16.89 ve %7.41'dir. Ozcan vd. (2019)
tarafindan Ayvalik, Gemlik, Domat, Cilli, Cpas1 ve Sobiias1 zeytinyagi ¢esitleri tizerinde
yapilan bir bagka calismada yag asidi bilesiminin ¢eside gore degistigi gosterilmistir. Bu
arastirmaya gore zeytinyaginda bulunan baslica yag asitleri oleik, linoleik ve palmitik

asitlerdir. Ayrica oleik, linoleik ve palmitik asit igerikleri sirasiyla Cilli (%68,53),
Sobiiast (%17,93) ve Gemlik (%19,47) cesitlerinde belirlenmistir.

Cizelge 2.6 Sizma zeytinyaginin yag asidi bilesimi (I0C 2021)

Yag asitler Sembol Degisebilirliligin sinirt
Miristik asit Cl4:0 <0,03
Palmitik asit C16:0 7,00 -20,0
Palmitoleik asit Cl6:1 0,3-35
Heptadekanoik asit Cl7:0 <04
Heptadesenoik asit Cl7:1 <0,6
Stearik asit C18:0 0,5-5,0
Oleik asit Ci8:1 55,0 -85,0
Linolenik asit C18:2 2,5-210
Linolenik asit C18:3 <1,0
Arasidik asit C20:0 <0,6
Gadoleik asit C20:1 <0,5
Behenik asit C22:0 <0,2
Lignoserik asit C24:0 <0,2
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2.8.3.2 Sabunlastirilamayan kisim

2.8.3.2.1 Tokoferol

Tokoferoller, bitkisel yaglarda, oOzellikle zeytinyaginda bulunan bilesiklerdir.
Tokoferoliin molekiiler yapisi, metillenmis bir kroman halkasiin 2. pozisyonuna bagl
uzun zincir ile karakterize edilir. Tokoferol, sizma zeytinyaginda izomerik formlarda (a,
B ve y-tokoferol) bulunur (Boscou vd. 2006). Bu izomerik formlar, yalnizca aromatik
halka tizerindeki metil gruplarinin sayis1 ve konumu bakimindan farklilik gésterir. Sizma
zeytinyagindaki tokoferol bilesimi, olgunlasma asamasi, gesit ve tarimsal iklim kosullar
gibi bir¢ok faktérden etkilenir (Tura vd. 2007, Kalogeropoulos vd. 2014). Hirvatistan'da
yetisen iki cesit sizma zeytinyagi (Oblica ve Leccino) ilizerinde yapilan bir arastirma,
ceside bagl olarak tokoferol konsantrasyonunda farklilik oldugunu gostermektedir.
Oblica ¢esidinde tokoferol igerigi 269 ile 444 mg/kg arasinda degisirken, Leccino
cesidinde 403 ile 784 mg/kg arasinda degismektedir. a-tokoferol, toplam tokoferoliin
%97'sini temsil eder ve igerigi her iki ¢esitte de olgunlasma derecesi ile azalir. a-tokoferol
igerigi de depolama siiresiyle birlikte azalir ¢linkii 12 aylik depolamanin ardindan igerigi
%27 oraninda azalmustir (Spika vd. 2015). Tiirk zeytinyag1 cesitleri iizerinde yapilan bir
baska calismada, zeytinyaginda en bol bulunan tokoferol izomerinin a-tokoferol (18.22-
36.02 mg/100 g) oldugu gorilmiistiir. En yiiksek o ve y tokoferoller sirasiyla Sobiiasi
cesidi (36,02 mg/100g) ve Gemlik ¢esidi (8,12 mg/100g) zeytinyaglarinda gozlenmistir
(Ozcan vd. 2019).

Tokoferoller biyolojik etkileri ile bilinir ve insan sagligina faydalidir (Psaltopoulou vd.
2011, Nocella vd. 2018).Tokoferollerin yararli saglik etkileri, gen ekspresyonunu, sinyal
iletimini ve hiicresel fonksiyonlarin modiilasyonunu diizenleme yetenekleriyle de
aciklanabilir. Bu yararli etkiler, belirli kanser tiirlerinin, kalp hastaliklarinin ve diger

kronik durumlarin 6nlenmesi ile baglantilidir (Shahidi ve Carmago 2016).
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2.8.3.2.2 Oleokantal

Dekarboksimetil ligstrosid aglikon olarak da adlandirilan Oleokantal (OLC), ilk olarak
sizma zeytinyaginda Montedoro vd. (1993) tarafindan rapor edilmistir. OLC veya
decarboxymethyl ligstroside aglycone, bazi sizma zeytinyaglarin tiiketimiyle iliskili
bogaz tahriginden ve keskinliginden sorumludur. Diger fenolik sekonder metabolitlerde
oldugu gibi, sizma zeytinyagdaki oleocanthal konsantrasyonu da oldukc¢a degiskendir, 0,2
mg/kg kadar azdan 498 mg/kg'a kadar ¢ikabilir. Sizma zeytinyagmin tiim fenolik
bilesikleri gibi OLC igerigi de ekstraksiyon yontemi, ¢esit, cografi bolge, meyvelerin
olgunlasma derecesi ve yetistirme teknikleri gibi faktorlerden etkilenebilmektedir
(Cicerale ve Keast 2010). Boylece Gomez-Rico vd. (2006) tarafindan yapilan bir
calismaya gore OLC konsantrasyonunun iki hasat doneminde olgunlasma ile birlikte %20
ve %54 oraninda azaldig1 bildirilmistir. Dider ¢alismada, zeytinyagi gesitleri coratina ve
Oliarola sirastyla 78,2 = 0,5 mg/kg ve 21,0 + 0,8 mg/kg OLC igerigi igerir. Taggiasca ve
Seggianese ¢esitlerinden iiretilen sizma zeytinyaglarda sirasiyla 8.3 + 4.0 mg/kg ve 53.0
+ 12.0 mg/kg OLC konsantrasyonu bildirilmistir (Franconi vd. 2006). Oleocanthal'in
saglik yararlari vardir. Bir anti-inflamatuar olarak kabul edilir. Sizma zeytinyaginda
bulunan oleocanthal, anti-inflamatuar etkileriyle bilinen ubuprofen'i taklit eder
(Beauchamp vd. 2005). OLC 'in siklooksijenaz enzimlerini inhibe ederek anti-inflamatuar
aktivite gosterebildigine dair iyi kanitlar vardir. OLC "'m farkli kanser tiirlerinin
onlenmesindeki potansiyelini gostermistir (Parkinson ve Keast 2014). OLC, insan
MCF10A hiicrelerinin normal biiylimesini etkilemeden insan meme kanseri hiicrelerinin
(MDA-MB-231, MCF-7 ve BT-474) biiylimesini inhibe etmistir. Bagka bir ¢alismada
Fogli vd (2016), OLC'm A375 ve 501Mel hiicrelerinde konsantrasyona bagl bir sekilde

hiicre biiyiimesi inhibisyonunu indiikledigini gostermistir.

2.8.3.2.3 Steroller

Bitki sterolleri veya fitosteroller, bitkilerde biyosentez yoluyla olusan bir grup dogal
kimyasal bilesiklerdir. steroller hayvanlar aleminde oldugu kadar bitkiler aleminde de
mevcuttur. Hayvanlarda kolesterol formundadirlar. Steroller, yagli maddelerin kiiciik

bilesenleri arasindadir, 27 ila 29 karbon atomlu tetrasiklik bilesiklerdir. Bitkiler birkag
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cesit sterol igermektedir. Bitki aleminde en bol bulunan steroller, en bol bulunan steroller
[3-Sitosterol olup, bunu Kampesterol ve Stigmasterol izlemektedir (Fois ve Narce 2003).
Bitki sterolleri hem serbest hem de bagli formda bulunur. Serbest formlar bitki hiicreleri
icin Onemlidir, ¢linkii hiicre zarmin yapisinin ayrilmaz bir parcasidirlar ve bitkinin
sicaklik degisimlerinde yapisint korumasina yardimei olan kohezyon ve akigskanliginin
saglanmasina katkida bulunurlar. Embriyonik biiylime ve lipid birikiminde yer alirlar ve
sinyal iletimi, hiicre farklilagsmasi ve hiicre yapisinin yeniden diizenlenmesi ile bulasici
hastaliklara kars1 savunma i¢in 6nemlidirler. Bitkisel bir {iriin olarak zeytinyag1 da ¢esitli
steroller igermektedir (¢izelge 2.7). Steroller zeytinyagindaki sabunlasmayan fraksiyonun
¢ogunlugunu olusturmakta olup ana steroller -sitosterol, A(5) -avenasterol, kampesterol
ve stigmasteroldiir ve bunlarin cogu yiiksek degiskenlik gostermektedir ( Ozturk vd.
2021). Yorulmaz ve Konuskan (2017), sar1 Hasebi ve Halhali zeytinyag: ¢esitlerindeki
toplam sterollerin sirastyla 358 mg/kg ve 1092.33 mg/kg oldugunu bildirmistir.

Cizelge 2.7 Sizma zeytinyaginin sterol bilesimi (I0C 2021)

Sterols Deger arahig:

kolesterol <05
Brassikasterol <0.1
Campesterol <4.0
Stigmasterol <1.4%
Delta-7-stigmastenol <0.3%
Delta-7-stigmastenol 0.5-0.8%
beta-sitosterol >25%
delta-5-avenasterol en cok temsil edilen 2.
delta-7-avenasterol Not defined
delta-5-23-stigmastadienol >93.0
Total sterol (mg/kg) > 1000
Erythrodiol + uvaol <45
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2.8.3.2.4 Aromatik bilesikler

Zeytinyaginda aromatik bilesiklerin mevcudiyeti birka¢ ¢alisma ile rapor edilmistir (
Servili vd. 2003, Cavalli vd. 2004). Aromatik bilesikler, gidalarin aromasi, kokusu ve
lezzetinden sorumlu bir bilesendir (Grosch 2004). Sizma zeytinyagi, herhangi bir
rafinasyon isleminden ge¢memis bir yag oldugu icin cesitli aromatik bilesikler
icermektedir. Sizma zeytinyaginin aromatik bilesikleri genellikle aldehitler, alkol,
ketonlar ve esterlerin bir karisimindan olusmaktadir. Olusumu, sizma zeytinyagi
ekstraksiyon islemi sirasinda meydana gelen hiicre yirtilmast sirasinda enzimatik
reaksiyonlar ve Ozellikle oto-oksidasyon ile saglanmaktadir. Zeytinyaginda aromatik
bilesiklerin sentezi, esas olarak LOX ve hidroperoksit-liyaz enzimlerinin aktivasyonunu
igeren lipoksijenaz (LOX) yolu yoluyla da gergeklesebilir. Sizma zeytinyaginda bulunan
ucucu bilesikler, esas olarak, lipoksijenaz yolu yoluyla ¢oklu doymamais yag asitlerinden
biyolojik olarak iiretilen C-6 ve C-5 bilesikleridir (Kesen et al, 2014). Bu siirece dahil
olan yag asidi ¢ogunlukla oleik asittir. Aromatik bilesikler heksanal, (E)-3-heksenal, (Z)-
3-heksenal, (E)-2-heksenal, heksil asetat, (Z)-3-heksenil asetat, heksan-1-ol, (E) -3-
heksen-1-ol, (Z)-3-heksen-1-ol ve (E)-2-heksen-1-ol ve benzerleri sizma zeytinyaginda

bulunan diger bilesikler arasindadir (Cizelge 2.8).

Cizelge 2.8 Farkli lezzet profillerine sahip sizma zeytinyaginin aromasina katki saglayan
odorantlar (Boskou vd. 2006)

Bilesik Koku ac¢iklamasi Bilesik Koku a¢iklamasi

3-Metilbiitanal Malt gibi (2)-3-Nonenal Yagimsi

Etil-2- Malt gibi Nonanal Sabun, portakal

metilpropanoat gibi

(z)-3-Hekzenal Yesil ,elma gibi 2-feniletanol Tatli, bal gibi

Hekzanal Yesil ¢cimensi Etil Meyvemsi
siklohekzanoat

Etil-2-metil- Meyvemsi (2)-2-nonanal Yagimsi

biitanoat

(E)-2-Hekzenal Yesil, acims1 (E,Z)-2-6- Huyar gibi
Nonadienal

(2)-3-Hekzenol Yesil yaprak (E)-2-Nonenal yagimsi

Heptanal yagimsi 2,4-Nonadienal kizartilmig
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Cizelge 2.8 Farkli lezzet profillerine sahip sizma zeytinyaginin aromasina katki saglayan
odorantlar (Boskou vd. 2006) (devam)

Bilesik Koku a¢iklamasi Bilesik Koku a¢iklamasi
1-okten-3-one Mantarimsi,taoprakli | Dekanal Sabun, portakal
gibi

Oktanal Sabun, portakal gibi | (E,E)-2,4- Kizartilmisg
Nonadienal

(2)-3-Heksenil Meyvemsi 2-Dekenal Yagimsi

asetat

Feniilasetaldehit Tatli, bal gibi (E)-2-Dekenal yagimsi

(E)-2-Oktenal yagimsi 2,4-Dekadinal Kizartilmisg

Guaiakol yanmisg (E,E)-2,4- Kizartilmig
dekadienal

Etilfuran Tatli, yesil Dekenal Metal

1-penten-3-one Keskin, act Trideken Act

2.8.3.2.5 Pigmentler

Sizma zeytinyaginda bulunan pigmentler, yesil veya sar1 renginin temelidir. Bu
pigmentler genellikle feofitin (a ve b) formunda bulunan klorofil ve lutein ve [3-karoten
olarak bulunan karotenoidlerdir. klorofil, heofitin A ve B formunda bulunur. Pheophytin
A en ¢ok sizma zeytinyaginda bulunur (Gandul-Rojas ve Minguez-Mosquera 1996,
Psomiadou ve Tsimidou 2001). Sizma zeytinyaginin diger bilesenleri gibi, pigmentlerin
igerigi de belirli parametrelerden etkilenebilir. Bu nedenle pigmentlerin konsantrasyonu
onemli 6lgiide iklim kosullarina, hasat zamanina ve c¢eside bagli olabilir (Cristina ve
valentina 2017) Sizma zeytinyaginda bulunan karotenoidler, violaksantin, neoksantin,
luteoksantin, antheraksantin, mutoksantin ve B gibi bazi ksantofilleri igerebilir. -
kriptoksantin (Boskou vd, 2006).

2.8.3.2.6 Fenolik bilesenler

Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak bulunan kompleks bilesiklerdir. Fenolik

bilesikler, bitki dokularindan ikincil metabolitlerin bir sinifin1 olusturur. Bu bitkiye 6zgii
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bilesikler genellikle sikimik asit yolunda I-fenilalanin ve I-tirozinden sentezlenir. Sizma
zeytinyagl, fenolik bilesiklerdeki zenginligi ile diger yaglardan ayrilmaktadir. Bu fenolik
bilesikler, tiketimiyle iliskili ¢esitli faydalardan kismen sorumludur. Sizma zeytinyagi,
fenolik asitler, fenolik alkoller, hidroksi-izokromanlar, flavonoidler, sekoiridoidler ve
lignanlar1 igeren farkli smiflarda fenolik bilesik icerir (Servili vd. 2004). Fenolik
bilesikler, sizma zeytinin acilik, keskinlik ve burukluk gibi duyusal 6zelliklerine katkida
bulunmaktadir (Bendini vd. 2007). Feniolik bilesikler ¢evrelerindeki diger bilesiklerle
yiiksek reaktiviteye sahiptirler, proteinler, lipidler ve karbonhidratlar ile bag
olusturabilirler (Palafox-carlos vd. 2011). Fenolik bilesiklerin bu reaktif 6zellikleri,
bitkileri UV radyasyonuna, patojen istilalarina, mantarlara, bakterilere ve viriislere karsi
korumada 6nemli bir rol oynamalarini saglar (Denny ve Buttriss 2007). Antioksidan
ozellikleri nedeniyle oksidasyonu engeller veya geciktirirler. Zeytinyaginin renk, acilik

ve aroma ve tat gibi duyusal 6zelliklerini etkilerler.

Zeytinyaginda en iyi bilinen fenolik bilesik hidroksitirozoldiir. Hidroksitirozol (HT),
molekiiler agirhgi 154,16 g/mol olan ve feniletil-alkol yapili amfipatik bir fenoldiir.
Ayrica International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) tarafindan 3,4-
dihydroxyphenolethanol (DOPET) veya 3,4-dihidroksiphenolethanol (3,4-DHPEA) veya
4-(2-Hidroxyethyl)-1,2-benzenediol olarak da adlandirilir (Robles-Almazan vd. 2017).
HT, antioksidan 6zelliklere sahip fenolik bir bilesiktir. Zeytin yapragi ve yagda bulunan
dogal bir bilesiktir. Hidroksitirozoliin besin kaynagi esas olarak sizma zeytinyagidir.
Hidroksitirozoliin kokeni, zeytinlerin olgunlagsmasi ve depolanmasi sirasinda meydana
gelen oleuropeinin hidrolizidir (Charoenprasert ve mitchell 2012). Sizma zeytinyagdaki
cogu fenolik bilesik gibi, hidroksitirosol icerigi de yagin yeri, tiri, kalitesi ve
ekstraksiyon islemine bagli olarak degisebilir (Romero vd. 2004). Bu bilesik, insan
saglig1 lizerindeki yararl etkileri ile bilinir ve yiiksek biyoyararlanima sahiptir. Bu
biyoyararlanim, HT ve metabolitlerinin bobreklerde ve karacigerde birikmesinin yani sira
kaslar, testisler, karaciger ve beyin gibi dokularda (HT kan-beyin bariyerini gegebilir) ¢ok
iyi dagilim kapasitelerine sahip olmasini saglmaktadir (D'Angelo vd. 2001). Antioksidan
etkilerinin yani sira antiinflamatuar etkileri de vardir (Reis vd. 2018) ve kardiyoprotektif,
immiinomodiilator, sitoprotektif, noroprotektif ve kemoprotektif bir ajan olarak kabul

edilir. Sizma zeytinyaginda bulunan hidroksitirosol antikanser gorevi gorebilir. HT,
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meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltir (MCF-7) (Chimento vd. 2014). HT, kolon

ve prostat tiroid kanseri hiicreleri tizerinde etkinlik gostermistir.

