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OZET

Bu calismada, Pistacia terebinthus, Morus alba, Salvia multicaulis’in su ve etanol
ekstraktlarinin in vitro sartlarda antioksidan etkileri arastirildi. Lipit peroksidasyon (LPO),
yag asidi diizeyi, lipofilik vitamin degerleri, protein ve glutatyon miktarlari ile ortam
sartlarina gore kolesterol diizeyleri 6l¢iildii. Bu amagla kontrol, H,O, reaktifi ve Pistacia
terebinthus ekstraktini igeren gruplar ile bunlarin kombinasyonlar1 kullanildi.

Ekstraktlarin antioksidan ve antiradikal aktivitelerini belirlemek i¢in toplam
antioksidan aktivite, 2,2 -azinobis (3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal
giderme aktivite, 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH") serbest radikal giderme aktivite,
indirgeme kuvveti, siiperoksit anyon radikali (O,”) giderme aktivite, hidrojen peroksit
giderme aktivite, FRAP testi ve metal selatlama aktiviteleri ayri ayri calisildi. Buna
ilaveten ekstraktlarda toplam fenolik bilesiklerleri pirokatekol ve kuersetin miktari olarak
belirlendi. Ekstraktlar etkin bigcimde antioksidan aktivite gosterdi.

Deneylerin sonuglara gore, in vivo ortamlarda, Pistacia terebinthus-H,O, iceren
gruplarda ki LPO seviyelerinin belirli oranlarda azaldigi gozlemlendi (p<0.0001). Ratlar
tizerindeki c¢alismalarda, protein, glutatyon, vitamin-kolesterol ve yag asidi diizeylerinin
ekstraktlardan etkilendigi belirlendi.

Bu sonuglar yapilan ¢aligmada bitki ekstraktlarinin dogal antioksidanlarin potansiyel

bir kaynagi oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: Pistacia terebinthus, Morus alba, Salvia multicaulis, Antioksidant,
Rat, Lipit peroksidasyon, Kolesterol, Lipofilik vitamin, Yag asidi
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SUMMARY

Determination of Antioxidant Capacities of Pistacia terebinthus, Salvia
multicaulis, Morus alba and Effects on Some Biochemical Parameters in Rats

Constituted Oxidative Stress

In this study, antioxidant effects of extracts water and ethanol of Pistacia terebinthus,
Morus alba, Salvia multicaulis, which are under in vitro conditions were investigated. The
lipid preoxidation (LPO), level of fatty acid, lipophilic vitamin values and cholesterol
levels were measured based on the environmental conditions, the amount of protein and
glutathione. For this purpose, control, H,O, reagent and containing extract of Pistacia
terebinthus groups and their combinations were used.

In order to determine the antioxidant and antiradical activities of extracts, the total
antioxidant activity, 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical
scavenging activity, 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH-) free radical scavenging
activity, reducing power, superoxide anion radical (O,”) scavenging activity, hydrogen
peroxide scavenging activity, FRAP assay and metal chelating activities were performed
separately. In addition, total phenolic compound in extracts were determined as
pyrocatechol and quercetin equivalent. The extracts showed effectively antioxidant
activity.

According to the results of the experiment, “in vivo” environments, LPO levels of
groups, which include Pistacia terebinthus-H,O,, were observed to decrease in specific
ratios (p<0.0001). In the studies on rats, it has been identified that protein, glutathione,
vitamin-cholesterol and fatty acid levels were affected by extracts.

The results obtained in the present study indicated that the plant extracts have a

potential source of natural antioxidant.

Key Words: Pistacia terebinthus, Morus alba, Salvia multicaulis, Antioxidant, Rat, Lipid
peoxidation, Cholesterol, Lipophilic vitamin, Fatty acid
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Bitkiler yasamimizi stirdiirebilmemiz igin gerekli oksijeni, besinleri saglar;
sagligimiz1 korurlar. Eski Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan temelleri atilan
sifali bitkilerle tedavi ilmini, daha sonraki ¢aglarin insanlar1 da kullanmis ve onu siirekli
olarak zenginlestirmislerdir. Son yillarda;

*Modern yasantinin getirdigi kotii beslenme aliskanliklar

*Hareketsizlik

*Asir stres

*Ekolojik dengenin bozulmasi v.s. nedenlerinden dolayr hastaliklarda artis
gozlenmistir.