1. Benzoik ve Tiirevler asitler

3,4-dihidroksibenzoik asit

Vanilik asit Gallik asit
(0] o o
O (0]
OHuo on 0 on"? on
OH OH
- HO HO HO HO
OH OH o o OH

p-hidroksibenzoik asit Gentisik asit siringik asit

‘2. Sinnamik asit tiirevleri

Ferulik asit
P-kumarik asit

™ It I HO OH it it
O Cl1
=

HO HO HO o
0-kumarik asit

Kafeik asit Sinapinic acid

3. Fenil etil alkoller 4. Flavonoitler 5. Hidroksi-izokromanlar

Hidroksitirozol O OR 1-fenil-6,7-dihidroksi-izokroman
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: ~_OH on MO O Q OH O OH
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Sekil 2.22 Sizma Zeytinyaginda Tanimlanan Fenolik Bilesiklerin cesitleri ve Kimyasal
Yapilar1 (Bendini vd. 2007, Muhammad vd. 2017).
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2.8.4 Fenolik bilesiklerin bagirsaklardan emilimi

Bazi fenolik bilesiklerin bagirsak sisteminden emilimi dogrudan ger¢eklesmez. Bilimsel
literatiir, diyetteki fenolik bilesiklerin cogunun gastrik kosullar altinda stabil oldugu ve
dogrudan emilebilecegi, metabolize edilebilecegi ve hedef dokulara dagitilabilecegi veya
kolon bakterileri tarafindan biyotransformasyonuna devam edilebilecegi bagirsaklara
ulastig1 fikrini desteklemektedir. Bu bilesikler bagirsak duvarinda birikir ve bagirsak
duvarimi oksidatif strese ve bazi patojenik bakterilere karsi korumada 6nemli bir rol
oynayabilir. Digerleri ise bagirsak duvari seviyesinde kolaylikla asimile olmaktadir.
Sizma zeytinyaginin fenolik bilesiklerinin bagirsaklardaki biyoyararlanimi belirsizligini
koruyor. Bir¢ok arastirma, sizma zeytinyagindaki polifenollerin biiyiik Olciide ince
bagirsakta emildigini gostermistir (Casas vd. 2001, Vissers vd. 2002). Hidroksitirosol ve
tirosol gibi polar bilesikler bagirsaklarda kolaylikla emilir veya diger elementlerle
birleserek onlar1 daha aktif hale getirmektedir. Boylelikle metilasyona, siilfasyona veya
glukuronidasyona ugrayabilirler (Visioli vd. 2000). Sekoiridoidler gibi bazi fenolik
komplekslerin mide kosullar1 altinda nispeten stabil oldugu ve bagirsak duvarindan
kolaylikla emildigi gosterilmistir (Pinto vd. 2011). Bagirsaklarda bir¢ok fenolik bilesik
dontistiiriilmesine ragmen, digerleri bagirsaklara herhangi bir modifikasyon olmadan
ulasir, bu durum oleuropein glikozitlerde oldugu gibidir (Deiana vd. 2018). Yutulan
polifenoller, 6zellikle diskida bulunan toksinlerin irettigi serbest radikalleri ortadan
kaldirarak anti-serbest radikal bir rol oynayabilecekleri kolon duvari seviyesinde) birikir
(Corona vd. 2009 , Manna vd. 2000). Bagirsak limeninde sizma zeytinyaginin fenolik
bilesiklerinin varligy, iltthaplanma riskini ve bagirsak lipidlerinin oksidatif bozuklugunu

azaltabilmektedir (Incani vd. 2016).

Kronik kolit lizerinde Evoo ile diyet takviyesinin bagirsak iltthabindan koruyucu etkileri
sahip oldugu bildirilmistir (Sanchez-Fidalgo vd. 2012). Kronik kolit ve bagirsak
mukozasinin kronik ve tekrarlayan iltihab ile karakterizedir. Sizma zeytinyagi agisindan
zengin bir diyet, siklooksijenaz (COX)-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS)
asirt ekspresyonunu azaltarak DSS'min neden oldugu kronik kolitte dnemli koruyucu
etkilere neden olmustur. Sizma zeytinyagi, p38 MAPK'nin asag: regiilasyonu yoluyla

sitokinleri modiile eder ve bu nedenle iilseratif kolit tedavisi i¢in fonksiyonel bir gida
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yarar1 olarak kabul edilir. S1izma zeytinyaginin bagirsak mukozasi tizerindeki bu faydali
etkileri, sizma zeytinyaginda bulunan biyoaktif bilesiklerin, 6zellikle fenolik bilesiklerin,

bagirsaklara ulagmadan emilmedigini yeterince kanitlamaktadir.

2.8.5 Sizma zeytinyag ve diger zeytinyaglarin biyolojik etkileri

Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan arastirmalar, sizma zeytinyagindaki fenolik
bilesiklerin, kanser ve bazi norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere belirli
hastaliklara kars1 koruyucu etki gosterebilen 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu
gostermigtir. Sizma zeytinyaginin bu hastaliklart 6nleyici etkisinin, antioksidan
molekiiller icermesiyle baglantili oldugu sdylenmektedir. Cicerale vd (2010) tarafindan
yapilan bir arastirmaya gore, zeytinyagindaki fenolik bilesikler, lipoprotein plazma,
oksidasyonu, DNA'ya oksidatif hasar, inflamasyon belirtecleri ve oksidasyon belirtecleri
gibi faydali etkilere sahiptir.

2.8.5.1 Antioksidan etkileri

S1zma zeytinyagindaki fenolik bilesikleri, in vivo ve in vitro olarak potansiyel antioksidan
aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen maddeler; hidroksitirosol (HT), tirosol ve
sekoiridoidlerdir (oleuropein ve ligstrosid) (Tripoli vd. 2005). Bu nedenle, EVOO'larin
potansiyel antioksidan ve radikal temizleme etkileri, reaktif oksijen radikallerinden gelen
hasara karst1 koruma saglayan sizma zeytinyagi numunelerinde bulunan fenolik
bilesiklerin yiiksek seviyelerine baglanabilir. Sizma zeytinyagi, yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip bir¢ok fenolik bilesik icermekte olup, icerdigi c¢esitli bilesenlerinin
oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin oldugu farkli hiicre hatlar1 ile yapilan
calismalarla ortaya konulmustur. Zeytinyag: temelli bir diyetin, notrofil hiicrelerini ve
siklooksijenaz-2 protein ekspresyonunu baskilayarak enflamasyonu azaltmasi ve redoks
dengesinin uyarilmas: yoluyla farelerde yara iyilesmesini indiikledigi gosterilmistir
(Saguie ve Costa 2019). Ayrica yapilan bir bagka arastirmada da, zeytinyagimin toplam
fenolik fraksiyonu, esas olarak GSH'yi ve katalitik alt birimini artirarak HepG2 hiicre
hatlarinin redoks profilini 1yilestirdigi gosterilmistir (Kouka vd. 2018). Bagirsak

hiicrelerinin sizma zeytinyaginin fenolik Oziitleri ile Onceden inkiibasyonunun,
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terbutilhidroperoksiti ve oksisteroliin neden oldugu oksidatif stresi (ROS {tiretimi, GSH
tikenmesi) ve pro-enflamatuarlarin serbest birakilmasini 6nemli Olgiide azalttigi
gosterilmistir (Incani vd. 2016, Serra vd. 2018). Zeytinyagi Oziitlerinin insan
keratinositlerinde mitokondriyal membran potansiyeli artirilmasi ile ATP {iretimi igin
mitokondriyal gradyanlar1 koruyarak hiicre canliligin1 artirarak mitokondriyal islevlerini
iyilestirip oksidatif hasar1 hafiflettigi de gosterilmistir  (Yazihan vd. 2020).
Zeytinyagindan elde edilen bilesikler (a-tokoferol, y-tokoferol ve oleik asit), BV-2
mikroglial hiicrelerde mitokondriyal ve peroksizomal disfonksiyon ile iliskili 7-
ketokolesteroliin (7KC) neden oldugu yan etkileri de azalttig1 rapor edilmistir (Debbabi
vd. 2016).

2.8.5.2 Antibakteriyal etkileri

Fenolik bilesikler bakimindan zengin birgok dogal iriin gibi zeytinyagmin da
antibakteriyel aktiviteye sahip olduguna inanilmaktadir. Fenolik bilesikler, bakterilerin
dis zarinda hasara neden olabilir, bu da protonlara ve potasyum iyonlarina kars1 artan zar
gecirgenligine, hiicre i¢i ATP depolarinin azalmasina, proton itici giiciin bozulmasina ve
hiicre i¢i proteinlerin denatiirasyonuna neden olabilir (Amarti vd. 2008). Guo vd. (2020)
tarafindan yapilan bir arastirmaya gore, zeytinyagi polifenol ekstraktlar, ATP
konsantrasyonunu azaltarak, zarin depolarizasyonuna ve bakteriyel protein igerigini
azaltarak Salmonella Typhimurium ve Staphylococcus aureus bakteri suslari iizerinde etki
etmektedir. Ayni sekilde, fenolik bilesikler bakimindan zengin zeytinyagi 6zleri, tig farkll
Helicobacter pylori susu iizerinde antibakteriyel aktivite gostermistir (Romero vd. 2007)
. Karaosmanoglu vd. (2010) tarafindan yapilan bir aragtirmaya gére Erkence, Memecik
ve Nizip sizma zeytinyagi ¢esitleri Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes ve
Salmonella Enteritidis suslar1 iizerinde antibakteriyel etki gostermistir.Yaralara
zeytinyagl ve limon kremasi karigiminin siiriilmesinden olusan, yaralarin tedavisinde
Tiirkiye'de bir bolge halkinin kullandig1 geleneksel bir yontem, bakteri suslar1 iizerinde
in vitro olarak test edilmistir. Tek basmna kullanilan zeytinyaginin, krema ile
karistirildiginda daha etkili davrandigi bu ¢aligmadan ortaya ¢ikmaktadir (Sumer vd.
2013).
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2.8.5.3 Antikanser etkileri

S1zma zeytinyagi 6zleri ¢esitli kanser (meme kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri vb.)
hiicre hatlarinin {lizerine etki gosterdigini rapor edilmistir (Fezai vd. 2013, Battino vd.
2019, Reboredo-Rodriguez vd. 2018). Sizma zeytinyginin ekstrakti, hiicre donglistinii
bloke ederek T24 ve 5637 insan mesane kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve
klonojenik kapasitesini doza bagimli bir sekilde dnemli Ol¢iide inhibe etmistir. Ayni
calismada sizma zeytinyaginin kemoterapi ilaglar1 ile kombinasyonunun mesane kanseri
hiicrelerinde kemoterapi toksisitesini azalttigi gosterilmistir (Coccia vd. 2016). Sizma
zeytinyaginda bulunan fenolik bilesikler, kanser 6nleyici etkileri ile bilinir. Antioksidan
giicleri sayesinde fenolik bilesikler, hiicresel DNA'daki oksidatif hasari azaltabilir,
bdylece viicutta kanser gelisme riskini dnleyebilir. Hidroksitirosol, tirosol ve oleuropein,
sizma zeytinyaginda bulunan fenolik bilesiklerdir. Hidroksitirosol, hiicre 6liimiine dahil
olan genlerin transkripsiyonunu etkileyerek insan kolon adenokarsinom hiicreleri
tizerinde antikanser aktiviteleri uygular ve kaspaz-3'ii aktive eder (Mateos ve vd. 2013).
Hidroksitirosol ayrica epidermal biiylime faktorii (EGFR) ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynayabilir ve kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
edebilir (Terzuoli vd. 2016). Hidroksitirosoliin, gesitli tiimor tiirlerinde hiicre dongisii
durmasina ve apoptoza neden olarak kanser proliferasyonunu inhibe edebildigi
gosterilmistir (Li vd. 2014). Hidroksitirosoliin esterlestirilmis bir formu olan Oleuropein,
zeytinyagindaki ana bilesiklerden biridir. Oleuropein, kanser, oksidatif stres, iltihaplanma
ile viral ve bakteriyel enfeksiyonlar iizerinde ¢esitli farmakolojik aktiviteler ve faydal
etkiler gostermistir. Hamdi ve Castellon (2005) tarafindan yapilan bir arastirma,
oleuropeinin, kolon kanseri hiicrelerinde, bunlarin ¢ogalmasin1 doza bagl bir sekilde
inhibe ederek aktin filamentlerini kirabildigini gostermistir. Benzer sekilde, oleuropein
ile kendiliginden tlimorler gelistiren siganlarin gavajini, gavajdan 9-12 giin sonra tiimdriin

gerilemesi izlemistir.

2.8.5.4 Kalp-damar hastaliklari iizerindeki etkileri

Akdeniz diyeti insan sagligina olan faydalar ile bilinmektedir. Cok sayida ¢aligma, sizma

zeytinyagindaki polifenollerin kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesindeki dnemini
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gostermistir (Khurana vd. 2013, Nocella vd. 2018). Akdeniz halklarinda diisiik bir kalp-
damar hastalik prevalansi bildirilmistir (Guasch-Ferré vd. 2014). Hidroksitirol ve
oleuropein sizma zeytinyaginda bulunan bilesiklerdir, bu bilesikler LDL oksidasyonunu
ve trombosit agregasyonunu ve ayrica ateroskleroz gelisiminde rol oynayan birgok
faktorii inhibe eder ( Warleta vd. 2011). Sizma zeytinyaginda bulunan hidroksitirosol, bir
insan aort endotel hiicresinde E-selektin, P-selektin, hiicre i¢i adezyon molekiilleri,
vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri gibi farkli adezyon molekiillerinin salgilanmasini
azaltabilir. Bu nedenle hidroksitirosol, endotel hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu,
kan kilcal damarlarinin tikanmasi ve kardiyak fonksiyonlarda yer alan aort ve kalp
dokularindaki belirli proteinlerin ekspresyonunu diizenleyerek koruyucu bir rol oynar (
Catalan vd. 2015, Catalan vd. 2016 ). Sizma zeytinyag: takviyesinin, kontrol grubuna
kiyasla deneklerde oOkiiz-LDL igerigini azalttigi bildirilmistir. Sizma zeytinyag: ile
zenginlestirilmis bir diyet, yiiksek kardiyovaskiiler risk altindaki kisilerde LDL
fonksiyonunu, kolesterol akis kapasitesini, metabolizmay1 ve vazodilator kapasitesini
gelistirir. S1zma zeytinyag tiikketimi, yiiksek kardiyovaskiiler risk tasiyan bazi kisilerde
kan basinci degerlerini diisiiriir (Davis vd. 2017). S1zma zeytinyag1 endotel fonksiyonunu
tyilestirir ve ateroskleroz olusumunu onler. Sizma zeytinyaginin, LDL oksidasyonunda
yer alan aterosklerozla iliskili genlerin ekspresyonunu modiile ettigi bildirilmistir
(Nocellavd. 2018). Damar sertligi ile baglantili enflamatuar belirteglerin konsantrasyonu,
sizma zeytinyagi tiiketicilerinde disiiktlir. Bu, sizma zeytinyaginin Akdeniz

popiilasyonlarindaki kalbi koruyucu roliinii agiklayabilir.

2.8.5.5 Anti-diyabetik etkileri

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, sizma zeytinyaginin diyabet dahil bir¢cok hastaligin
Oonlenmesinde Onemli bir rol oynadigini bildirmistir. Sizma zeytinyagi, belirli
karbonhidrat hidrolize edici enzimleri inhibe eden fenolik bilesikleri sayesinde
antidiyabetik etkilere sahiptir (Loizzo vd. 2017). Zeytinyagimin fenolik bilesikleri bu
enzimleri inhibe ederek kan sekerinin ylikselmesini engeller. Karbohidrat hidrolize edici
enzimlerin inhibisyonu, diyabet tedavisinde yaygin bir stratejidir. Ispanyol sizma
zeytinyagi cesitleri (Arbequina, Picual, Cuquillo, Cornicabra, Hojiblanca) iizerinde yakin

zamanda yiriitiilen bir ¢alisma, a-glukosidaz ve a-amilaz aktivitesini inhibe ederek
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onemli bir hipoglisemik etki gostermistir (Collado- Gonzalez vd. 2017). Zeytinyaginda
bulunan ¢ok aktif fenolik bilesiklerden biri olan hidroksitirosol, potansiyel bir a-
glukosidaz inhibitoriidiir (Hdrich vd. 2015). Diyabetik fareler iizerinde yapilan in-vivo
caligmalar, sizma zeytinyagi tiiketiminin kan sekerini diisilirdiigiinii ve B hiicreleri
tarafindan salgilanan insiilin duyarliligini artirdigini gostermistir. Ek olarak, sizma
zeytinyagi diyetleri B hiicre apoptozunu azaltti,  hiicre sayisini artirdi ve adacik glikoz
metabolizmasini ve glikoz kaynakli insiilin sekresyonunu normallestirmistir (Jurado-Ruiz
vd. 2019). Ek olarak, Brava Gallega cesidi (Ispanya) iizerinde yapilan bir arastirma, bu
gesit sizma zeytinyaginin a-glukosidazi etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir.
Brava Gallega sizma zeytinyaglarinin fenol bakimindan zengin 6zlerinin (143—177 pg
kuru ekstrakt/mL), bu enzimi inhibe etmede, genellikle erken baslangi¢li diyabetin klinik
yonetimi uygulanan ila¢ akarbozundan (ICso degeri 356 ng/mL) 6nemli 6l¢iide daha etkili
oldugu gozlemlenmistir. (Reboredo-Rodriguez vd. 2020) . Sizma zeytinyagmin bu
inhibitdr etkileri, flavonoidler yani luteolin ve apigenin agisindan zengin bilesiminin, a-
glukosidaz inhibitdrleri olarak diyabet tedavisinde olumlu etkilere sahip olmasindan

kaynaklanmaktadir (Reboredo-Rodriguez vd. 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Sizma zeytinyag ornekleri

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan s1zma zeytinyag drnekleri (Izmir sofralik, Ayvalik,
Tavsan yiiregi, Kilis yaglik, Memecik) Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde iiretilmektedir.
Tavsan yliregi sizma zeytinyagi; Zeytin Akademi (Antalya), Memecik sizma zeytinyagi;
Tuay Gida (Mugla), Izmir sofralik sizma zeytinyagi, Hedef Ziraat (Izmir), Kilis yaglk
sizma zeytinyagl; Fersis Gida (Kilis) ve Ayvalik sizma zeytinyagi; Buta ASS0S
(Canakkale) firmalarindan Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri

Boliimiinden Prof. Dr. Miicahit Taha Ozkaya tarafindan temin edilmistir.

T'»vg AN

YERFG i

POLYPHENDL
RICH

Sekil 3.1 Sizma zeytinyagi 6rnekleri
KY: Kilis yaglik, IS: Izmir sofralik, TY: Tavsan yiiregi, AY: Ayvalik, MC: Memecik,
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3.1.2 Kullanilan materyal ve cihazlar

Tez kapsaminda asagidaki materyal ve cihazlar kullanilmistir.
¢ Hassas Terazi (Mettler Toledo)

¢ Manyetik Karistiric

s Tek ve ¢ok kanall1 Otomatik Pipetler (Eppendorf)
¢ Yiiksek Devirli Sogutmali Santrifiij(Sigma)
+«» Vorteks(Labnet)

s+ Spektrofotometre (Biochrom, lira)

+¢ Derin Dondurucu

¢ Buzdolabi

s Etiv

% Rotari evaporator (Biichi, R-3),

¢ Homojenizator

% Otoklav

% PH metre (Hanna)

% Inkiibator (Sanyo)

++ Cerrahi aspirator (Elmaslar)

¢ Sicak su banyosu (Memmert)

¢+ Mikroplaka okuyucusu (Biotek)

¢ Saf su cihaz1 (Millipore)

% Biyogiivenlik kabini (Mikrotest)

3.1.3 Kullanilan kimyasal maddeler

Tez ¢alismamiz kapsaminda AICl3, NaNO2, Metanol, Etanol, Folin- Ciocalteau, Na>COs,
NaOH, gallik asit, kersetin, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), ABTS, EDTA ,
(NH4)2S04 (Merck), bakir siilfat (CuSO4 5H,0), NaCl (Merck), NADPH (Sigma), DL-
gliseralaldehit (Sigma), KH2PO4 (Sigma), K2HPO4 (Sigma), sodyum tartarat (KNa
C4H4O06, 4H20), nitroblue tetrazolyum, ksantin, ksantin oksidaz, Tris-HCI tamponu,
potasyum klortir, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), terbiitilhidroperoksit, ditiyotreitol,
s1gir serum albiimini (BSA) (Sigma), Li2SO4. DL-gliseraldehit, L-glutamin, RPMI-1640,
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Tripsin/EDTA, penisilin/streptomisin, propidium iodide, MTT Sigma-Aldrich, kristal
viyole, etanol, metanol, kloroform Merck, fetal bovin serum (FBS), fosfat tamponlu salin
(PBS)

3.2 Yontem

Radikal
.
dEP.ngd

' |
DPPH ABTS

Biyolojik deneyleri

Hiicre komayuen

Sekil 3.2 Tez siirecinde yiiriitiilen ¢alismalarin yontemsel akis semasi

KY: Kilis yaglik, iS: izmir sofralik, TY: Tavsan yiiregi, AY: Ayvalik, MC: Memecik, SOD: siiperoksit
dismutaz, GPX: Glutatyon peroksidaz, GST: Glutatyon-S-Transferaz, AR: Aldoz rediiktaz.

3.2.1 Sizma zeytinyagi orneklerin ekstraksiyonu

Sizma zeytinyagi orneklerinin fenolik fraksyonlari, Reboredo-Rodriguez vd. (2018)
tarafindan belirlenen yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu yontemde, her bir sizma

zeytinyagi orneginden ekstraksiyon igin 10 gr tartilmis ve steril bir tiipe aktarilmustir.
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Sizma zeytinyagi i¢eren tiiplere, 5 mL MeOH:H20 (80:20, v/v) karisimi ilave edilmistir.
Tiipler 3 dakika boyunca vorteks yardimiyla kuvvetlice ¢alkalanmistir. Son olarak, 25
dakika 4800 rpm'de santrifiijlenerek ayrisan MeOH:H>O fazlar1 toplanmistir. Bu islem
her bir sizma zeytinyagi Ornegi i¢in iic kez tekrarlanmistir. Daha sonra toplanan {i¢
metanolik faz bir balon iginde birlestirilmis ve metanol kismi 54°C’de uygun basing
altinda (337 mBar) rotary evaporator (Biichi, R-3) kullanarak uzaklastirilmistir.
Evaporasyon islemi sonrasinda elde edilen kuru ekstreler tartilmis ve %80 metanol
kullanilarak 5 mg/mL konsantrasyondaki stok konsantrasyonlar hazirlanmistir. Elde
edilen stok konsantrasyonlar daha sonra deneylerde kullanilincaya kadar -20 °C'de

saklanmistir.

Zeytinyag + Metanol 2.80

1 —

Voteksleme ve caklama

X2

w

Santrifiijleme
4800 rpm, 25 dk

/ [ Metanol % 80

Metanclik faz

!

Gozeli Evaporasyonu

l

Kuru érnek

Sekil 3.3 Sizma zeytinyag1 6rneklerin fenolik fraksyonlarinin elde edilmesi (Reboredo-
Rodriguez vd. 2018)
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Metanolik faz

Pellet

Sekil 3.4 Sizma zeytinyaglarin fenolik fraksyonlarin ekstrasyon gorselleri

Kuru ornekler elde edildikten sonra her sizma zeytinyagi 6rnegi i¢in ekstraksyon

verimliligi (EV) asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Kuru ornek agirliligi
EV(%) = srTs

Sivi 6rnek agirlig

3.2.2 Sizma zeytinyagi érneklerinin fenolik icerik tayini

Si1zma zeytinyag1 6rneklerinin toplam fenolik igerik tayini i¢in, 100 puL hidrometanolik
sizma zeytinyagi o6rnegi (0,25; 0,5; 1; 2 ve 5Smg/mL) ve standart gallik asit ¢ozeltilerine
100 uL Folin-Ciocalteau reaktifi eklenmis, vorteksleme islemi sornasinda karanlik

ortdamda 3 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 500 ul % 6 (v/v) sodyum karbonat ilave
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edilmistir. 5 dakika inkiibasyon sonrasinda reaksiyon karisimi karistirtlmis ve distile su
ilavesi ile reaksiyon hacmi 2 mL'ye tamamlanmistir. 2 saat inkiibasyondan sonra
reaksiyon karigiminin absorbansit kore (distile su) karst 725 nm dalga boyunda
spektrofotometre kullanilarak oOlg¢lilmiistiir. Sizma zeytinyagi Orneklerinde bulunan
toplam fenolik bilesikler, 0,3; 0,150 ; 0,75 ; 0,0375 ve 0,01875 mg/mL
konsantrasyonlardaki standart gallik asit ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon egrisi
kullanilarak belirlenmistir. Sizma zeytinyag1 6rneklerinin toplam fenolik igerikleri, gram

yag basina mg gallik asit esdegeri (mgGAE/g) olarak ifade edilmistir.

3.2.3 Sizma zeytinyag 6rneklerinin flavonoid madde icerik tayini

Sizma zeytinyagi orneklerinin toplam favonoid igerigi, Huang vd. (2020) tarafindan
aciklanan yonteme gore belirlenmistir. Bu yonteme gore, 100 uL NaNO> (% 5) ve 100
uL AICI3 (% 10), farkli konsantrasyonlarda 100 pL sizma zeytinyagi 6rnegi (0,25; 0,5; 1;
2 ve 5mg/mL) ve kuersetin standart ¢ozeltilerine eklenmistir. 10 dakikalik inkiibasyondan
sonra, reaksiyon karisimina 2 mL NaOH (%4) eklenerek test tiipleri karigtirilmistir.
Reaksiyon karigiminin absorbansi kore karst 415 nm'de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. S1izma zeytinyagi orneklerinin toplam flavonoid igerikleri gram yag basina

mg Kuersetin esdegeri (mgQEq/g) olarak ifade edilmistir.

3.2.4 Sizma zeytinyagi 6rneklerinin radikal temizlemesine etkilerinin analizi

3.2.4.1 DPPH aktivitesi

Sizma zeytinyaginin radikal temizleme aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikal siiplirme yontemi kullanilarak belirlenmistir (Blois 1958). Kisaca, 5 mg DPPH
100 mL etanol icinde ¢ozilmiistiir. Karistmi 1 saat boyunca siseye balik atip
karistilacaktir. DPPH stok soliisyonu, analizden 6nce 517 nm'de 0.990 absorbansa etanol
ile seyreltilerek yaklasmasi saglanmistir. Her bir test tiipiinde, farkli konsantrasyonlarda
100 uL sizma zeytinyagi (0,25; 0,5; 1; 2 ve 4 mg/mL) veya Gallik asit, 1,4 mL DPPH ile

karistirthip ve 1 dakika calkalanmistir. Test tiipleri alliminyum fo6lyo ile kapatilip ve
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karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Her ¢ozeltinin absorbansi, spektrofotometre
kullanilarak metanol (%80) ile hazirlanan kor reaktife karst 517 nm'de olgiilmiistiir.

Deneyler ii¢ kez tekrarlanmustir.

Ac — As

%RSA = * 100

Ac= kontrol absorbans degeri
As= 6rnek absorbans degeri
RSA (%) = radikal siiptirme aktivitesi

3.2.4.2 ABTS aktivitesi

ABTS radikal siipiirme aktivitesi (Wu vd. 2017, Huang vd. 2017) tarafindan agiklanan
yonteme gore belirlenmistir. ABTS, 1: 1 hacim oraninda potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile
karistirilip ve oda sicakliginda karanlikta 12 ~ 16 saat siireyle inkiibe edilerek bir radikal
katyon stok ¢ozeltisi (ABTS ) olusturulmustur. ABTS ™ stok soliisyonu, analizden 6nce
734 nm'de 0,700 (+ 0,020) absorbansa etanol ile seyreltilmistir. Daha sonra farkli
konsantrasyonlarda 100 pL sizma zeytinyagi 6rnegi (0,125; 0,25; 0,5; 0,75 ve 1mg/mL),
1400 uL ABTS - + stok soliisyonuyla karigtirild1 ve 10 dakika sonra 734 nm'de absorbans

kaydedilmistir. Trolox standart olarak kullanilmistir. Deneyler ti¢ kez tekralanmustir.
% RSA =[(Ac-As)/Ac]*100
Ac = kontrol abzorbans degeri
As = ornek Absorbans degeri

%RSA = Radikal stipiirme aktivitesi

3.25 Sizma zeytinyagr ornelerinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine
etkilerinin belirlenmesi

3.2.5.1 Sitozol izolazyonu

Glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin

aktivitelerinin tayini ic¢in sigir karacigerinden elde edilen homojenat kullanilmigtir.
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Karaciger dokusunun agirliginin iki kati kadar, 0,15 M potasyum Kloriir, 1 mM EDTA ve
1 mM ditiyotreitol iceren 10 mM’lik potasyum fosfat tamponu (pH=7,0) eklenmistir.
Daha sonra, doku homojenizat6r yardimiyla karistrilip homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat +4°C, 10,000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplerde
olusan siipernatan alinip temiz tiiplere aktarildi. Elde edilen siipernatan ikinci kez +4 °C,
30,000 x g’de 60 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatan
enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak amaciyla ependorf tiipler igerisinde -80 °C’de
muhafaza edilmistir (Yildirim vd. 2014).

3.2.5.2 Protein tayini

Lowry metodunda, protein standardi olarak 1 mg/mL sigir serum albumini (BSA)
¢ozeltisinden faydalanilmis ve 0,1-1 mg/mL araliinda BSA ¢d6zeltileri hazirlanmistir.
Kullanilan Lowry reaktifi; A (%2 Na2CO3, 0.1N NaOH), B (%1 CuSO4.5H,0) ve C (%2
Na-K tartarat) tamponlarinin sirayla 100:1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanmistir.
Folin-Ciocalteu reaktifi ise 1:1 oraninda distile su igerisinde hazirlanmistir. Sigir
karacigerden elde edilen sitozolun protein tayini i¢in 500 pL Kor (sadece saf su), standart
protein ¢ozeltileri (BSA) ve sizma zeytinyagi ornekleri igeren tiiplere 2,5 mL Lowry
reaktifi eklenerek iyice karistirilmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Bu siire sonunda tiim deney tiiplerine 0.25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek iyice
karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Deney asagidaki Cizelge’ye

gore yapilmustir:

Cizelge 3.1 Deney tiiplerinin dolum tablosu

BSA konsantrasyonu (mg/mL) | Distile su | Protein Lowry Folin reaktifi
reaktifi

Kor 500 puL - 2.5mL 250 uL
0,1 - 500 uL I I

0,15 - I I I

0,2 - I I I

0,5 - I I I

1 - I I I
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Cesitli tliplerde bulunan soliisyon karigimlarinin absorbanslar1 660 nm'de okunmustur.

3.2.5.3 Sizma zeytinyag 6rneklerinin siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi
iizerine etkilerinin analizi

Zeytinyag1 orneklerinin SOD enzim aktivitesi iizerine olan etkileri, Geller ve Winge
(1984) tarafindan belirlenen yontem kullanilarak Kinetik olarak belirlenmistir. Reaksiyon
karigimi (1 mL), 200 mM NaCOs tamponu (pH 10.0), enzim kaynagi sitozol, 12,5 mM
nitroblue tetrazolyum(NBT), 0,3 mM ksantin, 0,28 U / mL ksantin oksidaz ve Kuersetin
sizma zeytinyagi drneklerinden (0,25; 0,5; 1; 2 ve 4mg/mL) olusmustur. iki dakika
inkiibasyondan sonra reaksiyon karisiminin absorbansi kinetik olarak spektrofotometre
ile 550 nm'de 5 dakika boyunca takip edilmistir. Deneyler en az {i¢ kez tekrarlanmistir.

Enzim aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

EA(IU/mL) = (ODkér - ODtest) / (ODkor) x (seyreltme faktorii)

3.2.5.4 Sizma zeytinyag: orneklerinin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi
iizerine etkilerinin analizi

Glutatyon peroksidaz deneyi Kristina Radic vd. (2020) tarafindan kullanilan yonteme
gore yapilmistir. Kisaca, 20 pL sitozol, 800 uLL ETDA igeren Tris-HCI tamponu (50mM),
10 pL glutatyon rediiktaz (20unit/mL), 40 pL glutatyon (200mM), 100uL sodyum azid
iceren tamponu (30mM), 10 uL NADPH (10mM) ve 10 pL sizma zeytin yag1 6rnegi veya
Kersetin (0,25; 0,5; 1; 2 ve 4 mg/mL) ile karistirtlmistir. Daha sonra reaksiyon, 10 uL
terbiitilhidroperoksit (30 mM) ilave edilerek baglatilmistir. Absorbans, 5 dakika boyunca
her dakika 340 nm olarak Ol¢lilmiistiir. Absorbans’in diisiis oraninin, 6rnekteki GPx
aktivitesi ile dogru orantili oldugu diistiniilmektedir. Bir birim, 25 © C'de dakikada 1 nmol
NADPH'nin NADP* ‘'ya oksidasyonuna neden olacak enzim miktar1 olarak
tamimlanmistir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Enzim aktivitesi ise deneysel

verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmigtir

EA (IU/mL) = (OD340/dakika) x (1/€340) x (seyreltme faktorii)
€340= NADPH i¢in 340 nm’deki soniimleme katsayisi
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3.2.5.5 Sizma zeytinyagi 6rneklerinin glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesine
etkilerinin analizi

Glutatyon-S-transferaz  aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile GSH
konjugatinin olusum hizi 340 nm'de Slgiilerek test edilmistir (Habig vd. 1981). Reaksiyon
karisimi, 1 mL nihai hacimde sizma zeytinyagi 6rnekleri ve kuersetin (0.25; 0.5; 1; ve 4
mg/mL), sitozol, 20 mM CDNB (ectanol i¢inde) ve 50 mM GSH igeren 0,1 M fosfat
tamponu (pH 6,5) igermistir. Kiivetteki karisimimin absorbansi 2 dakika boyunca 340
nm’de 6clilmistiir. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Enzim aktivitesi (EA) ise

deneysel verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmistir

EA (IU/mL) = (ODss0/dakika) x (1/€340) x (seyreltme faktorii)
€340= CDNB i¢in 340 nm’deki sonlimleme katsayis1

3.2.6 Sizma zeytinyag1 orneklerinin aldoz rediiktaz (AR) aktivitesi iizerine
etkilerinin analizi

Aldoz rediiktaz enzimin aktivitesi belirlemek i¢in dnce sitozolden enzimin izole edilmesi
gerekecektir. AR enzimi izole edildikten sonra enzim lizatinda protein muktar

belirlenmistir.

3.2.6.1 Aldoz rediiktaz izolasyonu

Deneylerde kullanilan AR enzimi sigirin karaciger dokusundan izole edilmistir. Kurban
bayraminda kurban kesme yerlerinden alinan sigir karaciger dokusu, bekletilmeden sivi
azot igerisine konulmus ve enzim izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.
Izolasyon islemi daha &nce optimize edilmis yéntem (Onay 2008, Yildirim vd. 2014)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu metotta, -80°C’de saklanmis karaciger dokusu makas
yardimiyla kiiciik parcalara kesilip 1 mM EDTA ile yikanmis ve karaciger dokusunun ii¢
kati kadar 1 mM EDTA, 50 uM PMSF ¢ozeltisi ilave edilerek homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat +4°C’de, 10,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. %40 doygunluk
icin, elde edilen her 100 mL siipernatant {lizerine 22,6 gr katt amonyum siilfat eklenip 5
dakika manyetik karigtirict yardimiyla karistirilmistir. Daha sonra, +4°C’de, 10,000
rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. %40 doygunluktaki siipernatani %50 doygunluga
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ulastirmak i¢in, elde edilen her 100 mL supernatant tizerine 5,8 gr katt amonyum siilfat
eklenip 5 dakika manyetik karistirici ile karigtinlmistir. Karigtirildiktan sonra tekrar
+4°C’de, 10,000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. %50 doygunluktaki supernatanti
%75 doygunluga ulastirmak amaciyla elde edilen her 100 mL siipernatan tizerine 15,9 gr
kat1 amonyum siilfat eklenip 5 dakika manyetik karigtirici ile karistirilmis ve sonra tekrar
+4°C’de, 10,000 rpm’de 25 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast elde
edilen pellet, 0,05 M sodyum kloriir ile ¢6ziilerek enzim aktivite deneyleri yapilincaya
kadar -80°C’de saklanmustir. Sekil 3.5 aldoz rediiktazin izolasyonundaki farkli agsamalari

Ozetlemektedir.

| SIGIR KARACIGER |

Atalar

1 mbA EDTA ile yvikamir
Kan 4{—

| Klgik pargalar halinde kesilmis doku |

|

| Doku agirbgimin 3 kat kadar 50 p M PMSF icerenlmbd EDTA

| Homojenat |

Santrifij {10,000 xg x 20 dak.ilca:ul

Atalar
1
Samtrifij (10000 xg x 25 dakika), % 40 AS
Atilr

Santrifij (10,000 xg x 25 dakika), %50 A5

Ataler l l
Pellet | Sipernatant |

Santrifdj (10,000 xg x 25 dakika), %75 AS

Anhr

| 5 ml 0.05 M NaCl cézinr |

Sekil 3.5 Sigir karacigerden aldoz rediiktaz enziminin izolasyon basamaklar1 (Kursun vd.
2021)
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0.05 M NaCl
Y

Sekil 3.6 Aldoz rediiktaz izolasyonunda islem goreselleri

A: Karaciger, B: karaciger kesimi, C: kii¢iik parcalar halinde kesilmis karaciger dokusu; D:
Homojenizasyon islemi; E santrifiijlemeden sonra pellet ve siipernatan ayirilmis hali; F: Siipernatan; G:
Pellet; H: Aldoz rediiktaz iceren sitozol.

3.2.6.2 Protein tayini

Aldoz rediiktaz enzimi igin protein tayini yukarida belirtigimiz Lowry metodu ile

yapildi

70



3.2.6.3 Aldoz rediiktaz enzimin aktivite tayini

Sigir karaciger dokusundan saflastirilmis aldoz rediiktaz (AR) enziminin aktivitesi,
Yildirim vd. (2014) tarafindan belirlenen yonteme gore belirlenmistir. Bu yontemde,
substrat olarak kullanilan DL-gliseraldehit, AR enzimi tarafindan gliserole
indirgenmektedir. Ayn1 zamanda, AR enziminin kofaktorii olan NADPH da NADP+ ‘ye
oksitlenmektedir. Deney mikroplaka kullanarak yapilmistir. Her kuyucukta reaksiyon
ortami 10uL %80°1lik metanol ve sizma zeytinyagi 6rnegi, (0,25 ; 0,5, 1 ; 2 ve 4 mg/mL),
20uL AR enzimi, 20 uL NADPH (0.5 m M) ve 150uL sodyum fosfat (Na-P) tamponunun
(200 mM, pH 6,2) eklenmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan karigim 5 dakika 37°C’de
inkiibe edildikten sonra iizerine 50 u. DL-GA (10 mM) ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyon karisimindaki absorbans azalmasi 5 dakika siiresince 340 nm’de
takip edilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden ve NADPH’in ekstinksiyon
katsayisindan yararlanarak AR enzim aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.

Deney tiim 6rnekler i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmistir.

EA (IU/mL) = (ODaaso/dakika) x (1/ €340) x (seyreltme faktorii)
€340= NADPH i¢in 340 nm’deki soniimleme katsayis1

3.2.7 Sizma zeytinyag 6rneklerinin hiicre koruyucu etkilerininin belirlenmesi

Hiicre hati biiyiitiilmesi : Tez calismasi kapsaminda kullanilan farkli sizma zeytinyagi
orneklerinin hiicre koruyucu etkilerinin belirlenmesi i¢in Vero (ATCC CCL-81) normal
bobrek epitel hiicre hatlar1 kullanilmistir. Vero hiicre hatlar1 % 10’luk FBS ve %1’lik
penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 besi yerinde ekim yapilmistir Son ekimi yapilan
hiicreler %5’lik CO; ve 37°C ortamda inkiibe edilmistir

Tez caligmasi kapsaminda farkli sizma zeytinyagi 6rneklerinin hiicre koruyucu etkisinin
belirlemek amaciyla Vero hiicre hatti kullanilmistir. Vero hiicreleri bobek epitel hiicre
olarak glomeriiler filtrasyon sirasinda farkli gida bilesiklerine maruz kalmaktadir. Sizma
zeytinyagilar fenolik bilesikler agisindan zengin bir gidalardan biridir. Baz1 fenolik
bilesik bagirsak epitel hiicerlere herhangi bir modifikasyon olmadan ulagsmaktadir

(Deiana vd. 2018). Bu nedenle tez ¢alismamiz kapsaminda Vero hiicre hatlari segilmistir.
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Vero hiicreleri T-25 flasklarda %10 fetalbovine serum (FBS), 20 mM L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre besiyerinde 37°C sicaklik ve %5 CO:2
iceren kosullarda gelistirilmistir. Yeterli yogunluga ulasarak, flask yilizeyini % 80- 90
oraninda kaplayan hiicreler tripsin yardimu ile toplanarak T-75 flasklara transfer edilmis
ve belli yogunluklarda pasajlanmistir. Pasajlama yaparken besi yeri c¢ekildikten sonra
flask yiizeyinde yapigmis hiicrelerin  PBS ile yikanmistir. Yapismis hiicreler kalkmasi
icin  kiltir ortamima % 0,05 Tripsin-EDTA uygulanip 3 dakikada inkiibatorde
bekletilmistir. Daha sonra toplanan hiicrelerden canli hiicre sayimi tripan mavisi
kullanarak yapilmis ve yapilacak deneye ihtiyacina gore mikro-plakalara belirli
miktarlarda hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Geri kalan hiicreler sonraki deneyde

kullanmak {izere pasajlanmistir.