Teknolojide yasanan hizli ilerlemenin insan Omriine olumlu etkisi ayni oranda
olamamistir. Diger yandan, tip alanma yansiyan bu yogun teknolojik ilerlemenin, insan
sagligl ve omriine ¢ok daha fazla yarar getirmesi beklenirken (insan émriinde kiiciik bir
artig goriilse de) yasam siirecinin ¢ok mutlu ve saglikli gectigi sdylenemez. Yine de son
zamanlarda, teknolojinin de katkisiyla, doganin sifa sirlar1 birer birer ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Her hastaligin sifasi dogada bulunmaktadir, insanogluna diisen onu arayip
bulmak ve uygulamaktir. Ancak hastaliklart tedavi etmek, hangi ilacin hangi hastaliga iyi
geldigini bulmak, hangi ilacin hangi islemlerden gectikten sonra ne kadar olciiyle
uygulanmasi gerektigi gibi bir dolu soru, insanoglunun binlerce yildir ¢6zmesi gereken
problemler y1gininda yer almaktadir. Iste bu yiizden insanlik 7000 yildir kendisini tedavi
edebilecek ilag regetelerini doganin kaynaklarma bagvurarak elde etmektedir.

Ulkemizde tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayis1 500 civarinda olup bu bitkilerin
nerdeyse tamami dogal olarak yetismektedir. Cok az bir kismi kiiltiire alinmis bunlarin
uretimleri de ¢ok dar bir alanda yuritiilmektedir. Tibbi ve kokulu bitkilerin ilag sanayi
alaninda, gida ve mesrubat, parfiim ve kozmetik endiistrisi gibi pek ¢ok alanda
kullanimlari, tiikketimlerini hizlandirmistir. Giiniimiizde ilag¢ endiistrisinin gelistirmis
oldugu ilaglarin dortte birinin, temel veya tamamlayici etkin maddeleri bitkisel kaynaklidir.
Sentetik ilaclarin yan etkilerinden dolay1 bitkisel kaynakli ilaglara yonelim artmaktadir.

Insan ve bitki viicutlar1 hiicrelerden olustugu icin biyokimya seyrinde uyumluluklari



vardir; bu nedenle bitkilerdeki aktif maddeler zehirli olsalar bile sentetik ilaglar gibi insan

hiicrelerinde ani ve kuvvetli tahripler yapmazlar [1].

1.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Orbitali doldurup stabil hale gelmek i¢in baska elektrona ihtiyag
duydugundan ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri oldukga reaktif hale getirir [2].
Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi, cesitli
dis etkenlerin etkisiyle de olugmaktadir. Yasam siireleri ¢cok kisa olmasma ragmen,
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tiim hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler. Aerobik metabolizmasi olan memelilerde
serbest radikaller baglica oksijenden tiiremektedir [3]. Bilindigi gibi, oksijen canlilarin
yasamlarini slirdirmeleri icin mutlak gerekli bir elementtir. Hiicre i¢inde c¢esitli
reaksiyonlardan gecerek su haline donismektedir. Bu sirada hiicre kendisi igin gerekli
enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %]1-3’ti tam olarak suya donitisemez,
stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur [4].

Aslinda serbest radikaller, hiicrelerin enerji tiretiminde rol oynadiklar1 gibi, viicudun
normal metabolik faaliyetleri sirasinda gerceklesen pek ¢ok yararl biyokimyasal siireglerin
icinde de yer alirlar. Oksidasyon sonucu kisa siireli olusan serbest radikaller viicudumuzun
antijenlerle savasmasinda bagisiklik sistemine yardimei olurlar. Ancak g¢evresel ajanlarin
da etkisiyle asir1 miktarlarda olustuklarinda durum degisir ve hiicre hasarina neden
olabilirler [5]. Oksijen kaynakli olan reaktif radikallerin hiicrede asir1 miktarda olugmalari
"oksidatif stres" olarak tanimlanir. Bu olay, tim hiicre bilesenleri (karbonhidratlar,
proteinler, yaglar) {izerinde tahrip edici etkiye sahiptir.

Canl1 hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir [6].