Hiicre koruyucu etkileri arastirilmasi: 6 x 10* hiicre/kuyu yogunlugunda Vero
hiicreleri iceren 100 pL ortam (%10 FBS ile desteklenmis RPMI1640) 96 oyuklu
plakalara ekilecek 24 saat boyunca 37°C'de %5 COz2 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ortam
daha sonra aspire edilmis ve farkli zeytinyagi 6rnek veya askorbik asit i¢eren taze ortam
ile degistirilip 18 saat inkiibe edilmistir. Negatif kontrol gurubunda 6rneklerin yerine
metanol igeren mediyum kullanilmistir. Daha sonra mikro plakalar 18 saat boyunca
inkiibe edilmistir.Vero hiicrelerin {izerine stres indiiklemek i¢in ortama 0,8 mM hidrojen
peroksit (H203) ilave edilecek ve 6 saat siireyle inkiibe edilmistir. Ortama daha sonra 10
pL taze hazirlanmig MTT soliisyonu (5 mg/mL PBS) ilave edilecek ve 4 saat inkiibasyona
alinmigtir. Inkiibasyon sonrasi, besi yeri aspire edilip ve formazan mavisi kristalleri 100
uL DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Kuyucuklarda olugan formazan kristali her bir kuyucuga
100 uL DMSO eklenerek ¢oziilmiistiir. Olusan mor rengin absorbansi bir mikroplaka
okuyucu (BioTek) kullanilarak 570 nm'de 6l¢tilmiistiir. Pozitif kontrol i¢in askorbik asit
kullanilmistir (Nur Sazwi vd. 2013).
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T-25 flask T-75 flask

Plaka absorbans dl¢iimi Hiicre ekimi

(517nm)

24 saat

MTTuygulamasi

H;0; uygulamas Ornek uygulamasi

Sekil 3.7 Hiicre koruyucu deney asamalari

Cizelge 3.2 Hiicre koruyucu etkilerin tayini i¢in deney tasarimi

1.Tekrar | 2. Tekrar | 3. Tekrar | 4. tekrar | 5. Tekrar | 6. Tekrar | 7.Tekrar | 8.Tekrar | 9. Tekrar

Hiicre canlilig1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmastir.

Hiicre canliligi = (Ao-A)/A1* 100

A: Kor absorbansi
Ao: Ornek ve hidrojen peroksit veya tek hidrojen peroksit igeren hiicrelerin absorbansi

Az Negatif kontrol absorbansi
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3.2.8 Iistatistiksel analizler

Tez calisma kapsaminda elde edilen verilerin analizleri i¢in GraphPad prism 8 yazilim
programi kullanilmistir. Farkli gruplar arasindaki farkliliklar student t-test ve one-way
ANOVA kullanarak belirlenmistir. Her deney en az ii¢ tekrar yapilmistir (n>3). Elde
edilen ii¢ tekrarli sonuglarin ortalamasi = SD olarak ifade edilmistir. P degeri P<0,05

oldugunda, elde edilen deneyi sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Sizma zeytinyag 6rneklerinin ekstraksiyon verimi

Calismamizda, farkli sizma zeytinyalarin kuru ekstre miktar1 ve ekstraksiyon verimi
cizelge 4.1°de gosterildigi gibi hem kuru ekstre miktar1 ve hem de verim degeri agisindan

en yiiksek olan sigma zeytinyag: ¢esidi izmir sofraliktan olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.1 Sizma zeytinyaglarinin Kuru ekstre miktari ve ekstraksyon verimi

Omnekleri zeytinyagi + | Kuru 6rnek (mg) Ekstraksiyon  verimi
metanol (W/V) (%)
Ayvalik 10 g + 5mL 16,7 0,167
[zmir sofralik 10g+5mL 62,4 0,624
Tavsan yiiregi 10g + 5 mL 45 0,45
Kilis yaglik 10g+5mL 47,6 0,476
Memecik 10g + 5 mL 37,4 0,374

4.2 Toplam fenolik icerik sonuclari

Sizma zeytintyagi drneklerin fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, sizma zeytinyaginin farkli 6rneklerinde
toplam fenolik bilesik i¢eriginin belirlenmesi i¢in standart olarak gallik asit kullanilmistir.
Gallik asidin farkli konsantrasyonlarindan elde edilen absorbans degerleri kullanarak
gallik asit kalibrasyon egerisi ¢izilmistir (sekil 4.1). Cizilen gallik asit kalibrasyon
egrisinin lineer regresyonun denkleminin (y = 5,4255x + 0,0107) yardimiyla farkli sizma
zeytinyaglarinin fenolik madde igerigi hesaplanmistir. Fenolik madde igerigi bir gram
kuru sizma zeytinyagi ekstresinin basina, mg gallik asit esdegeri (mg GA E/g) olarak

ifade edilmistir.
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Standart (Gallik Asit)

1,8

y = 5,4255x + 0,0107
R? = 0,9998

1,6
1,4

1,2

0,8

Absorbans

0,6
0,4

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1 Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit kalibrasyon egrisi

Sizma zeytinyaglarin toplam fenolik madde muktar1 tayinde elde edilen veriler ¢izelge
4.2°de sunulmustur. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 igeren 6rnekler sirasiyla
[zmir sofralik ve Kilis yaglik olarak gésterilmistir. Bu drnekler sirayla 180.12 + 1.04 ve
157.76 = 1.3 mg GAE/g degerine sahip olarak bulunmustur. En diisiik toplam fenolik
madde miktar1 ise sirayla 33.13 £ 5.88 ve 39.60 = 1.10 mg GAE/g olmak iizere Tavsan

yiiregi ve Ayvalik oreneklerinde goriilmiistiir.

Cizelge 4.2 Sizma zeytinyag1 drneklerinin toplam fenolik madde miktari

Sizma zeytinyagi ¢esitler Toplam fenolik igerigi (mg GAE/Q)
Ayvalik 39.60+1.10 ¢
[zmir sofralik 180.12 + 1.04?2
Tavsan yliregi 33.13£5.88°
Kilis yaghk 157.76 £ 1.3 P
Memecik 122,04 £ 0,61°¢

Tiim degerler, ortalama + Std sapma (n >3) olarak ifade edilmis ve p < 0.05 dir
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4.3 Toplam flavonoid igerik sonuglari

Sizma zeytinyaginin farkli 6rneklerindeki toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi igin
standart olarak kersetin kullanilmistir. Kersetin kalibrasyon egrisi 0,2 ila 1 mg/mL
arasinda degisen farkli konsantrasyonlart kullanarak ¢izilmistir. Sizma zeytinyagi
orneklerinin toplam igerigi, kersetin'in lineer regresyonun denklemi (y = 0,6373x +
0,0019) kullanilarak hesaplanmistir. Toplam flavonoid madde igerigi bir gram kuru
sizma zeytinyagi ekstresinin basina, mg kersetin esdegeri (mg QEq/g) olarak ifade

edilmistir.

Standart (Kersetin)

0,7
y =0,6373x + 0,0019

0,6 R?=0,9978
0,5

0,4
0,3

Absorbans

0,2
0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2 Toplam flavonoid madde miktar tayini i¢in kuersetin kalibrasyon egrisi

Sizma zeytinyag1 orneklerinin toplam flavonoit madde miktar ¢izelge 4.3’te sunulmusur.
Toplam flavonoit miktari tayininde en yiiksek rakam gosteren ornekleri Kilis yaglk ve
Memecik ornekleridir. Bu sizma zeytinyagi ornekler sirayla, 273,06 + 5,22 ve 244,93 +
4,15 mg QE/g toplam flavonoit igerik gostermistir. Ayirica tavsan yiiregi toplam fenolik
madde miktar1 tayininde oldugu gibi diisiik toplam flavonoit miktar gosterirken Ayvalik

yiiksek flavonoit miktar1 gostermistir.
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Cizelge 4.3 Sizma zeytinyagi 6rneklerinin toplam flavonoid madde miktari

Sizma zeytinyag cesitler Toplam flavonoit igerigi (mg QE/Q)
Ayvalik 176,82 + 10,14 °
[zmir sofralik 128,29 + 6,64 ¢
Tavsan yiiregi 45,44 +5,02°¢
Kilis yaglik 273,06 + 5,22 2
Memecik 244,93 £ 4,15°

Tiim degerler, ortalama + Std sapma (n >3) olarak ifade edilmistir, p < 0.05dir.

4.4 Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi

4.4.1 DPPH radikal temizleme aktivitesi

Farkli sizma zeytinyaglarin radikal temizleme aktivitesi konsantrasyona bagli olarak
degismektedir. En diisiik konsantrasyonlar diisiik siiplirme aktivitesi gostermistir. Bu
nedenle sizma zeytinyagi ekstraktlarinin  DPPH radikalini indirgeme aktivitesi
konsantrasyona bagl olarak artmaktadir. En yiiksek antiradikal aktivite gosteren sizma
zeytinyag drnekleri sirasiyla KY, MC, IS ve AY olmustur (sekil 4.3 ve cizelge 4.4).
Tavsan yiiregi 6rnegi diger 6rnekler ile kiyaslandiginda diistik radikal temizleme aktivite
gostermistir. Farkli sizma zeytinyagi orneklerinin %50 inhibe edici konsantrasyonlari
(ICs0) Cizelge 4.5'de gosterilmistir. Bu konsantrasyonlar, bir maddenin veya Oziitiin
DPPH radikalini azaltma yetenegini ifade eder. Diisiik 1Cso degerlerine sahip drnekler iyi
bir radical siiplirme yetenegine sahiptir. KY, IS ve MC sirasiyla 0,82 + 0,03, 1,20 £ 0,08
ve 1,57 £ 0,02 mg/mL ile en diisiik ICso degerlerini gostermistir (Cizelge 4.5).
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1204

RSA(%)

konsantrasyon(mg/mlL.)

Sekil 4.3 Sizma zeytinyag o6rnekleri DPPH radikal temizleme egrileri

KY

MC
IS

AY

IS: Izmir sofralik, KY: Kilis yaglhk, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik. Tiim degerler,
ortalama + Std sapma (n >3) olarak ifade edilmistir.

Cizelge 4.4 sizma zeytinyaglarmin DPPH radikali siipiirme yiizdeleri

kons (mg/mL) Radikal siipiirme yiizdesi
Kilis yaglik Tavsan Izmir sofralik Ayvalik Memecik
yiiregi

0,25 22,49+1,09  2,57+0,53 9,14+4,73 6,99 + 3,24 10,84 + 0,47
0,5 4344 +228  533+1,33 17,20£3,29 14,28 = 4,16 19,46 £1,13
1 72,23 12,51 8,71 +0,77 44,74 + 8,07 31,02+ 7,41 47,55 +2,00
2 95,32+£3,62 16,74+ 1,46 72,75+ 13,21 56,46 + 9,80 81,90 + 2,54
4 97,02+2,75  28,44+1,63 94,10+0,97 91,76 + 1,83 97,28 0,74

Tiim degerleri en az ii¢ kere tekrarlanmistir, ortalama + std sapma (n>3). Gruplar

arasindaki farki p <0,05 istatistiksel olarak anlamli ¢gikmistir
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Cizelge 4.5 S1zma zeytinyag1 6rneklerin DPPH radikal temizleme IC50 degerleri (n >3)

Sizma zeytinyagi1 6rnekler ICs0 (Mmg/ml)
Ayvalik 1.83 +£0.04

[zmir sofralik 1.20 +0.08
Tavsan yliregi 7.07£0.41

Kilis yaglik 0.82 +0.03
Memecik 1,57 £ 0,02
Gallik asit 0.009 £ 0.06

4.4.2 ABTS radikal temizleme aktivitesi

Farkli natiirel sizma zeytinyaglarinin ABTS radikal siipirme aktivitesi Sekil 4.4 ve
cizelge 4.6 ve 4.7'de sunulmustur. Sekil 4.8 farkli natiirel s1izma zeytinyagi 6rneklerinin
ABTS anti-serbest radikal aktivitesi egrilerini gostermektedir. Cizelge 4.7 sizma
zeytinyaglarinin ABTS radikal siipiirticii ICso degerlerini gostermektedir. MC, KY ve IS
numuneleri sirastyla 0,38, 0,56 ve 0,69 mg/mL ICso degerleri gostermektedir. DPPH
radikal siipiirme aktivitesinde oldugu gibi, K'Y, MC ve IS iyi bir ABTS radikal siipiirme
etkisi gosteren Orneklerdir. Ancak, MC ABTS radikali lizerinde KY'den daha etkili
olmustur. Benzer sekilde, en diisiik ABTS radikali siipiirme aktivitesine sahip 6rnek AY

olmustur.

80



120+

Sekil 4.4 Sizma zeytinyag1 6rneklerinin ABTS radikal temizleme egrileri

ABTS

konsantrasyon(mg/mlL)

IS: izmir sofralik, KY: Kilis yaglik, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik. Tiim degerleri
ortalama + std sapma (n>3) ve P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 4.6 Sizma zeytinyaglarin ABTS radikal siipiirme yiizdeleri

kons(mg/mL) Radikal siipiirme yiizdesi (%)
Kilis yaglik Tavsan yiiregi ~ Izmir Ayvalik Memecik
sofralik

0,125 14,80+ 1,26 9,10+ 2,53 13,70+ 1,15 4,67+0,46 24,78 £ 0,85
0,25 31,92+2,34 17,24+ 0,97 25,80+3,98 10,99 £1,33 42,57+ 0,84
0,5 46,61 £2,53  30,35+3,37 41,73+ 1,93 20,65 +1,29 79,52+ 2,36
0,75 63,39+2,75 40,72+ 1,87 53,224+2,58 26,96 + 2,62 86,98+ 1,95
1 81,89+ 1,33 50,05+ 1,33 68,20+2,59 36,36+ 1,16 94,75 +0,52

Tiim degerleri ortalama + std sapma (n>3) ve P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

Cizelge 4.7 Sizma zeytinyag1 6rneklerin ABTS radikal temizleme IC50 degerleri

Sizma zeytinyag1 drnekler ICso (mg/mL)
Ayvalik 1.40 £0.05
[zmir sofralik 0.69 +0.03
Tavsan yliregi 0.94 £0.01
Kilis yaglik 0.56 £0.01
Memecik 0,38 £ 0,01

Trolox 0.002 +0.01
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4.4.3 DPPH ve ABTS radikal siiperme aktiviteleri arasindaki korelasyonlar

Korelasyon, radikal DPPH'nin siiptirme aktivitesi ile radikal ABTS'nin siipiirme aktivitesi
arasinda var olan baglantiy1 belirlemeyi miimkiin kilmaktadir. Asagidaki grafikler, farkl
sizma zeytinyaglt Orneklerinin DPPH ve ABTS radikalarmin siipiirme aktivitesi
arasindaki korelasyonu temsil etmektedir. Tim sizma zeytinyagi ornekleri pozitif bir
lineer korelasyon gostermistir. KY ve IS 6rneklerinin DPPH ve ABTS siipiirme
aktiviteleri sirastyla R? = 0.9586 ve R2 = 0.9577 ile iyi korelasyon gostermistir (Cizelge
4.8).

Kilis yaghik
y=1,2764x + 4,3201
120 R2=0,9577

100
80
60

40

DPPH siiplirme aktivitesi

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
ABTS radikal siipiirme aktivitesi

Sekil 4.5 Kilis yaglik 6rneginin DPPH ile ABTS radikal siipiirme aktiviteleri arasindaki
korelasyon grafigi
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Tavsan yiiregi y=1,7142x+6,9183
R?=0,8999
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ABTS radikal siiptirme aktivitesi

Sekil 4.6 Tavsan yiiregi Orneginin DPPH ile ABTS radikal siipiirme aktiviteleri
arasindaki korelasyon grafigi

Izmir sofralik v = 0,6611x + 7,5621

2_
20 R*=0,9586

70
60
50
40 -
30

20

DPPH siipiirme aktivitesi

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ABTS radikal siiptirme aktivitesi

Sekil 4.7 Ayvalik 6rneginin DPPH ile ABTS siiplirme aktiviteleri arasindaki korelasyon
grafigi
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Memecik y =0,9021x + 16,122
R? = 0,8831
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Sekil 4.8 Memecik 6rneginin DPPH ile ABTS radikal siipiirme aktivitesi arasindaki
korelasyon grafigi

Ayvahk y =0,3854x + 3,73
R?=0,9435
45

40
35
30

25

DPPH siipilirme aktivitesi

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ABTS radikal siiplirme aktivitesi

Sekil 4.9 Ayvalik 6rneginin DPPH ile ABTS radikal siipiirme aktiviteleri arasindaki
korelasyon egrisi

84



Cizelge 4.8 Tiim 6rneklere ait DPPH ve ABTS arasindaki korelasyonun R? degerleri

Sizma zeytinyagi 6rnegi DPPH ve ABTS Kaorelasyon
Kilis yalik R?=0,9577**
Tavsan yiiregi R?=0,8999*

[zmir sofralik R2=0,9586**
Ayvalik R?=0,9435**
Memecik R%2=0,8831*

Korelasyon (R?) iki degiskenli bir analiz kullanilarak belirlenmistir. Farkliliklar:
degerlendirmek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmis ve p < 0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

45 Sizma Zeytinyag Orneklerinin Antioksidan Enzimler Uzerindeki Etkileri

45.1 Protein tayini

Enzim deneylerinde enzim kaynagi olarak sigir karacigerinden izole edilen sitozol
kullanilmistir. Enzim deneylerin baglamadan 6nce sitozol’daki protein tayini Lowry
yontemi kullanarak yapilmistir. Protein standardi olarak sigir karaciger albumin (BSA)
kullanilmistir. Protein miktar1 belirlemek iizere sitozol potasyum fosfat tamponu ile 20
kat seyretilmistir. Sekil 4.10’da sunulan kalibrasyon grafigi kullanarak sigir karaciger
dokusunda bulanan protein miktar1 belirlenmistir. Cizilen BSA kalibrasyon grafigi
kullanarak sitozoldaki protein miktar1 belirlenmistir. 20 kat seyreltilmis sitozollerinin

protein miktart 940,55+ 1,23 pg/mL olarak hesaplamistir (Cizelge 4.9).
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protein standard: (BSA)

0,9

y=1,6149x + 0,0301
R?=0,9943
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Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.10 Sigir karaciger dokusunda toplam protein tayini i¢in BSA kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.9 Enzim deneylerde kullanilan sigir karaciger dokusunda protein miktar1 (n<3)

sitozol Protein miktar1 (ug/mL)
20 kat 940.55+ 1.23

Sigir karaciger dokusundan izole edilmis sitozolunun protein miktar1 940,55ug/mL

olarak belirlenmis ve ¢alismada enzim oranlar1 bu degere gore belirlenmistir.

452 Sizma zeytinyaglarin siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkileri

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi antioksidan savunma sisteminin Onemli
enzimlerinden biridir. Bu ¢calismada kullanilan siiperoksit dismutaz enzimi s1g1ir karaciger
dokusundan izole edilmistir. Sigir karaciger dokusundan izole edilen siiperoksit dismutaz
enziminin aktif olup olmadigini dogrulamak icin, izole edilen enzim sizma zeytinyagi
orneklerinin uygulanmasindan 6nce optimize edilmistir. Sekil 4.11'de goriildiigi gibi
kiivetteki reaksiyon karigiminin absorbansindaki artis siiperoksit dismutaz enziminin
aktif oldugunu gostermektedir. SOD enziminin sizma zeytinyagi ornegi olmadan tek
basina olusturdugu aktivite degeri %100 aktivite olarak belirlenmistir. Sizma zeytinyagi

orneklerinin SOD enziminin aktivitesi iizerine etkileri %100 aktivite degeri baz alinarak
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hesaplanmistir. Tavsan ylirei sizma zeytinyagr ornegi hari¢ tiim sizma zeytinyagi
ornekleri stiperoksit dismutaz enzimi tizerinde aktive edici bir etki gostermistir. Tavsan
yliregi natiirel sizma zeytinyagr 6rnegi SOD enziminin inhibisyonunu gostermistir.
Ayrica, bu sizma zeytinyagi 6rneginin antioksidan aktivite seviyesinin (DPPH ve ABTS)

calisilan 6rneklerin ¢oguna kiyasla diisiik sonuglar verdigi ortaya ¢ikmustir.

%100 SOD enzim aktivitesi
y =0,0005x + 0,334

R*=0,9905

0,6

Absorbans

0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (sn)

Sekil 4.11 SOD enzimi aktivite egrisi

AY oOrnegi diisiik dozlarda SOD enzimi {izerine hafif inhibisyon etkileri gdstermistir.
Ancak kullanilan yiiksek konsantrasyonlarinda SOD enzimini inhibe etmistir. Sekil
4.12°de gosterildigi gibi 2 ve 4 mg/mL dozlarinda sirayla % 18,43 ve % 27,87

degerlerinde SOD enzim aktivitesi artmas1 gorilmiistiir.
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Sekil 4.12 Ayvalik 6rneginin siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
Deney gruplarinin kontrol grubundan farklart **p < 0,01, * p < 0,05 ve ns p >0,05 kabul etmistir.

IS sizma zeytinyagi ornegin  diisiik konsantrasyonlart SOD enzimi inhibe ettigi
goriilmektedir. 0,25 ; 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlari enzimi {izerinde inhibisyon etkisi
gosterircken 2 ve 4 mg/mL konsantrasyonlarinda %24,12 et %43,67 oranlarinda

aktivasyon yapmasi belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Izmir sofralik érneginin siiperoksit dismutaz enzimin iizerindeki aktivitesi

ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3) **p < 0,01, * p < 0,05 ve ns p >0,05 kabul etmistir.

88



Sekil 4.14’te KY 6rneginin SOD enzimi {izerinde olan etkisi sunmaktadir. KY nin diisiik
konsantrasyonlar1 ( 0,25 ve 0,5 mg/mL) SOD enzimi biiyiik 6l¢lide inhibe ederken 1, 2,
4 mg/mL dozlarinda %7,15 % 22,83, % 52,29 oranlarinda aktivasyon etkileri gosterdigi

bulunmustur.

Kilis yaghk P

80D aktivitesi(%)

— L
+= konsantrasyon (mg/mal.)

Sekil 4.14 Kilis yaglik 6rneginin Siiperoksit dismutaz enzimin iizerindeki aktivitesi

ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). Kontrole kars: elde edilen sonuglar **p < 0,01, * p < 0,05
ve ns p >0,05 kabul etmistir.

TY sizma zeytinyagi Ornegi SOD enzimi iizerine diger Orneklerle kiyasla fakli
davranmigtir. TY 'nin tiim konsantrasyonlarinda inhibisyon gézlemlenmistir. 0,25; 0,5 ;1
ve 2 mg/mL konsantrasyonlar1 birbirlerinde ¢ok yakin enzim inhibisyon degerlerine

sahiptir. En yiiksek konsantrasyonu %32,63 inhibisyon yaptigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.15 Tavsan yiiregi 6rneginin Siiperoksit dismutaz enzimi aktivitesi iizerine olan
etkisi

ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). Kontrol kars1 elde edilen somiglar istatiksel olarak **p <
0,01 kabul etmistir.

SOD enzim akivite deneyinde sizma zeytin ornkeleri 5 farkli konsantrasyonda (0,25
mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL) hazirlanmistir. Memecik sizma
zeytinyag1 Oziitii diislik dozlarda etki gostermemistir. Ancak yiliksek konsantrasyonlarde
(2 mg/ml, 4mg/ml) sirastyla %6,39 ve % 19,14 degerlerinde SOD enzim aktivitesi
artmasi gézlemlenmistir (sekil 4.20)
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Sekil 4.16 Memecik drneginin siiperoksit dismutaz enzimin aktivitesi {izerine olan etkisi

ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). Kontrol karsi elde edilen soniglar istatiksel olarak *p <
0,05, ** p <0,01 kabul etmistir.
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Kersetin, antioksidan 6zellikleriyle bilinen zeytinyaginda bulunan flavonoid ailesine ait
bir bilesiktir. Bu calismada kersetin standart olarak kullanilmistir. Tiim dozlar SOD
tizerinde aktivasyon etkisi gostermistir. Doz-cevap etkileri sekil 4.17'de sunulmustur.
Boylece 0.25mg/mL; 0.5mg/mL; 1 mg/mL; 2 mg/mL ve 4mg/mL dozlar1 sirastyla %7.91;
%13.67; %23.11; %29.93; %42.37 aktivasyon degerleri gostermistir.

Kersetin
130_ S
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Sekil 4.17 Memecik 6rneginin siiperoksit dismutaz enzimin aktivitesi tizerine olan etkisi

Ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). Kontrol kars1 elde edilen soniglar istatiksel olarak *p <
0,05, ** p < 0,01 kabul etmistir.

Tim 6rneklere ait SOD enzimi aktivitesi degerlerinin karsilastirmalar1 Sekil 4.18°de
cizildigi grafiklerle gosterilmistir. KY, AY, MC ve IS ornekleri yiiksek
konsantrasyonlariyla SOD aktivasyon etkileri gosterirken diisiik kontrasyonlarinda
inhibisyon etkileri goriilmiistiir. Kersetin (KU) tiim dozlarda aktivasyon etkileri
gostermistir. TY sizma zeytinyagl ornegi tiim konsantrasyonlarinda inhibisyon etkileri

sunmustur.
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Sekil 4.18 Kersetin ve tiim Sizma zeytinyagi drneklerinin SOD enzim aktivitesi lizerine
etkileri

IS: 1zmir sofralik, KY: Kilis yaghk, AY: Ayvalk, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik. KU: Kersetin Ifade
edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3)

453 Sizma zeytinyaglarmin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine
etkileri

Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin aktivitesi 340 nm'de spektrofotometrik olarak
izlenmistir. Enzimin aktivitesi, kiivetteki reaksiyon karigiminin absorbansindaki azalma
ile gosterilir (Sekil 4. 19). Bu deneyde, GPx enziminin tek basina, yani sizma zeytinyagi
ornekleri olmadan aktivitesi %100 enzim aktivitesi olarak alinmis ve sizma zeytinyagi
orneklerinin GPx enzim aktivitesi iizerindeki etkileri bu degerin oranlanmasiyla
belirlenmistir. Tiim sizma zeytinyagi ornekleri GPx enzimi iizerinde inhibitdr etki
gostermistir. Ancak, MC numunesinin ilk ii¢ konsantrasyonu (0,25, 0,5 ve 1 mg/mL)
diisiik bir aktivasyon etkisi gostermistir. TY numunesi hari¢ tim numuneler, 2 ve 4

mg/mL konsantrasyonlarinda enzim {izerinde yiiksek inhibisyon etkileri gostermistir.
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%100 GPx enzim aktivitesi

y =-0,0005x + 0,497
R?=0,9948
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Sekil 4.19 GPx enzim aktivite egrisi

Kilis yaglik sizma zeytinyagi 6rnegi GPx enzimi akivitesi lizerine olan etkisi diger
orneklerden daha yiiksek oldugunu goriilmiistiir. Bu 6rnek tiim konsantrasyonlarinda etki
gostermistir. Boylece 0,25; 0,5; 1; 2 et 4 mg/mL dozlar sirastyla %1,17 ; %5,57 ;
%13,40 ; %23,98, ve %49,58 oraninda enzim inhibisyon etkileri belirlenmistir.

kilis yaghk
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Sekil 4.20 Kilis yaglik 6rneginin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine olan
etkisi

Ifade edilen degerler ortalama = SD'dir (n >3). ** P<0,01, *** P<0,001, ****p < 0,0001.
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[zmir sofralik sizma zeytinyag drnegi, 0,25 et 0,5 mg/mL konsantrasyonlarinda GPx
enzimi tizerine etki gortermezken yiiksek dozlarda biiyiik 6lgiide etki gostermistir. 1; 2 et
4 mg/mL dozlar icin GPx enzimi inhibisyon degerleri sirasiyla %14,97 %25,81
ve 39,69% olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.21 Izmir sofralik érneginin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkisi

ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). **p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,000.

Ayvalik sizma zeytinyag1 6rnegi 5 konsantrasyonu sirastyla 0,25, 0,5, 1, 2 ve 4 mg/mL
GPx enzimi lizerine arastirilmistir. 4 mg/mL konsantrasyonda yani en yiiksek dozda Gpx
enzimi aktvitesinin enzimi kontrol aktivitesine gore %10 oraninda inhibe ettigi
gostirilmistir. Diger konsantrasyonlardaysa GPx enzim aktivisi {izirine anlaml etkileri

goriilmemistir.
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Sekil 4.22 Ayvalik 6rneginin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi lizerine olan etkisi

Ifade edilen degerler ortalama =+ SD'dir (n >3). ***p < 0,001.

Asagidaki sekilde gosterildigi gibi Tavsan yliregi zeytinyagi Ornegi yalmz yiiksek
konsantrasyonlarinda GPx enzimin aktivitesinin iizerine etki gostermistir. Sirasiyla 2 ve

4 mg/mL dozlarda %5,3 ve %8,05 inhibisyon degerleri bulunmustur.
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Sekil 4.23 Tavsan yiiregi 6rneginin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkisi

Kontrole kars1 elde edilen sonuglar, * p < 0,05 kabul etmistir.

Memecik sizma zeytinyagi 6rnegin GPx tizerinde etkisi asagidaki sekilde gosterildigi

gibi diisiik dozlarda enzimin aktivitesini artiriken yiiksek dozlarda inhibisyon etkileri

95



gozlemlenmistir. 0,25; 0,5

ve Img/mL disik dozlardan % 1,06 ; %4,65 ve

%4,72 oranlarda GPx aktivisi artirilmistir. 2 ve 4 mg/mL yiiksek dozlarinda elde edildigi

inhibisyon degerleri ise sirastyla % 12,54, ; % 21,60 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.24 Memecik 6rneginin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
Ifade edilen degerler ortalama = SD'dir (n >3). ***p < 0,0001, **p < 0,01.

0,25 mg/mL ve 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda kersetin GPx iizerinde sirasiyla %18,74

ve %9,10 inhibisyona neden olmustur. 1 ve 2 mg/mL'lik dozlar enzim {izerinde herhangi

bir etki gdstermemistir. 4 mg/mL doz, ilk iki dozun etkilerine kiyasla diisiik bir inhibisyon

degeri gostermistir. Yiiksek

artirmak egilimdedir.
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Sekil 4.25 Kersetinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
Ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). ***p < 0,0001, **p < 0,01.
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Tiim sizma zeytinyag1 drenekleri diisiik konsantrasyonlarda GPx enzimi aktivesi iizerine
diisiik etki gostermiglerdir. AY ve TY oOnekleri yiiksek dozlarda bile GPx enzimi {izerine
olan etkileri diisiitiir. Ancak KY , MC ve MC 6rnkleri diisiik dozlarda enzimi aktivitesi
lizeri zayif etkileri sahip olsa da yiiksek dozlarda enzimin aktivitesi inhibisyon etkileri
yiiksektir. Kersetin ise diisiik dozlarda GPx enzim aktivitesini biiyiilk Ol¢iide inhibe
ederken yiiksek dozlarda gosterdigi etkileri diisiik olmustur.
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Sekil 4.26 Kersetin ve tiim sizma zeytinyagi Orneklerin glutatyon peroksidaz enzimi
tizerine olan etkileri

IS: 1zmir sofralik, KY: Kilis yaglik, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik. ifade edilen degerler
ortalama + SD'dir (n >3).

4.5.4 Sizma zeytinyaglarmin glutatyon-S-transferaz aktivitesi iizerine olan etKkisi

Glutatyon-S-transferaz birgok biyolojik mekanizmalarda rol oynayan bir enzimdir.
Antiksidan savunma sisteminde, bazi kanser hiicreleri ila¢ direnciliginde rol oynamasi
diisiiniilmektedir. Dolaysiyla GST nin aktivasyonu veya inhibisyonu hedefe gore dnem
tasimaktadir. Bu ¢aligmada kullanilan kontrol degeri ile kiyasla tiim sizma zeytinyagi
ornekleri GST enzimi {lizerine inhibisyon etkisi gdstermistir. En yiiksek inhibisyon etkisi
gosteren sizma zeytinyagi ornek IS 6rnegidir. S1izma zeytinyagi drneklerinin 0.25, 0.5, 1,

2 ve 4 mg/mL Kkonsantrasyonlarinin GST enzim aktivitesi  {izerindeki etkileri
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degerlendirilmistir. Sizma zeytinyagi konsantrasyonlardan en yiiksek inhibisyonu sahip

olan 4 mg/mL olmustur.

Tez calismamiz kapsaminda kullanilan GST enzimi, sigir karaciger dokusundan
edilmistir. GST enziminin aktivitesi, 340 nm’de CDNB-GSH kompleks olusumundaki
artisa bagl olarak ol¢iilmiistiir (sekil 4.27 ). Farkli sizma zeytinyg1 6rnekler GST enzimi
aktivitesi lizerine ektisi, sizma zeytinyagi ekstrati icermeyen ve %100 enzim akivitesi
olusturulan kontrol grubu ile kiyaslanarak hesaplanmistir. Glutatyon-s-transferaz
tizerinde yiiksek inhibitor etki gosteren drnekler Ayvalik ve tavsan yliregidir. Bu 6rnekler,
enzimin neredeyse tiim konsantrasyonlarda ve konsantrasyona bagli bir sekilde inhibit6r
etkilerini gostermistir. Ayvalik ve tavsan yiiregi glutatyon peroksidaz tizerine kilis yaglik

ve izmir sofralik drneklerine gore daha az inhibitor etki gostermistir.

%100 GST enzim aktivitesi
y = 0,0026x + 0,3097
0,7 R2=0,9703

Absorbans

0,2

0,1

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (s)

Sekil 4.27 GST enzim aktivite egrisi

[zmir sofralik 6renegi GST enzininin aktivitesi {izerine olan etkisi asagidaki sekil 4.28°de
gostermektedir. Bu zeytinyagi Ornegi GST enzimi aktivitesi lizerine  tim 5
konsantrasyonlarinda doza bagli olark inhibisyon etkileri géstermistir. 0,25;0,5; 1; 2 ve 4
mg/mL dozlar1t GST enzimin aktivitesi  sirasiyla %2,02; %35,36; %6,06 ; %8,25 ve

%18,79 oramlarinda inhibe etmistir.
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Sekil 4.28 Izmir sofralik rneginin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkisi

Ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3) **** P<0,0001, ** P<0,01, * P<0,05.

Kilis yaglik sizma zeytinyagi ekstratinin GST enzimin tizerindeki etkileri sekil 4.29°da
gosterdigi gibi diisiikk dozlarda diisiik inhibisyon etkisi gostermistir . ilk iki dozda yani
0,25 ve 0,5 dozlar sirasiyla %1 ve % 5,38 inhbisyon degerleri gosterirken 1, 2 ve 4 mg/mL
yiiksek dozlarda %8,60; %12,75 ve %17,38 oranlarda innhibisyon etkisi gostermistir.
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Sekil 4.29 Kilis yaglik 6rneginin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi {izerine olan
etkisi

Degerler ortalamadir £+ Std (n=3). **p < 0,01, * p < 0,05 ve ns p >0,05 kontrol grubuna kiyasla.
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Sekil 4. 30’da sunulanan sonuglari, Ayvalik zeytinyagi ekstratin GST enzimin aktivitesi
tizerine ektileri ifade etmektedir. Tiim Kulllanilan konsantrasyonlar1 en diisiik
konsantrasyon hari¢ enzimin %100 aktivitesi ile kiyaslanarak istatistiksel olarak anlamli
cikmistir. Elde edilen sonuglar1 doza bagli olarak etki gostermistir. Boylece 0,25; 0,5; 1;
2 ve 4 mg/mL konsantrasyonlari sirastyla %6,16; % 8,34 ; %11,91; % 17,86 ve % 28,57

degerlerinde GST enzimi aktivitesi inhibe ettigi goriilmektdir.
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Sekil 4.30 Ayvalik 6rneginin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etkisi
Ifade edilen degerler ortalama = SD'dir (n >3), * P<0,05, ns P>0,05.

Sekil 4.31°de Tavsan yiire8i sizma zeytinyagi GST enzimi aktivitesi lizerine olan etkileri
bulunmaktadir. Elde edilen sonuglari en kontrolu olusturdugu aktivesi degeri % 100
olarak belirlenmis ve bu degeri gére hesplanmistir. Bu zeytinyagi drneginin etkisi diger
enzimler lizerinde diisiikken GST enzimi aktivitesi lizerindeki etkileri yiiksek ¢ikmaistir.
Ek olarak tiim dozlarda GST enzimi aktivitesi lizerine etki gostermistir. Kulanilan 5 farkli
kontrasyonlarinda (0,25; 0,5; 1; 2 ve 4mg/mL) sirasiyla %9,34; %8,65 ,%14,90 ;
%21,15 ; %34,61 oranlarinda GST enzim aktivitesi inhibe etmistir. GST enzimi aktivitesi

lizerine en etkili sizma zeytinyag1 drnegi tavsan yliregi zeytinyagi orngidir.

100



120 Tavsan yuregi

100 — I |

e

GST aktivitesi (%)
o
=}
|

. L™
St a2 I e

konsantrasyon (mg/mmal))

Sekil 4.31 Tavsan yiiregi 6rneginin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi lizerine olan
etkisi

Ifade edilen degerler ortalama = SD'dir (n >3) **p < 0,0001, ****p < 0,0001 olarak kabul edilmistir.

GST enzim aktivitesi deneyinde alikotlar 5 farkli konsantrasyonda (0,25; 0,5;1;2ve 4
mg/mL) hazirlanmistir. Ornek bulunmayan sadece SOD enziminin olusturdugu aktivite
degeri % 100 aktivite olarak belirlenmis ve bu degere gore hesaplanmistir. Memecik
Oziitliniin doz-cevap egrisi (Sekil 4. 32) incelendiginde, 0,5; 1; 2 ve 4 mg/mL
konsantrasyonlar sirastyla  %2,3, %)5,87, %16,05, %30,38 degerlerinde enzim

aktivitesinin inhibisyonuna yol a¢tig1 gostermistir.
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Sekil 4.32 Memecik 6rneginin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi tizerine olan etkisi
Ifade edilen degerler ortalama = SD'dir (n >3). ****p < 0,0001, * p < 0,05 ve ns p >0,05.
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Sekil 4.33'te kuersetinin GST enzimi iizerindeki etkileri gosterilmektedir. 0,25 mg/mL ve
0,5 mg/mL dozlar1 GST aktivitesini sirasiyla %20,45 ve %10,22 oraninda azaltmistir.
Img/mL;2mg/mL ve 4 mg/mL dozlar1 kontrole kiyasla anlamli olmayan etkiler

gostermistir.
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Sekil 4.33 Kersetin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi iizerine olan etkileri

Ifade edilen degerler ortalama + SD'dir (n >3). ****p < 0,0001, * p < 0,05 ve ns p >0,05.