Serbest radikaller {i¢ farkli sekilde olusur:



1.2.1. Radikallerin Olusumu

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle siirekli
bir radikal olusumu vardir. Hiicrelerdeki metabolik olaylar sirasinda farkli tiir ve
miktarlarda radikaller olugsmaktadir. Radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya yiiksiiz

olarak bulunabilirler. Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar [7].

1.2.2. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar veya yiiksek sicaklik (500-600°C) kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayr1 ayri atomlar tizerinde kaliyorsa, bu tir kirilmaya homolitik kirilma denir. Organik
molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmasi durumunda zit yiiklii iyon ciftleri olusur ve bu
tiirler de reaktiftirler.

X: Y — X' +Y

1.2.3. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa, radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve
tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip
radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlar1 olusur.

X:Y—X:+Y"

1.2.4. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.
Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin
(02") olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile radikal yapimi biyolojik sistemlerde
yaygin olarak gerceklestiginden canlilar i¢in 6nemlidir [8].

Ate —3 A"



Biyolojik sistemlerde elektron transferi ile radikal olusumu homolitik flizyondan
daha yaygindir. Homolitik flizyon; yiiksek sicaklik, ultraviyole 15181 veya iyonize
radyasyondan elde edilecek enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Heterolitik fiizyonda ise serbest
radikaller olusmamakta ve iirtin olarak sadece yiiklii gruplar meydana gelmektedir [7].

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek tizere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasinda
denge korunamadigi takdirde hiicre hasarina kadar giden bir ¢cok patolojik degisiklik ortaya
¢ikmaktadir [9].

1.2.5. Siiperoksit Radikali

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusmus radikallerdir
[10]. Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylagilmamis iki elektron igerir. Bu elektronlar
paylasilmadiginda, ayr1 ayr1 orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayni yonde oldugu
zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dig orbitallerden her biri birer elektron daha
kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (stiperoksit radikali
(057, iki elektron almasi ile de peroksi anyonu (0,%) olusur [11]. Hem g¢evresel etkenler,
hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢cok ve en kolay
olusan oksijen radikali siiperoksit radikalidir.

Serbest siiperoksit radikal anyonu (O,”) hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir [12,13]. Siiperoksit radikali normalde
mitokondriyal solunum esnasinda olusmaktadir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin %
2’si siiperoksit haline gelir. Oksijen mitokondride rediikte oldugunda primer iirtin sudur.
Su, sitokrom oksidaz molekiiler oksijene 4 elektron eklediginde olusur [14].

Stiperoksit anyonu, diger molekiillerden elektronlarn ¢ekerek enerji gereksinimlerini
karsilayabildiklerinden, oksitleyici ajanlar olarak kabul edilir. Ayrica siiperoksit radikali
aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve boylece
bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir (Sekil 1.1) [12,15].

Hiicre membranindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri 16kosit
membranindaki NADH oksidaz enzimi, stoplazmadaki ksantin oksidaz ve ksantin

dehidrogenaz enzimleri araciligiyla da siiperoksit radikali olusmaktadir [14,16].
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Sekil 1.1. Elektron tagima zinciri ve stiperoksit radikalinin agiga ¢ikmasi

Canlilarda, stiperoksit radikallerinin olusumuna neden olan olaylar1 iki grupta
toplayabiliriz:

1. Cesitli ¢evresel etkilerle (fiziksel ve kimyasal) stiperoksit radikali olusabilir.
Ornegin, yiiksek enerjili 1s1nlardan beta, gama ve X 1silart siiperoksit radikalleri yaninda
diger radikallerin olusumunu da gerceklestirirler [16].

2. Canl sistemler radikal olusumuna neden olan ¢evre kosullarindan tiimiiyle izole
edilseler bile; eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa, canli sistemdeki
yiikseltgenme indirgenme tepkimeleri sirasinda siiperoksit radikali (O,") iiretebilirler [17].