Sekil 4.34’de 5 farkli sizma zeytinyaglarinin GST enzim aktivitesi iizerine olan etki
grafikleri verilmistir. Grafikleri beraber ingelendiginde tiim sizma zeytinyagi ornekleri
GST enzimi iizerine inhibsyon etkisi gdstermistir. KY ve IS sizma zeytinyagi 6rneklerinin
GST enzimi aktivitesi tizerine diisiik olurken TY, AY ve MC sizma zeytinyag1 6rnekleri
GST enzimi aktivitesi lizerine etkileri ve o6zellikle yliksek dozlarda yiiksek ¢ikmustir.
Sizma zeytinyag1 ornekleriyle elde edilen sonuglarin aksine, kuersetin sadece diisiik

dozlarda etki gostermistir.
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Sekil 4.34 Kersetin ve tiim sizma zeytinyagi 6rneklerinin glutatyon-S-transferaz iizerine
olan etkileri

IS: izmir sofralik, KY: Kilis yaglik, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik. ifade edilen degerler
ortalama + SD'dir (n >3).

4.6 Sizma zeytinyag 6rneklerinin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkileri

Aldoz rediiktaz enzimi diyabet komplikasyonlarda rol oynayan bir enzimdir. Deneylerden
once sigir karaciger dokusundan kismen izole edilmistir. izole edilen aldoz rediiktaz
enziminin protein miktar1 Lowry metodu kullanarak belirlenmistir. Bovin albumin

serumu (BSA) protein stardart1 olarak kullanmastir.
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Sekil 4.35 Aldoz rediiktazin protein miktari icin BSA kalibrasyon grafigi

Aldoz rediiktaz, polyol yolaginda yer alan bir enzimdir. Bu yolak, 6zellikle glikoliz
yoluyla glukoz seviyelerini diisiiremediginde aktive olmaktadir. Kofaktoriiniin yiiksek
konsantasyonlarina bagli olarak enzimin hiperaktivitesi, diyabet komplikasyonlarinin
nedenleri arasinda yer almaktadir. Kofaktor olarak NADPH ve substrat olarak DL-
gliseraldehit kullanmaktadir. Reaksiyon karisimi, NADPH, DL-gliseraldehit ve sigir
karacigerinden izole edilen aldoz rediiktazdan olusur. Reaksiyon karisiminin absorbansi
340 nm'de 5 dakika boyunca takibe alinmistir. Aldoz rediiktazin aktivitesi, kofaktorii
NADPH'nin ortadan kaldirilmasi nedeniyle absorbans zamana bagl azalmasina neden
olmaktadir. Aldoz rediiktaz enzim aktif olup olmadigini kontrol etmek igin reaksiyon
ortaminda hig bir sizma zeytinyagi 6negi olmadan spektrofotometrik absorbans degisimi
takibe alinmistir. Elde edilen absorbans diisiis degeri aldoz rediiktaz enziminin % 100
aktivitesi olarak kabul edilmistir. Sizma zeytinyagi ornekleri AR enzimi iizerindeki
etkileri % 100 enzimi aktivitesi degerine bagli olarak hesaplanmistir. AR enzim aktivite

grafigi sekil 4. 36’da sunulmusutur.
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Sekil 4.36 Aldoz rediiktaz enzim aktivite egrisi

Izmir sofralik 6rnegin AR iizerinde sekil 4.37°de gostermektedir. Tiim kullanilan
konsantrasyonlari AR iizerine inhibisyon etkisi géstermistir. 0,125; 0,25; 0,5; 1 ve 2
mg/mL konsantrasyonlar1 sirastyla %6,97 ; %29,97 ; %39,74 ; %61,25 ve %79,96

degerlerinde AR enzimini inhibe etmistir.

Izmir sofrahk

120 —
100 —
80 —

50 —

AR aktivitesi (%)

"y
Konsantrasyvon(m o/ m L)

Sekil 4.37 izmir sofralik 6rneginin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
(***P<0,001, (****P<0,0001, ns P>0,05)
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Sekil 4.38’de Kilis yaglik 6rnegi farkli konsantrasyonlarinin AR {izerindeki etkileri
gostermektedir. Tim kullanilan konsantrasyonlarinda AR enziminin inhibisyonu
gozlemlenmistir. Konsantrasyona bagli olarak 0,125; 0,25; 0,5; 1 ve 2 mg/mL
konsantrasyonlari sirasiyla % 9,20 ; %23,61 ; %36,53 ; % 65,76 ve %82,60 inhibisyon
etkileri gostermistir. Inhibisyon degerleri % 100 enzim normal aktivitesine dayanilarak

hesplanmustir.
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Sekil 4. 38 Kilis yaglik 6rneginin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine etkisi

(***P<0.001, ****P<0,0001, ns P>0,05)

Tavsan yiiregi Ornegi AR enzim aktivitesi lizerine yalniz yiiksek dozlarda etki
gostermistir. 1 ve 2 mg/mL konsantrasyonlart AR enzimini sirayla %10,96 ve %31,81

oranlarda inhibe ederken, 0,5 mg/mL’de %23,40 aktive etmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39 Tavsan yiiregi 6rneginin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine etkisi

("P<0,0001, ns P>0,05)

Ayvalik sizma zeytinyagi 6rnegi sekil 4.40°ta gosterildigi gibi 1 ve 2 mg/mL alikotlari
sirayla %26,42 ve %46,63 degerlerinde inhibisyon etkileri gostermistir.
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Sekil 4.40 Ayvalik sizma zeytinyag1 6rneginin aldoz rediiktaz enzimi lizerine etkisi
("P<0.01, ™"P<0,0001, ns P>0,05)
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Sekil 4.41°de gosterildigi gibi Memecik sizma zeytinyagi 6rnegi konsantrasyona baglh
olarak AR enzimi inhibe etmistir. Enzimin % 100 normal enzim aktivitesi degerine
dayanilarak hesaplanan inhibisyon degerleri 0,125; 0,25; 0,5; 1 ve 2 mg/mL
konsantrasyonlar1 sirayla % 8,74 ; % 22,99 ; % 34,55 ; % 54,92 ve % 84,38 olarak
¢ikmustir.
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Sekil 4.41 Memecik 6rneginin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine etkisi
(""P<0.01, *"P<0,001, "*"P<0,0001, ns P>0,05)

Tim sizma zeytinyagr Orneklere ait enzim rediiktaz aktivitesi degerlerinin

karsilastirmalart sekil 4.42°de sunulmustur. Sunulan degerlerine gére en yiiksek

inhbisyon etkileri gosteren K'Y, MC ve IS 6rnekleridir.
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Sekil 4.42 Tiim 6rneklere ait aldoz rediiktaz enzim aktivite degerleri

IS: Izmir sofralik, KY: Kilis yaglik, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik

Cizelge 4. 10 Farkli sizma zeytinyag1 6rneklerinin aldoz rediiktaz iizerine IC50 degerleri
(ortalama + SD, n > 3)

Sizma zeytinyag1 ornekleri ICs0 degerleri(mg/mL)
Ayvalik 2,15+ 1,32
Tavsan yiiregi 3,23 +2.11
[zmir sofralik 1,00 = 0.95
Kilis yaglhk 0,98 +1.03
Memecik 1,03 +£3.12

4.7  Sizma zeytinyaglarmn hiicre koruyucu etkileri

Farkli sizma zeytinyag1 6rneklerinin hiicre koruyucu etkilerinin belirlenmesi i¢in Vero
hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicrelerin iizerine stres olusturmak i¢in hidrojen peroksit
kullanilmistir. Yalniz hidrojen peroksitle maruz kalan hiicre grubunda hiicre canliliginin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak hidrojen peroksit ve farkli sizma zeytinyagi 6rnekleri
veya askorbik asit igeren hiicre gruplarinda yiiksek hiicre canlilig1 belirlenmistir. Yalniz
hidrojen peroksit %21,73 degeri gosterirken IS, AY, MC , AS, TY ve KY sirastyla
%31,35, %34,14, %34,24, %35,48, %42,51 ve %43,03 hiicre canlilik degerleri
gdstermistir. Boylece tek hidrojen peroksit iceren hiicre grubuyla kiyaslandiginda IS, AY,
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MC, AS, TY ve KY igeren hiicre gruplarinda sirasiyla %9,62, %12,41, %12,51, %13,75,
%20,78, %21,3 oranlarinda hiicre canlilig1 arttirmistir. Tiim sizma zeytinyagi ornekleri
Vero hiicre hatlar1 hidrojen peroksit olusturdugu zararindan korudugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.47).

60 —

k-

4]
=]
|
*

Hiicre canliligi (%)
gt
e
]

p T p L gﬂr Pﬁr pnr' Q " p i
U b o oV P &8

R

Sekil 4.43 Farkli sizma zeytinyaglar1 6rneklerinin hiicre koruyucu etkileri

IS: Izmir sofralik, KY: Kilis yaglik, AY: Ayvalik, TY: Tavsan yiiregi, MC: Memecik, AS: askorbik asit .
(**P<0.01, *P<0,05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksidatif stres birgok hastaligin ortak nedenlerinden biridir. ROS'un hiicrelerde asiri
tiretimi, makromolekiillerin (niikleik asitler, proteinler ve lipitler) bozulmasina yol acarak
metabolizmasinin bozulmasina neden olmaktadir. Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin asir1
iiretimi nedeniyle kanser, diyabet, noérodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi hastaliklar ortaya cikabilir. Serbest radikallerin hiicresel yaslanmayzi,
mutajenezi, karsinojenezi, koroner kalp hastaligini ve diger kardiyovaskiiler patolojileri,
diyabeti, kas distrofisini ve norodejenerasyonu destekledigi yiizden fazla hastaligin
serbest radikallerle iligkili oldugu bildirilmistir (Zou vd. 2008). Giiniimiizde pek ¢ok
aragtirma, bu hastaliklar1 6nlemek veya tedavi etmek i¢in dogal iirlinlerden biyoaktif
bilesikler kesfetmeyi amaglamaktadir (Sairaz vd. 2020, Atanasov vd. 2021). Sebzeler,
meyveler, yumrular ve bitkisel yaglar gibi dogal kaynaklardan elde edilen {irlinler,
biyoaktif bilesikler, 6zellikle ¢agimizin birgok hastaligindan sorumlu oldugu bilinen
serbest radikalleri temizleyebilen polifenoller agisindan zengindir. Bu fenolik bilesikler,
antioksidan aktiviteleri sayesinde oksidatif strese bagli bu hastaliklar1 da onleyebilir.
Diger mekanizmalarla bu bilesikler, SOD, CAT, GST ve GPx gibi antioksidan savunma
sisteminde yer alan enzimlerin aktivitesini diizenleyerek hareket edebilir (Darbar vd.
2021). Zeytinyaglarinin, ozellikle fenolik bilesikler ve tekli doymamis yag asitleri
acisindan zenginlikleri ile bilinen sizma zeytinyaginin tiiketimine 6zel Onem
verilmektedir. Ayrica biyofenollerin oksidatif stres, inflamasyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve yaslanmaya bagli hastaliklar gibi birgok insan patolojisine karsi
faydali etkilerinin oldugu kesfedilmistir. Sizma zeytinyagi, hidroksitirosol, tirozol ve
sekoiridoid tiirevleri dahil olmak {izere giiclii antioksidan aktiviteye sahip fenolik
bilesiklerin bir kaynagidir (Fanali vd. 2018b, Fransisco vd. 2019). Netekim sizma
zeytinyagt bakimindan zengin bir diyetin oksidatif stresi, tromboz riskini,
hiperkolesterolemi, kanser, kardiyovaskiiler hastalik, tip 2 diyabet ve obeziteyi dnledigi

diistiniilmektedir (Caramia vd. 2012).

Bu tezin amaci, Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden (Kilis yaglk, Izmir sofralik, Ayvalik,
Tavsan yliregi ve Memecik) 5 ¢esit sizma zeytinyaginin antioksidan ve hiicre koruyucu

ozelliklerini incelemektir. Calisma baslangicinda ilk olarak farkli sizma zeytinyagi
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orneklerinin fenolik fraksyonlarinin ekstraksyonu ve toplam fenolik ve favonoid
bilesiklerin tayini yapilmisir. Antioksidan aktivite, DPPH ve ABTS yontemleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Ote yandan farkli zeytinyag: drneklerinin antioksidan
savunmada onemli rol oynayan SOD, GPx ve GST gibi enzimlerin aktivitesi tizerindeki
etkileri de degerlendirilmistir. Tez calismamiz kapsaminda, farkli sizma zeytinyagi
orneklerinin, diyabet komplikasyonlarinda yer alan ve bazi kanser tiirlerinde hiperaktif
bir enzim olan aldose rediiktaz enzimi aktivitesi tizerinde etkileri belirlenmistir. Ayirca
farkli sizma zeytinyagi 6rneklerinin hiicre koruyucu etkileri Vero adlandirilan bébrek
epitel hiicre hatlar1 iizerinde incelenmistir. Tiirk sizma zeytinyaglarinin antioksidan
enzimler(SOD, GPx ve GST) ve aldoz rediiktaz aktivitesi {izerindeki etkileri in-vitro

olarak ilk kez arastirilmastir.

Zeytinyaglarindan fenolik fraksiyonun ekstraksiyonu sivi-sivi ekstraksiyon (LLE)
yontemi ile yapilir. Yaygin olarak kullanilan organik ¢oziicii metanoldiir. Bazi
caligmalarda hekzan da kullanilmaktadir (Fanali vd. 2018a, Lopez-Huertas vd. 2021).
Diger calismalarda MeOH/H20 veya bazen MeOH/Asetonitril kullanilir (Tasioula-
Margari ve Tsabolatidou 2015). Yiizde 80'lik metanol tek basina kullanilirken %601k
metanol hekzan ile birlikte kullanilmaktadir. Luz Pizarro vd. (2013) da sivi-sivi
ekstraksiyonunun saf zeytinyagindan fenolik fraksiyonu ¢ikarmak i¢in en iyi yontem
oldugunu gostermistir. Bu caligmada, Reboredo-Rodriguez vd. (2018) tarafindan
benimsenen yonteme gore %80 (MeOH/H20) kullanilmistir. Coziicli buharlastirildiktan
sonra elde edilen kuru ekstraktlarin stok konsantrasyonlari hazirlanarak -20 °C'de

saklanmis ve ¢alisma boyunca kullanilmistir.

Folin-Ciocalteu yontemi, toplam fenolik bilesiklerin tayini i¢in yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Folin-Ciocalteu reaktifi, sizma zeytinyaginin toplam fenolik bilesiklerinin
ve belirli tat 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in kararli bir belirtectir. Fenolik bilesiklerin, yag
asitleri bilesenlerinden sonra bitkisel yaglarin 6nemli bir pargasi oldugu bilinmektedir.
Zeytinyag1 ¢esidinin tiirii veya olgunlasma asamasi toplam fenolik igerigi etkileyebilir (
Yuvd. 2021). Bu fenolik bilesikler, antioksidan 6zelliklerinden ayri olarak, zeytinyaginin
lezzetinden sorumludur. Zeytinyagi Orneklerinden toplam fenolik bilesiklerin

belirlenmesi, ¢esitler arasinda 6nemli bir farklilik ortaya ¢ikarmistir. Sizma zeytinyaginin
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farkli gesitlerinin toplam fenolik bilesiklerinin bilesiminde gozlenen farkliliklar, sizma
zeytinyagi ¢esidinin genetik profilinden ve tarimsal-gevresel faktorlerden kaynaklanabilir
( Rotondi vd. 2011, Baiano vd. 2013). Olgunlasma asamasi ve ekstraksiyon yontemi gibi
diger faktorler, sizma zeytinyagindaki toplam fenolik icerigi etkileyebilir (Lopez-Yerena
vd. 2021, Pedan vd. 2019) . Ayrica farkli bolgelerden elde edilen zeytinyagi cesitlerinin
ayriminda fenolik bilesiklerin gergek bir indeks oldugu yapilan diger calismalarla
gosterilmistir. Tiirk zeytinyagi cesitleri genellikle fenolik bilesikler agisindan zengindir.
Ege bolgesine 6zgii bir zeytinyagi ¢esidi olan Arbequina iizerinde yapilan bir arastirma,
Tiirk cesidinin fenolik bilesikler acisindan Tunus, Italya ve Ispanya'da yetistirilen
Arbequina ¢esidinden daha zengin oldugunu gostermistir (Uluata vd. 2016). Bu nedenle,
farkli tarimsal kosullar altinda yetistirilen ayni ¢esit, fenolik bilesikler agisindan

farkliliklar gosterebilmektedir.

Calismamizda toplam fenolik bilesiklerin en yiiksek degerleri Kilis yaglik, Memecik
Izmir sofralik &rneklerinde gozlenirken, Ayvalik ve Tavsan yiiregi diisiik seviyelerde
toplam fenolik igermektedir (Cizelge 4.2). TPC Kilis yaglik, Izmir sofralik ve Memecik
icin sirastyla 180.12 + 1.04, 157.76 + 1.3 ve 122,04 = 0,61 mg GAE/g olarak
hesaplanmistir. Ayvalik ve Tavsan yiireginin diger ii¢ 6rnegi ile kiyasla daha az fenolik
bilesik igerdigi tespit edilmistir. Izmir sofralik ve Ayvalik sizma zeytinyag: 6rnekleri Ege
yoresinden gelmektedir. Ancak Izmir sofralik, Ege bolgesinin kuzey kesiminden gelen
Ayvalik'tan daha fazla toplam fenolik bilesik igerir. Ayvalik zeytinyag lizerinde yapilan
bir arastirmaya gore, olgunlagsma periyodu ve rakim, bu ¢esidin kimyasal bilesimini,
ozellikle toplam fenolik bilesik icerigini etkileyebilir (Usanmaz vd. 2018). Bu nedenle,
ayni bolge i¢inde topragin dogasi gibi faktorler, yagis, sizma zeytinyaginin bilesimini
etkileyebilir. Toplam fenolik ve flavonoid icerigi bakimindan en diisiik degerleri Akdeniz
bolgesi kokenli olan Tavsan yiiregi gostermistir. Olgunlagma asamasi fenolik veya
flavonoidlerin igerigini gii¢lii bir sekilde etkilemektedir. Halbuki ayni gesit igerisinde
fenolik ve flavonoid bilesiklerin icerigi olgunlasma asamasina bagli olarak farklilik
gosterebilir. Cig, orta olgun ve tam olgun meyvelerden elde edilen zeytinyag: tizerinde
yapilan bir arastirma, meyvenin olgunlagsma derecesine bagli olarak farkli seviyeler

gostermistir. Cig meyveler 194,3 mg/kg ile en yiiksek toplam fenolik madde miktar
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icermisken orta olgun ve tam olgun meyveler sirasyla 157,2 mg/kg ve 121,6 mg/kg
toplam fenolik madde igerdigi gosterilmistir (Pedan vd. 2019).