Stiperoksit radikali hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan, indirgen ve orta derecede
yiikseltgen olan bir ajandir. Esas onemi, hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gegis
metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yar1 émre sahip olup, lipofilik 6zellik
gosterir. Bu 0Ozelliginden dolayr da olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla
yayilabilmektedir [18,19]. Ancak dogrudan dogruya hasar yapici etkisi ¢ok fazla degildir.
En ¢ok mitokondri, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi hiicresel organellerde,
elektron transport zincirinin ¢esitli komponentlerinden Os’e elektron sizmasi ile olusur.

Mitokondriyal elektron transport zincirinde elektronlar iki molekiiler noktada kagak olur.



Bunlardan birincisi, NADH-dehidrogenaz basamagi, ikincisi ise koenzim Q ya da ubikinon
basamagidir. En son basamakta elektronlarin O,’e taginmasindan sorumlu olan sitokrom
oksidaz enzimi oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Fakat O’nin % 1-

3’iinden, transport zincirinden sizan elektronlarla O, olusur [19,20]

1.2.5.1. Siiperoksit Radikali Uzerine Dogal Kaynakli Antioksidanlarin Etkisi

Gilintimiizde yapilan c¢aligmalar oksijen radikallerinin giderilmesinde sadece
organizmadan kaynaklanan savunma sistemlerinin yeterli olmadigina sik¢a deginmektedir.
Ozellikle yapilan arastirmalar ile organizmada meydana gelen oksidatif hasarlara kars:
disardan alinan antioksidanlarin da oldukca etkili olabildigi saptanmistir. Siiperoksit
radikalinin etkilerini gidermede bu bitkisel kaynakli antioksidanlarin oldukea etkili oldugu
yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Devi ve Arumughan [21] piring kepeginden elde
edilen ekstraktlarin fitokimyasal iceriklerine gore antiradikal etkisini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 arastirmalarinda bu bitkinin ekstraktlarmin siiperoksit radikalini temzileme
ozelligine sahip oldugunu belirlemislerdir. Moridani ve ark. [22] ise flavonoid bakimindan
zengin bir beslenme ile yaglanma, iskemik reperfiizyon ve kronik hastaliklarin olusumunda
etkili olan stiperoksit radikaline kars1 organizmanin korunabilecegini bildirmislerdir. Beyaz
lahananin antioksidan etkisinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada da bu bitkinin 6zellikle dis
yapraklarimin siiperoksit ve hidroksil radikalinin etkilerine kars1 koruyucu etkisinin oldugu

saptanmistir [8].

1.2.6. Hidrojen Peroksit Radikali

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii de iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O;) olusturur [8,24]. H,O,, siiperoksit
dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu sonucu ortaya cikar. Iki
stiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon
sonucu radikal olmayan triinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu

olarak bilinir.

Siiperoksit Dismutaz

20,7+ 2H" * H,0, + O,




H,0, membranlardan gecebilen uzun omiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest radikal
olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli
bir rol oynar. Ge¢is metal iyonlar1 varliginda daha da hizla gerceklesen bir reaksiyonla
siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturur
[10,20,25].

H,0,+ 0,”" ———— OH'+ OH+ O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. “Haber-Weiss” reaksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiliz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavas ilerler.
Katalizér olmayinca ortamdaki H,O, ve O," antioksidanlar tarafindan kolayca kaldirilir
[18,19]. Demir gibi ge¢is metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlhidir [12,20,8].
Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe™), siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe™)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak ‘Fenton Reaksiyonu’ ile hidrojen peroksitten
OH’ ve OH iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki gibidir:

0,"+ Fe” ——— O,+ Fe"?
Fe'’+ H,0, ———>Fe"+ OH'+ OH

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiliksek oksidan diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir
cok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi
radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan

H,0,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir.

1.2.6.1. Hidrojen Peroksit Uzerine Dogal Kaynakh Antioksidanlarin Etkisi

Hidrojen peroksitin etkisinin giderilmesinde gliniimiizde artik katalazin yam sira
dogal kaynakli antioksidanlarinda etkisini oldugu yapilan calismalar ile sik¢a ortaya
konmustur. Son yillarda canli sistemlerde olusan oksidatif stres tizerine 6zellikle bitkisel
kaynakli  antioksidanlarin  etkilerinin  arastirildigi = ¢aligmalarda, oksidatif stres
olusturmadaki etkisinden dolay1 hidrojen peoksit sik¢a kullanilmaktadir. Esmaeili ve ark.
[26] calismalarinda hiicre kiltiirinde H,O; ile indiiklenen oksidatif strese kars1t Tanacetum
(pire otu) bitkisinin etkisini aragtirmislardir. H,O, muamelesine karsin bu bitkinin hiicreyi
korudugunu ve antioksidan enzimlerin miktarini da artirdigin1 ortaya koymuslardir. Jeong

ve ark. [10] Cnidium officinale bitki ekstraktlarinin yine H,O, ile olusturulmus olan



oksidatif sterese karsi etkili oldugunu ve bu bitkinin DNA ve hiicre hasarlarin1 azaltarak
kansere kars1 koruyucu bir bitki oldugunu bildirmislerdir.

H,0, ile yapilan ¢alismalar sadece in vitro sartlarda degil in vivo sartlarda da ayni
ama¢ i¢in kullamilmigtir. Kaviarasn ve ark. [27] ¢emenotu tohumlarinin rat karaciger
mitokondrisinde H,O, ile indiiklenen lipid peroksidasyonu iizerine 6nleyici etkisini ve OH’
radikalini giderme etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu tohumlarin oksidatif hasara
kars1 hiicre yapilarint koruyucu etkide bir antioksidan molekiillerin oldugu sonucuna

varmisglardir.

1.2.7. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo’da
olusan bir OH" radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiik hasara
neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlar1 baslatir [24,28].
OH’" radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton
reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin siiperoksit
radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss reaksiyonu) meydana gelir. Bu
reaksiyon katalizérsiiz ok yavas oldugu halde Fe™ katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur
[7,29].

0"+ Fe” ————> 0, + Fe"

Fe'?+ H,0, ——— > Fe™+ OH'+ OH (Fenton reaksiyonu)

H,0; + 0,” ——— OH'+ OH+ O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da OH’
radikali olusur. Bir OH" radikali, yiizlerce yag asidini ve yan zincirini lipid hidroperokside
cevirebilir. Bu olusan hidroperoksitler birikerek membran biitiinligtinii bozar ve hiicrenin
par¢alanmasina neden olur. Ayrica bu hidroperoksitlerden son tiriin olarak toksik ve reaktif
olan aldehitler de olusabilir. Bunlarin en 6nemlilerden biri de MDA dir [3,30,31].

OH’ radikali, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine neden
olur, ancak normalde OH" radikali olusamaz. Ciinkii OH" olusumu igin molekiiler oksijenin
ii¢ degerlikli olarak indirgenmesi gerekir ki, bu oldukg¢a zordur. OH' meydana gelebilmesi
icin O,” ve HyO, gereklidir. Bunlarda SOD, CAT veya GSH-Px sistemiyle uzaklastirilir.
Bu antioksidan molekiillerin aktivitesi sonucu fizyolojik sartlarda fazla miktarlarda OH’

olusamaz [31,32].



1.2.7.1. Hidroksil Radikali Uzerine Dogal Kaynakli Antioksidanlarin Etkisi

Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi
sinirhidir. Bu nedenle disardan antioksidan maddelerin alinmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Giintimiizin ~ gelistirilen yeni Dbilimsel tekniklerin sayesinde kullanilan sentetik
antioksidanlarin bazi yan etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bundan dolayi, bitkisel
kaynaklardaki dogal antioksidanlarin arastirilmasi son yillarda dikkat ¢eken bir arastirma
konusu olmustur, 6nemi de giinden giine de artmaktadir.

Sithisarn ve ark. [33] Azadirachta (Nim agaci, yalanci tesbih agaci) bitki
yapraklarmin antioksidan etkilerinin arastirdiklar1 calismalarinda bu bitkinin Fenton
reaksiyonuna etki ederek OH" radikali iizerine antioksidan etkisinin oldugunu tespit
etmislerdir. Yine yapilan baska bir arastirmada da Palmaria palmata (kirmizi
denizotu)’nin in vitro sartlarda antioksidan etkisi belirlenmistir ve bu bitkinin OH" iizerinde

radikal giderici 6zellikte oldugunu bildirmislerdir.