Calismamizda elde edilen sonuglar, c¢esitli sizma zeytinyagi gesitleri iizerinde yapilan
diger calismalarda elde edilen sonuclar desteklemektedir. Karaosmanoglu ve digerler
2010 yilinda toplam fenolik bilesik igeriginin zeytinyagi cesitlerine gore degistigini
bildirmistir. BoOylece, ayni yazarlar toplam fenolik bilesiklerin iceriginin ¢alisilan
cesitlere bagl olarak 125,29 ile 353,36 mg GA/kg arasinda degistigini gostermislerdir.
Benzer sekilde, italyan kokenli s1zma zeytinyaginin farkl gesitlerinde fenolik bilesiklerin
belirlenmesi tlizerine yapilan bir ¢aligmada, toplam fenolik icerigin 73 ila 265 mg GA/Kg
arasinda degistigi bildirilmistir (Pellegrin vd. 2001). Buna ek olarak, Barnea, Coratina,
Koreniki ve Manzanilla zeytinyagi gesitleri tizerinde yapilan yeni bir ¢alismada, toplam
fenolik bilesik icerikleri sirasiyla 149.32, 58.92, 180.21 ve 55.41 mg/kg olarak
bulunmustur (Xiang vd. 2017). Kuzey Cezayir'de yetistirilen Tefahi, Chemlal,
Manzanilla, Gelb Elfarroudj ve Zebboudj zeytinyagi gesitleri sirasiyla 237.19; 59.24,
48.94 ve 46.32 ngGA/mg gostermistir (Boussahel vd. 2020). Tefahi, Chemlal, Gelb
Elfarroudj ve Zebboudj ¢esitleri yerel, Manzanilla ¢esidi ise ithaldir. Ayn1 Manzanilla
cesidi lizerinde yapilan ancak farkli cografi bolgelerde yetistirilen bu iki ¢aligma, fenolik
bilesimin cografi bolgeden etkilendigini de kanitlamaktadir. Italya'da yetistirilen
Manzanilla ¢esidi, Cezayir'in kuzeyinde yetistirilene kiyasla daha yiiksek miktarda
toplam fenolik bilesik igermektedir. Usanmaz vd. (2018) hasat donemi ve rakimin
zeytinyaglarinin bilesiminde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Bu nedenle, farkli
rakimlarda yetisen ve farkli zamanlarda hasat edilen ayni gesitten iiretilen zeytinyagi,
farkli seviyelerde fenolik bilesikler ve yag asitleri igerebilir. Bu c¢alismada, yiiksek
rakiml1 bolgelerde yetisen gesitlerin fenolikler bakimindan zengin oldugu ve cesitlerin
doymamuis yag asitleri bakimindan zengin oldugu gozlenmistir. Ispanya kokenli sizma
zeytinyagi ¢esitleri iizerinde yapilan bir calisma da ¢esidin toplam fenolik bilesik icerigini
etkiledigini dogrulamaktadir. Bu ¢alismada Picual, Arbequina ve Hojiblanca ¢esitlerinin
toplam fenolik bilesik igerigi kilogram yag basina sirasiyla 169-260 mg/kg, 102-109
mg/kg ve 190-230 mg/kg gallik asit esdegeri olarak bulunmustur (Garcr'a-Villalba vd.
2010). Kesen vd. (2013) zeytinyaginin depolama siiresinin de zeytinyaginin toplam ugucu

bilesik icerigi lizerinde etkili olabilecegini bildirmistir. Hatay ilinde yetistirilen ve 2010-
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2012 yillar1 arasinda depolanan Halhali ¢esidi tizerinde yaptiklari ¢calismada, 2010 ve
2012 yillarinda sirasiyla 18.007 ve 19.178 pg/kg fenolik bilesik igerdigini

gostermislerdir.

Ozcan vd. (2019) tarafindan Ayvalik, Edremit Gemlik ve Tavsan yiiregi cesitlerinin
meyve ve yapraklari iizerinde yapilan bir arastirma, Tavsan yiiregi meyvesi ve Ayvalik
yapraklarmin toplam fenolik bilesik igeriginin en yiiksek oldugunu gostermistir. Ancak
calismamizda tavsan yliregi diger cesitlere gore en diislik toplam fenolik bilesik icerigine
sahiptir. Bu farklilik 6zcan ve arkadaslarinin calismasinin meyveler iizerinde, bizim
calismamizin ise bu zeytin ¢esidinden elde edilen sizma zeytinyag ile ilgili olmasindan
kaynaklanabilir. Ozcan vd.(2019), zeytin meyvelerinin fenolik bilesik igeriginin gesitlere
ve hasat donemine gore degistigini de gostermistir. Ayn1 bulgu, farkli ¢esitlerin farkl

seviyelerde toplam fenolik bilesiklere sahip oldugu calismamizda da elde edilmistir.

Tez calismamiz kapsaminda toplam fenolik igerik tayinin yani sira fakli sizma zeytinyagi
orneklerinin toplam flavonoid iceigi de incenlenmistir. Sizma zeytinyagi 6rneklerinin
toplam flavonoid igeriginin de birbirinden farkli oldugunu gostermistir (gizelge 4.3).
Gozlenen farkliliklar, zeytinyagi ¢esidinin tiiri ve agro-ekolojik kosullardan
kaynaklanmaktadir (R6zanska vd. 2020). Kilis yaglik ve Memecik ornekleri sirasiyla
273.06 ve 244,93 + 4,15 mg QE/g ile en yiiksek flavonoid igerigini gostermistir. Tavsan
yiiregi rnegi en diisiik toplam flavonoid icerigi gostermistir. Izmir sofralik toplam
fenolik igerik agisindan Ayvalik'a gore daha yliksek miktar gosterirken, toplam flavonoid
igerigi sonucunda ise tam tersi gézlenmektedir. Flavonoid igerigi ayrica sicaklik, yagis
gibi faktorlerden ve ayrica olgunluk asamasindan da etkilenebilir. Olgun meyvelerden
elde edilen zeytinyaginda flavonoid igeriginin yliksek oldugu bildirilmistir (De Torres vd.
2018). Apigenin ve luteolin gibi bireysel flavonoidlerin igerigi, olgunluk derecesi ile artar
(Bengana vd. 2013, Lukic vd. 2017) . Ayrica en yiiksek flavonoid igeriginin genellikle
yiiksek yagisli bolgelerde zeytinlerden elde edildigi gosterilmistir . Bunun nedeni,
Ayvalik sizma zeytin Orneginin ileri olgunluk asamasinin toplam fenolik bilesik
iceriginde azalmaya ve flavonoid igeriginde artisa neden olmasi olabilir. Diger
caligmalara gore, fenolik bilesiklerin igerigi, zeytin meyvelerindeki glikozitlerin diizeyine

ve P-glukosidazin aktivitesine bagli olabilir. Bu enzimin fenolik glukozitlerin
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hidrolizinden ve fenolik bilesiklerin oksidasyonundan sorumlu olduguna inanilmaktadir
(Hachicha Hbaieb vd 2015, Hachicha Hbaieb vd. 2017) .

Farkli s1izma zeytinyagi 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH ve ABTS antiradikal
spektrofotometrik yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu iki yontem genellikle bir
bilesik veya maddenin antioksidan aktivitesi potentiyeli degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Sizma zeytinyagi, antioksidan aktivitelerinden sorumlu fenolik
bilesikler agisindan zengindir. Son zamanlarda yapilan birka¢ in vitro c¢alisma,
zeytinyagindaki fenolik asitlerin, polifenollerin ve o6zellikle flavonoidlerin giiclii
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Hayes vd. 2011, Camilla vd. 2018).
Toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin belirlenmesinde elde edilen sonuclar, sizma
zeytinyagl ¢esidine gore Onemli bir farklilik gostermistir. Benzer sekilde, DPPH ve
ABTS'min radikal indirgeyici aktiviteleri, incelenen sizma zeytinyagi Orneklerinin
polifenolik bilesik igerigine (fenolik bilesikler veya flavonoidler) gore degismektedir.
Radikal DPPH'yi daha fazla siiptirme etki gosteren sizma zeytinyagi ornekleri sirasiyla
0,82 mg/mL ve 1,20 mg/mL ICso degerleri ile KY ve IS olmustur. En yiiksek ICso
degerine (7.07 mg/mL) sahip tavsan yiiregi 6rnegi DPPH radikali {izerinde daha az etkili
olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek konsantrasyona karsilik gelen 4 mg/mL'de KY, IS,
MC, AY ve TY ornekleri sirasiyla %97,02; %94,10; %97,28; %91,76; %28,44 DPPH
indirgeme degerleri gostermistir (Cizelge 4.6). ABTS radikalinin indirgeme aktivitesine
gelince, MC ve KY ornekleri sirasiyla 0,38 ve 0,56 mg/mL ICso degerleri ile daha etkili
olmustur. IS ve TY 6rneklerini, 0,69 ve 0,94 mg/mL ICso degerleri ile ABTS radikalleri
tizerinde orta derecede indirgeyici etkiler sergilemistir. AY, 1,40 mg/mL'lik ICso degeri
ile en diisitk ABTS radikal indirgeme aktivitesini gdstermistir. Her bir sizma zeytinyagi
orneginin DPPH ve ABTS iizerindeki etkileri arasindaki korelasyon da
degerlendirilmistir. Bdylece IS, KY ve AY orneklerinde sirasiyla R2 = 0,9586, R2 =
0,9577, R? = 0,9435 ile iyi bir korelasyon gozlenmistir (¢izelge 4.8). Bunun sonucu, iyi
korelasyon gosteren sizma zeytinyagi Orneklerin DPPH ve ABTS radikallerinin

indirgenmesinden sorumlu fenolik bilesiklerin yeterli miktarini igermesidir.

Sizma zeytinyaginin farkli orneklerindeki fenolik bilesiklerin icerigine bagli olan

antioksidan aktivite, ¢esit, ekstraksiyon yontemi ve olgunluk asamasi gibi ¢esitli
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faktorlerden de etkilenebilmektedir. Huang vd.(2020) gore, olgunluk asamasi
zeytinyaginin antioksidan aktivitesini etkileyebilir. Gergekten de, olgun meyvelerden
elde edilen zeytinyaglar diisiik seviyelerde polifenolik bilesikler ve antioksidan ve
sitoprotektif 6zellikleriyle bilinen oleik asit basta olmak iizere bazi doymamis yag asitleri
icermektedir. Caligmalarimizda elde edilen sonuglar, Huang vd. (2020) tarafindan Cin'de
yetistirilen dort yaglik zeytin ¢esidi (Arbequina, picual, Ezhi-8 ve Coratina) lizerinde elde
edilen sonuglar1 desteklemektedir. Daha fazla fenolik bilesik iceren Coratina ¢esidi,
Arbequina, Picual ve Ezhi-8 gesitlerinden daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.
Bu durum, sizma zeytinyaginin antioksidan etkilerinden biiytik 6l¢iide fenolik bilesiklerin
sorumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica dort gesit Tiirk zeytinyaginin meyve ve
yapraklar1 iizerinde yapilan bir arastirma, fenolik bilesiklerin iceriginin ve antioksidan
aktivitenin hasat donemine gore degistigini ortaya koymustur. Nitekim hasadin basinda
toplanan meyveler antioksidan aktivite agisindan yiiksek degerler sergilemektedir.
Sirasiyla Ayvalik icin %88,885 (Agustos) ve %76,190 (Aralik), Gemli i¢in %82,670
(Ekim) ve %80,640 (Aralik), Edremit i¢in %83,841 (Agustos) ve %73,473 (Aralik), icin
%83,138 (Eyliil) ve %80,640 (Kasim) Memecik ve %82.904 (Agustos) ve %79.391
(Aralik) antioksidan degerleri elde edilmistir (Ozcan vd. 2019). Bu sonuglar bizim
calismamizda elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Ek olarak, Misir'da
yetistirilen iki s1zma zeytinyagi ¢esidi olan Koroneiki ve Coratina lizerinde yapilan yeni
bir ¢alisma da antioksidan aktivitenin c¢eside gore degistigini gdstermektedir. Nitekim,
Koroneiki ¢esidi DPPH ve ABTS radikallerinin sirasiyla %35,85 ve %4,37 oraninda
inhibisyonunu gosterirken, Coratina ¢esidi i¢in elde edilen degerler sirasiyla %25,37 ve
%2,82 olmustur (Basuny vd. 2022). Calismamizda elde edilen bulgular Basuny vd. (2022)

tarafindan elden sonugalrindan daha yiiksek olduginu gézlemlenmistir.

Diger yandan Tez ¢aligmamiz kapsaminda farkli sizma zeytinyaglarinin sigir Karaciger
dokusundan kismen saflastirilmis antioksidan enzimler aktivisi iizerinde olan etkileri
ingelenmistir. Karaciger hayvanlarin ve insanlarin fiziyolosinde ¢ok 6nemli islev géren
bir organdir. Karaciger bir¢ok biyokimyasal reaksiyonun gergeklestigi bir organdir. Bu
nedenle karaciger, bircok endojen ve eksojen ksenobiyotigin detoksifikasyonunda ve
atiliminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Metabolik reaksiyon merkezidir ve antioksidan

savunmada yer alan GPx, SOD ve GST gibi gesitli enzim i¢germektedir. Karaciger ayrica
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aldoz rediiktaz igerir, bu enzim ployol yollarina miidahale eder ve glikozun sortbitole
doniistimiinii katalize etmektedir. Diyabetik hastalarda aldoz rediiktaz hiperaktivitesi,
katarakt ve retinopati, néropati ve nefropati gibi diger hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla
diyabet komplikasyonlarina neden olmaktadir (Chang vd. 2019). Bu ¢alismada, yukarida
belirtilen enzimler, Yildirim vd. (2014) tarafindan kullanilan yonteme gore sigir

karacigerinden izole edilmistir.

Enzim calismalari, farkli sizma zeytinyagi orneklerinin, antioksidan savunmanin ilk
hattinda yer alan bir enzim olan SOD iizerindeki etkileri incelenmesi ile baglamstir. Tk
olarak, sitozolde bulunan protein miktar1 Lowry'nin yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Bunun i¢in s18ir karacigerinden izole edilen sitozol tampon soliisyonda sirastyla 20 ve 40
kez seyreltilmistir. Sitosoldeki protein miktarinin tayini sirasinda elde edilen sonuglar
pg/mL olarak ifade edilir. Boylece 20 ve 40 diliisyonlarda sirasiyla 940,55 ve 503,68
pug/mL elde edilmigtir. Daha sonra SOD aktivitesinin derecesini kontrol etmek i¢in, sizma
zeytinyagt ornekleri digindaki reaktifleri ve substratlari igeren reaksiyon karigiminin
absorbansi 340 nm'de 5 dakikalik bir siire boyunca okunmustur. Elde edilen sonuglar
SOD'un aktif oldugunu gostermistir (Sekil 4.11). Enzim kontroliiniin sergiledigi aktivitesi
%100 enzim aktivitesine karsilik gelir ve farkli sizma zeytinyagi Orneklerin
konsantrasyonlarinin etkileri bu deger lizerinden hesaplanmistir. Farkli s1izma zeytinyagi
orneklerinin SOD tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in 0,25 ila 4 mg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlar kullanilmistir. Tiim KY, MC IS ve AY orekleri icin diisiik
konsantrasyonlarda (0,25 ve 0,05 mg/mL) SOD enzim aktivisinde inhibisyon etkileri
gozlenmistir. Ancak 2 ve 4 mg/mL'lik konsantrasyonlar SOD iizerinde aktive edici etkiler
gostermistir. KY 0Ornegi, en yiiksek konsantrasyon olan 4mg/mL'de %52,29'luk bir
degerle daha iyi aktivasyon gostermistir. MC, AY ve IS oOrnekleri en yiiksek
konsantrasyonunda sirasiyla %19,14, %27,87 ve %43,67 aktivasyon degerleri
sergilemistir. KY, MC ve AY o6rnekleri enzim tizerinde bifazik etki gostermis, diisiik
konsantrasyonda SOD iizerinde inhibitor etki gosterirken, yiiksek konsantrasyonda aktive
etmislerdir. TY Ornegi, diger orneklerden farkli olarak, 4 mg/mL disindaki farkli
konsantrasyonlar arasindaki etkilerde ¢cok Onemsiz bir farkla tiim konsantrasyonlarda
enzim inhibisyonu gdstermistir. En yiiksek konsantrasyonda TY, %32.63'liik bir SOD

inhibisyonu degeri gostermistir.
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Sizma zeytinyaginin antioksidan enzimler (SOD, CAT, GPx) iizerindeki yapilan birgok
in-vivo c¢alismalar, dokulardaki ROT'u azaltmada rol oynayabilecegini gostermistir.
Ghorbel vd. (2015) tarafindan yapilan bir arastirma, sizma zeytinyaginin siganlarda
karacigere akrilamid (ACR) ve aliiminyum kloriir (AICI3) uygulanmasinin indiikledigi
hasar1 katalaz (CAT) ve siiperoksit dismataz (SOD) aktivitesi artirarak azaltabildigini
gostermistir. Bu calismada elde edilen sonuglar, farkli sizma zeytinyagi yaglarinin GPX
ve GST iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir . SOD enzim
activisi tlizerinde inhibitor etki gosteren Tavsan yiiregi disinda tiim Ornekler enzim
aktivitesinde artiga neden olmustur. En yiiksek aktivasyon veya inhibisyon degerleri, en
yiiksek konsantrasyonlar tarafindan indiiklenmistir. Bu, sizma zeytinyagmin neden
enzimler iizerinde doza bagl bir sekilde etki ettigini aciklar. Zeytinyaglarinin enzim
aktivitesi lizerine etkisi izole edildigi organa gore farklilik gosterebilmektedir. Halbuki,
diyabetik sican modelleri iizerinde yapilan bir calismada, saf hindistancevizi yagi
karacigerde SOD, KAT ve GPx aktivitesinde bir azalmaya neden olurken, kalp ve bébrek
dokularinda bu enzimlerin aktive oldugunu géstermistir (Purasevi¢ vd. 2019). In-vitro
olarak sizma zeytinyaglarinda yiiksek oranda bulunan oleik asidin kirmizi kan
hiicrelerinde SOD aktivitesini arttirdig1 gdsterilmistir (Banerjee vd. 2020). Ote yandan,
sizma zeytinyagi antioksidan enzimlerin, 6zellikle de SOD'un aktivitesini artirarak
sicanlart akrilamid kaynakli hepatoksisiteye karsi korumaktadir (Abd-Elfatah vd. 2022).
Ayirica yapilan diger bir calismada 1 aylik siganlarda, zeytinyag ile tedaviden sonra SOD
aktivitesi azalmigtir ( Pejic vd 1999).

GPx, antioksidan mekanizmanin ikinci savunma hattinda yer alan bir enzimdir. Katalaz
gibi, H202'nin H20'ya O 'ye doniisiimiinii katalize etmektedir. GPx bu nedenle
antioksidan savunmada kilit bir rol oynar ve hiicreleri viicut tarafindan asimile
edilebilecek maddelere doniistiirdiigii H2O2'nin zararli etkilerine karsi korumaktadir. Bu
enzimin, genellikle farkli rollere sahip birka¢ izoformu vardir. GPx4'in siddetli bir
ifadesinin, bazi kanserlerin kotiiliiklerine katkida bulundugu ve bazen antikanser ilaclara
kars1 dirence neden oldugu bildirilmistir (Yang vd. 2014, Viswanathan vd. 2017). Bu
calismada, GPx'in etkinligi Isgor vd (2008) tarafindan aciklanan ydnteme gore
degerlendirilmistir. Yontem, GPx igermesi beklenen sigir karacigerinden elde edilen

sitozoliin kullanilmasindan olusuyordu. Bunun i¢in farkli sizma zeytinyagi Ornekleri
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uygulanmadan once, Lowry yontemi kullanilarak sitozolde bulunan protein miktarlar
belirlenmistir. Farkli sitozol konsantrasyonlar1 kullanilarak protein dl¢iimiinden sonra,
enzim optimizasyon egrileri ¢izilmistir. Enzim aktivitesinin en iyi egrisini veren sitozol
konsantrasyonu, farkli sizma zeytinyagr Orneklerinin etkilerinin belirlenmesi igin
secilmigtir. GPx aktivitesinin belirlenmesi igin substrat olarak glutatyon rediiktaz,

glutatyon ve kumil hidropreoksit kullanilmistir.