1.2.8. Singlet Oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarini degistirerek ayni
veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen denir.
Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder, ya da
kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini olusturur ve OH’ kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baglatabilir. Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet
oksijenin sigma ve delta diye iki tipi vardir [34]. Sigma formu ¢ok enerjik oldugundan yar1
omrii kisadir, hizlica bozunarak delta formuna dontistir [35]. Singlet oksijen radyasyon
sonucu olusabilecegi gibi in vivo olarak sitokrom P-450, prostaglandin endoperoksit
sentetaz ve miyeloperoksidaz reaksiyonlariyla da olusabilmektedir. Karotenler, bilirubin,
histidin, methionin, 2-5-difenilfuran, 1,4-diazbisikloalefan, singlet oksijeni temizlerler
[35]. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida

biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararl etkilere sebep olur [35].



1.2.9. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller (Tablo 1.1) hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir. Bu

zararlar soyle siralanabilir:
a) DNA ‘nin tahrip olmasi,
b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikimu,

¢) Lipid peroksidasyonu ile hiicrenin zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,

d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

e) Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi,
f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmast,

g) Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 madddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “ turnover’ nin artmasi

i) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin

tiol/disiilfit oraninin degismesi

j) Kollagen ve elastin gibi uzun 6miirli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugsmasi

k) Mukopolisakkaritlerin yikim1 seklinde 6zetlenebilir [3].

Tablo 1.1. Baz1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri Reatif azot tiirleri

Siiperoksit radikali 0, Nitrik oksit radikali NO’
Hidrojen peroksit H,0, Azot dioksit radikali NOO'
Hidroksit radikali OH’ Peroksinitrit radikali ONOO’
Hipokloroz asit HOCI Nitroz asit HNO,
Singlet oksijen '0, Nitrozil katyonu NO*
Organik radikaller RO, R, R-S’ Nitroksi anyonu NO’
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO
Peroksi anyonu 0,

1.2.9.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik retikulum),

membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varligi dolayisiyla oksidatif ataklara

duyarhidirlar [36]. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon trtinleri olustururlar. Poliansature
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yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir.
Cinkli kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri dontisimsiizdiir (Sekil 1.2). Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda
bulunan poliansature yag asidi zincirindeki o- metilen gruplarindan hidrojen atomunun
uzaklagtirilmasi ile baslar [8]. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu
ve hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipid peroksidasyonunda asil etkili
radikalin OH" oldugu benimsenmektedir. Yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Olusan
lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle,
molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi ile dien konjugatlar1 olusmaktadir. Daha sonra lipid
radikalinin oksijen ile reaksiyona girmesi ile lipid peroksit radikali (LOO") meydana gelir.
Bu radikalde zardaki poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusumunu saglamakta ve kendileride aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksitlerine dontismektedir. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder
[3,8]. Lipid peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
doniismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit (MDA) miktari,
tiyobarbitiirik asit testi ile Olgiilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda  siklikla  kullanilmaktadir. Peroksidasyon sirasinda olusan dien
konjugatlarinin 6l¢timii de, in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini yansitmasi agisindan
giderek O6nem kazanmaktadir. Lipid hidroperoksitlerinin parcalanmasi ile olusan etan,
biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de, son yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak

degerlendirilmektedir [37].
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LH A\="\=\=—/ Doymamis yag asidi
,‘ -H* (hidrojen kopariimasi)

L /\=/'\=/\-_—/ Lipid alkil radikal (izole cift bag formu)
,l (Molekiiler dilzenleme)

I /Y\=/\=/"Lipid alkol radikall (konjuge dien formu)

}/ O, girisi
LOO’ —_—
Lipid peroksil radikali

0

=\, — / LOOH

Lipidhidro peroksid

Dogmamig yag asidi W L

LH Lipid alkil radikali
Sekil 1.2. Lipid peroksidasyonu

Organizmadaki etkileri;

a) Lipid peroksidasyonu sonucu membran akiskanligi azalir ve normalde hiicre igine
gecemeyen maddelerin hiicre i¢ine girigleri artar.

b) Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein kisimlarina
ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana getirirler.