GPx izoenzimleri ¢oktur ve esas olarak hiicrelerdeki konumlari ve islevleri bakimindan
farklilik gosterir. Genel olarak GPx izoenzimleri, antioksidan aktivitelerinden dolay1
organizmalar i¢in faydalidir. Bununla birlikte, belirli kanserlerin gelisiminde GPx'in rolii
karigiktir. Aslinda, diistik aktiviteli GPx1 polimorfizmlerinin, daha yiikksek meme ve
prostat kanseri ilerlemesi riski ile birlikte artan oksidatif strese neden oldugu
bilinmektedir (Blein vd. 2014). Ote yandan, kanser gibi kotii huylu hastaliklarda yiiksek
GPx aktivitesinin, kanser ilag tedavisine kars1 direng mekanizmasinda rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Schulz vd. 2012). Bu nedenle, GPX inhibitdrlerinin gelistirilmesi, yeni anti-
kanser ilaglari i¢in umut verici bir yol sunabilir. Halihazirda, Behnisch-Cornwel vd.
(2020), pentatiepinlerin giiglii bir GPx1 inhibitorleri sinifi oldugunu bildirmistir. Onlara
gore, bu bilesikler, GPx'i inhibe edici etkileri sayesinde, kanser hiicrelerinde oksidatif
strese neden olmakta, bunun sonucunda DNA iplik¢iklerinin kirilmasina, apoptozun
indiiklenmesine ve hiicre 0liimiine yol agmaktadir. Calismamizin sonuglari, tiim sizma
zeytinyag1 Orneklerinin GPx aktivitesini inhibe ettigini gostermistir. Farkli sizma
zeytinyaglt Orneklerinin enzim iizerindeki inhibisyon yiizdeleri, enzimin normal
aktivitesine karsilik gelen %100 degerine gore hesaplanmistir. KY ve IS yag &rnekleri
sirastyla %49,58 ve %39,69 ile en yliksek inhibisyon yiizdelerini gostermistir. Elde edilen
sonuglar, KY 6rneginin diger 6rneklere kiyasla Gpx iizerinde daha da verimli oldugunu
kanitlamistir. TY ve AY sizma zeytinyagi sirastyla %8,05 ve %10 ile en diisiik GPx
inhibisyon degerlerini vermistir. Benzer sekilde, scrich vd. (2020), sizma zeytinyaginda
yiiksek bir diyetin meme kanserli sigan modellerinde enzimatik antioksidan kapasitede
azalmaya neden oldugunu ve bunun sonucunda KAT ve GPx aktivitesinde azalmaya

neden oldugunu gdstermistir.
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GST, hiicre detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Bu detoksifikasyon,
glutatyon-s-transferazin  birgok elektrofilik bilesik ve GSH ile konjugasyon
olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu konjugasyon siiregleri araciligiyla GST,
bircok canli organizmada hiicresel homeostazin korunmasina katkida bulunmaktadir.
GST'ler, GSH konjugatlar1 olusturmak i¢in sitokrom P450 metabolizmasi tarafindan
tiretilen indirgenmis glutatyon (GSH) ve serbest radikallerin konjugasyon reaksiyonunu
katalize ederek sitoprotektif bir rol oynamaktadir (Kural vd. 2018). Bu nedenle GST,
kanserojen bilesikleri, cevresel kirleticileri, ilaglar1 ve diger birgok bilesigi substrat olarak
kullanir (Cnubben vd. 2001). Bu tez ¢alismasinda SOD ve GPX testi gibi GST testi de
sigir karaciger dokusundan elde edilen sitozol enzim kaynagi olarak kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Sitozolde bulunan proteinlerin  miktar1 ilk o6nce farkh
konsantrasyonlar kullanilarak belirlenmistir. Optimizasyon testleri ve farkli drneklerin
GST tizerindeki aktiviteleri i¢in en iyl protein miktarin1 saglayan konsantrasyon
secilmistir. Tiim sizma zeytinyagi 6rnekleri GST'yi 6nemli dl¢iide inhibe etmistir. KY ve
IS orneklerinin en iyi aktiviteleri gosterdigi diger enzimlerde (SOD, GPx ve AR) elde
edilen sonuglarin aksine, GST'de elde edilen sonuglar bu numunenin en diistik aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir. Boylece, %17.38 ve %18.79'luk bir GST inhibisyon etkisi
kaydedilmistir. Sirasiyla %28,57, %34,61 ve %30,38 inhibisyon degerleri ile TY ve AY
sizma zeytinyagt GST iizerinde en iyi etkiye sahipken, diger enzimler (SOD, GPX)
tizerinde en diisiik aktiviteleri gostermistir. TY, toplam fenolik bilesikler ve
flavonoidlerin en diisiik degerlerini sunsa da, yine de polifenoller agisindan zengin olan
KY, AY ve MC'ye gore GST enzimi lizerinde daha etkili oldugunu kanitlamistir. Bu
sonuglar, bazi kanserlerde GST hiperaktivitesine bagli kemoterapotik ilag direncine karsi
bir avantaj sunabilmektedir. Gergekten de, gesitli calismalar GST'lerinin bazi kanser
hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara karsi direncinde rol oynadigini bildirmistir: GST P1
izoenzimi, 6zellikle akciger, kolon ve mide kanserlerinde indiiklenir ve kemoterapotik
ajana kars1 hiicresel direncte yer aldig1 gosterilmistir (Singh ve Reindl 2021). Ek olarak,
GST'ler hiicre sinyalizasyonunda, post-translasyonel modifikasyonda ve bazi
kemoterapoétik ajanlara karsi direngte dikkate deger bir rol oynamaktadir (Tew vd. 2011).
Ilag direncinin gelisiminde, GST'ler dogrudan detoksifikasyon yoluyla veya MAP kinaz
yolunu inhibe ederek etki gosterir. GST'ler umut verici bir terapotik hedef haline gelmistir

¢iinkii spesifik izozimler ¢ok gesitli timdrlerde asir1 eksprese edilmektedir (Townsend ve
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Tew 2003). Bu nedenle, kemoterapi sirasinda c¢esitli sizma zeytinyagi orneklerinin

takviyesi, bu enzimlerin asir1 ekspresyonuna bagli ilag direncini azaltabilir.

Seker hastalarinda kandaki glikoz seviyesinin artmasi, glikozu ortadan kaldirmak icin
baska yollara basvurmasina neden olmaktdir. Bu durumda en ¢ok meydana giren
yollardan biri diyabetin komplikasyonlarindan sorumlu olan poliol yoludur. Aldoz
rediiktaz, glikozu sorbitole doniistiirerek bu yolu tetikleyen ana enzimdir. Poliol yolunu
tetikleyen bu enzimin inhibisyonu, diyabet komplikasyonlarinin onlenmesi igin
potansiyel bir hedef haline gelmistir. Piyasada bulunan aldoz rediiktaz inhibitorleri ¢ok
etkilidir, ancak kullanimlar ¢esitli yan etkilerle iliskilidir. Bu nedenle, daha az yan etkiye

sahip yeni dogal aldoz rediiktaz inhibitorlerinin arastirilmast 6nemlidir.

Farkli sizma zeytinyaglarin Orneklerinin aldoz rediiktaz {izerindeki etkileri de
degerlendirilmistir. Aldoz rediiktaz, diyabet komplikasyonlarina karisan bir enzimdir.
Gergekte, aldoz rediiktazin abartili bir aktivitesi, retina dokularinda bir ozmotik basing
sorununa neden olan asir1 sorbitol iiretimine yol agmaktadir. Aldoz rediikktazin bir
kofaktor olarak NADPH'ye sahip olmasi nedeniyle, hiperaktivitesine kofaktoriiniin
tiretiminde bir artis eslik etmektedir. NADPH birikimi, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini

artirarak oksidatif strese neden olmaktadir.

Farkli sizma zeytinyag:1 orneklerinin etkilerinin belirlenmesinden 6nce aldoz rediiktaz
aktivitesi, substrat olarak DL-gliseraldehit ve kofaktér olarak NADPH kullanilarak
degerlendirilmistir ( Yildirnm vd. 2014, Alim vd. 2017). Kiivet icerdigi reaksiyon
karisiminin absorbanst 340 nm dalga boyunda, bir spektrofotometre kullanilarak
Olclilmiistiir. Enzimin aktivitesi, NADPH tiiketimine bagl olarak absorbans azalmasina

neden olmaktadir (sekil 4. 36).

Tiim s1izma zeytinyag1 ornekleri, %100 aldoz rediiktaz aktivitesine karsilik gelen kontrol
ile kiysla aldoz rediiktaz aktivitesini inhibe ettigini belirlemistir. Kilis yaglik, Memecik
ve Izmir sofralik 6rnekleri aldoz rediiktaz iizerinde en yiiksek inhibitér etkiyi gdstermistir.
Kilis yaglik, Memecik ve Izmir sofralik numuneleri sirasiyla 0,98, 1,00 ve 1,03 mg/mL

ICso degerleri sergilemistir. Tavsan yiiregi ve Ayvalik sirasiyla 3,23 ve 2,15 mg/mL ICso
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degerleri ile aldoz rediiktaz iizerinde zay1f inhibitor etkiler gostermistir (Cizelge 4. 10).
Elde edilen sonuglar, farkli numunelerin aldoz rediiktaz iizerindeki etkisinin doza bagl
oldugunu gostermektedir. Nitekim Tavsan yiiregi ve Ayvalik 6rnekleri aldoz rediiktaz
aktivitesi tlizerinde sadece en yiiksek konsantrasyonlarda etkili olmustur. Elimam vd.
(2017) tarafindan zeytin yaprag: 6zleri iizerinde yapilan bir arastirma, bu zeytin yapragi
Ozlerinin aldoz rediiktaz aktivitesi lizerindeki inhibitor etkilerinin konsantrasyona bagli
oldugunu géstermistir. Zeytin yapragi ekstreleri aldoz rediiktaz aktivitesini 65 pg/mL'lik
bir ICso degeri ile inhibe etmistir. Sizma zeytinyagi, hiperglisemi ile baglantili bazi
enzimlerin aktivitesini inhibe eder. Loizzo vd. (2009), sizma zeytinyaginin diyabet,
obezite ve hipertansiyonda yer alan belirli enzimlerin aktivitesi tizerindeki inhibitor
etkilerini incelemistir. Bu calismaya gore, sizma zeytinyagindan elde edilen fenolik
bilesikler, a-glukosidaz ve a-amilaz aktivitesini inhibe etmistir. Ayn1 yazarlar, biyolojik
etkilerinden s1izma zeytinyaginin fenolik bilesiminin sorumlu oldugunu iddia etmektedir.
Calismalarimizda elde edilen sonuglar bu ifadeyi dogrular gibi goriinmektedir ¢iinkii en
yiiksek fenolik bilesik seviyelerine sahip sizma zeytinyagi 6rnekleri daha iyi biyolojik
etkiler gostermistir. Ek olarak, zeytin zegirmeni atiklarindan izole edilen bilesiklerin
diabetik riskini artiran a-glukosidaz ve a-amilaz enzimlerin aktivitesi lizerine inhibe edici
etkileri gosterilmistir (Mwakalukwa vd. 2020). Bu nedenle, bu c¢alismada elde edilen
sonuglar, sizma zeytinyaginin, aldoz rediiktaz hiperaktivitesi ile karakterize edilen
diyabet komplikasyonlarinin azaltilmasinda bir umut olabilecegini kanitlamaktadir.
Diyabetik si¢anlarda antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve GPx) azaldigimi ve lipid
peroksidasyonu arttig1 bildirilmistir (Y1ildirim 2002). Farkli sizma zeytinyag1 6rnekleri ve
ozellikle de IS, AY, MC ve KY gibi SOD enzimi aktivitesini artiran 6rnekleri diyabet

komplikasyonlarin 6nlemesinde katkida bulunabilir.

Bu tez ¢alisma kapsiminda farkli sizma zeytinyaglarinin hiicre koruyucu etkileri de
belirlenmistir. Bu amagla Vero adi verilen normal hiicre dizileri kullanilmistir.
Sitoprotektif etkiler, farkli sizma zeytinyagi ekstraktlarina 18 saat ve hidrojen peroksite
6 saat maruz kaldiktan sonra MTT yontemiyle degerlendirilmistir. Hidrojen peroksit bir
pro-oksidan ajan olarak kullanilmistir, kiiltiir ortamindaki varlig1 hiicreler iizerinde strese
neden olur. Pozitif kontrol olarak sitoprotektif ozellikleriyle bilinen askorbik asit

kullanilmistir (Gegotek vd. 2020). Askorbik asit ve rutin, lipid peroksidasyonunu onler
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ve UV kaynakli strese karsi hiicre koruyucu etkilerine katkida bulunan Nf2/ARE sinyalini
destekler. Sizma zeytinyaginin antioksidan ozellikleriyle bilinen fenolik bilesiklerinin
sitoprotektif etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir. Borges vd. (2015) tarafindan yapilan
bir arastirma, sizma zeytinyaginin, ROS iiretimini 6nemli 6l¢iide azaltarak Caco-2
hiicrelerini tertbutilhidroperoksit kaynakli strese karsi korudugunu gostermistir. Boylece
2 saat boyunca strese maruz kaldiktan sonra zeytinyagi ekstrakti alan gruplarin
canliligimin sadece tertbiitilhidroperoksit uygulananlara goére daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bagka bir calismada, HepG2 epitel hiicrelerine uygulanan hidroksitirosol,
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirmakta ve pro-oksidanlarin neden oldugu
strese karsi hiicrelerin korunmasina katkida bulunmaktadir. Bagka bir mekanizma ile
hidroksitirozol, Nrf2'nin ¢ekirdege translokasyonu tizerinde hareket eder ve hiicrelerin
oksidatif strese kars1 korunmasina katkida bulunarak antioksidan savunma sisteminde yer
alan genlerin ekspresyonunu destekler (Martin vd. 2010). Ayirica sizma zeytinyagi
HepG2 hiicrelerinde hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu
aktivite gostermistir (Lammi vd. 2020). Ek olarak sizma zeytinyagi insan deri epitel
hiicreleri tlizerine UV indiikledigi oksidati stres karsst koruyucu oldugunu goéstermistir
(Salucci vd. 2015). Bu ¢alismada kullanilan sizma zeytinyagi 6rnekleri, hiicre canliligini
artirarak hidrojen peroksitin neden oldugu hiicre 6liimiinii dnlemistir (Sekil 4.43). IS, AY,
MC, TY ve KY orneklerinin uygulanmasi hiicre canliliginda sirasiyla %9,62 %12,41
%12,51 %20,78 ve %21,3 artis gostermistir. Boylece TY ve KY 6rnekleri, %13,75'lik bir
degere sahip askorbik asit dahil olamak tizere diger drneklere gore daha yiiksek hiicre
koruyucu etkileri gostermistir. Zeytinyagi ve zeytin yapragi, sitoprotektif etkileri olan
fenolik bilesikler acisindan zengindir. Sizma zeytinyag: igerdigi fenolik bilesik olan
hidroksitirozol iizerinde yapilan gesitli calismalarda, hiicre koruyucu etkileri sahip oldugu
sOylenmigstir. Gercekten de, sizma zeytinyaginda bulunan ana fenolik bilesik olan
hidroksitirozol ve H.O; ile kiiltiir ortaminda birlikte inkiibasyonun, mononiikleer
hiicrelerde, periferik kanda oksidatif DNA hasarini azalttigi bildirilmistir (Rosignoli vd.
2016). Benzer sekilde zeytinyag1 6zleri, mitokondriyal membran potansiyelini artirarak
ve oksidatif hasari hafifleterek mitokondriyal fonksiyonlar1 iyilestirerek insan
keratinositlerinin hiicre canliligini arttirir (Yazihan vd. 2020). Ha vd. (2009) gore, MEF
fibroblast hiicrelerinin zeytin yapragi ekstresi ve H20: ile birlikte uygulanmasi, tek basina

H20. ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla hiicre canliligini %20 artirarak H202
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sitotoksisitesini baskilamigtir. Civa (Hg), bobrek ve néronal hastalik risklerine neden olan
hiicrelerde oksidatif stresi indiikleyebilen agir metallerden biridir. Officioso vd. (2016)
tarafindan yapilan bir aragtirma, zeytinyaginda bulunan bir bilesik olan hidroksitirosoliin,
civanin (Hg) neden oldugu strese karst néroblastik hiicreleri korudugunu bildirmektedir.
Hidroksitirozoliin pasif difiizyonla hiicre zarlarimi verimli bir sekilde gegtigi ve cesitli
insan sistemlerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sitotoksik etkilerini notralize ettigi
gosterilmistir (Manna vd. 2000). Ayrica, ¢esitli zeytinyagi fenolleri, farkli antioksidan
aktivitelerinden bagimsiz olarak, homosistein kaynakli artan endotel hiicre yapigsmasini
inhibe edebilir (Manna vd. 2009). Son olarak HT, retinal pigment epitel hiicrelerinde
akrolein kaynakli sitotoksisiteyi artirarak oksidatif hasara ve mitokondriyal islev
bozukluguna kars1 koruma gosterir ve HepG2 hiicrelerinde akrilamid kaynakli
sitotoksisiteyi azaltir (Officioso vd. 2016). 2,4-Diklorofenoksasetik asit (2,4-D)
sicanlarda nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Sizma zeytinyagi ve fraksiyonlarinin 2,4-
D ile birlikte uygulanmasi, lipid peroksidasyonunda oénemli bir azalma ve antioksidan
savunma sisteminde bir artis ile birlikte bobreklerde 2,4-D tarafindan indiiklenen
biyokimyasal degisikliklerin tersine c¢evrilmesine neden olmaktadir. Antioksidan
savunma sistemi seviyesindeki bu artis, antioksidan savunmada yer alan enzimler olan
SOD, GPXve KAT’1n gelismis aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bu etkiler, basta oleik
asit olmak Tlzere tekli doymamis yag asitlerinin yiiksek icerigine baglanmistir.
Zeytinyaginin, yiiksek tekli doymamis yag asitleri igerigi nedeniyle LDL oksidasyonuna
kars1 koruyucu Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir (Nakbi vd. 2012, Banerjee vd.
2020).

Bu tez ¢alismasindan elde eldilen bulgular, bazi Tiirk sizma zeytinyagi ¢esitlerinin fenolik
bilesiklerin  karakterizasyonunam, antioksidan ve hiicre koruyucu etkilerinin
belirlenmesine katkida bulunmaktadir. Calismamiz, sizma zeytinyaginin fenolik bilesimi
ve biyolojik etkileri ¢esidine gore digistigini kanitlamistir. Daha yiiksek miktarda fenolik
bilesik iceren sizma zeytinyagi drneklerinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. En iyi sonuglar Ege bolgesinde (IS, MC ve AY) ve Giiney Anadolu
bolgesinde (KY) elde edilmistir. Antioksidan aktivitelere iliskin elde edilen sonuglar,
sizma zeytinyaginin antioksidan savunmadaki roliinii gdstermektedir. Bu gozlemler,

sizma zeytinyaginin oksidatif stresin neden olabilecegi kanser, ndrodejeneratif hastaliklar
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ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli patolojileri dnleyebilecegine dair literatiirdeki
verileri dogrulamaktadir. Ote yandan, bu tez calismasi, farkli sizma zeytinyaglarinin
aldoz rediiktaz Ttzerindeki inhibitor etkileri yoluyla diyabetik komplikasyonlarin
Onlenmesinde oynayabilecegi rolii ortaya koymustur. Calismamiz ayrica farkli sizma
zeytinyaglarinin bobrek epitelinin Vero hiicre hatlarin1 hidrojen peroksit kaynakli
oksidatif strese kars1 koruma yetenegini de belirlemistir. Bu nedenle, sizma zeytinyagi
tilketimi bobrek hastaliginin O6nlenmesinde faydali olabilir. Buna ek olarak, sizma
zeytinyaglarinin GST inhibe edici etkileri nedeniyle, kemoterapi sirasinda kullanimlari
GST kaynakli ilag direncine karsi yardimci olabilmektedir. Ancak, bu ¢alismada elde
edilen sonuclar1 desteklemek icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Ik olarak,
zeytinyaginin karakterizasyonu ile ilgili olarak, bireysel fenolik bilesikleri, sterolleri ve
yag asitlerini izole etmek igin fraksiyonlama gereklidir. Ote yandan, biyolojik etkilerle
ilgili olarak, 6zellikle enzimatik testler in-vivo g¢alismalarin konusu olmalidir. Yukarida
belirtilen ¢aligmalar tamamlanana kadar ve ¢alismamizin sonuglarina gore, Ege bolgesi
ve Giiney Anadolu'dan sizma zeytinyag tiiketiminin saglik agisindan daha faydali oldugu

goriilmektedir.
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