¢) Lipid peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri i¢in siilfidril ve amino grubuna
gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara hiicrenin cevap verme imkani saglayan
yiizey reseptorlerini inhibe ederler (G6P-az ve Na-K ATP-az gibi)

d) Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipid
peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNAnin replikasyonu yapilamaz.

e) Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler.

f) MDA gibi aldehitler, LDL’yi modifiye ederek metabolik yolu degistirebilirler [36].



1.2.9.1.1. MDA (Malondialdehit)

Lipid peroksidasyonu, membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen
radikalleri tarafindan alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli
uriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller ozellikleri nedeniyle, lipitler,
proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek hiicreye zarar verirler. Cesitli patalojik durumlar
sirasinda birgok hiicre tipinde O, nin rediiksiyonundan olusan tiirlerin tiretimiyle oksidatif
stres meydana gelir. Bunun sonucunda hiicre yapisindaki lipitlerde bozulmalar olur [38].
MDA (Malondialdehit), biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu sonucunda olugmaktadir.
MDA o6l¢iimii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel
olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklar1 bolgeden diffiize olup hasar
hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayisi
ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri
ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden
olur. Boylece membranlarda, reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek
suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Iyon
transportunu  etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve 6zellikle dusik dansiteli
lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasina aracilik edebilirler [38]. LPO reaksiyonu ya toplayici antioksidan
reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder (Sekil
1.3) [19,25].
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Sekil 1.3. Linoleik asidin OH" radikalinin bulundugu ortamda lipid peroksidasyona ugramasi ve son {iriin
olarak farkli aldehid molekiillerinin olusmasi

1.2.9.1.2. Yag Asitleri

Insanlarin da iginde yer aldigi memeli grubunda iki farkli yag asidi metabolizmasi
etkili olmaktadir. Bunlardan birincisi viicuttaki karbonhidrat ve amino asit 6nciillerinden
de nove olarak sentezlenen ve doku fosfolipidlerinde ve depo lipitlerinde yer alan palmitik,
palmitoleik, stearik, oleik, eikosanoik, dokosanoik ve lignoserik asit ile nervonik asitler;
ikincisi ise linoleik (18:2, n-6) ve linolenik asitler (18:3, n-3) ile baslayan esansiyel yag
asidi metabolizmasi olarak bilinir. Ciinkii; bu metabolizmanin baslamasi i¢in gerekli olan
linoleik (18:2, n-6) ve linolenik asit (18:3, n-3), ozellikle karasal ortamda yasayan
organizmalar i¢in A-12 desaturaz ve A-15 desaturaz enzimleri bulunmadig i¢in de nove
olarak sentezlenemezler, ancak besin yoluyla viicuda alinmasi gerekir (Sekil 1.4) [39-41].

Memeliler grubu canlilarin dokularinda, doymamis yag asidi sentezini saglayan
enzim sistemi 9. ile 10. karbon atomlar1 arasinda sonlanmaktadir. 10. karbondan daha ileri
cift bag girisini saglayan enzim sistemi, de nove olarak sentezlenen yag asitleri i¢in soz
konusu degildir. Lipit biyosentezinin en oénemli bolumini olusturan de nove yag asidi

sentezi, hiicredeki homeostasiyi saglamada ve hiicrenin yasami agisindan ¢ok onemlidir
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[42,43]. Hiicre yasamii devam ettirebilmek i¢in degisik kaynaklardan karbonhidrat,
protein ve lipit igerikli besinler almak zorundadir. Ozellikle bu molekiillerden
karbonhidratlar hiicre i¢in tercih edilen yakit molekiilleri arasinda ilk sirada gelmektedir.
Hiicre kendisi i¢in gerekli olan ATP molekiiliinii sentezledikten sonra, geriye kalan
karbonhidratlarin bir kismin1 karaciger ve kas dokusunda glikojen olarak depolar ve sonra

geriye kalan kismi1 da de nove yag asidi sentezine yonlendirmektedir.

_ = O —_—
n-6 familyas: n-3 familyas DESATURASYON
18:2 {n—ﬁ}ﬁ..]s:.} {n-6) 18:3 (n-3) A6 184 (1=3) Lél;uggl
AD12 A6,9,12 A912.15 A6.9.12,15
20:2(n-6)  20:3(n-6) 23+ 20:4(n-6) 20:4(n-3) AS_ 20:5(n-3)
Al1,14  AS11,14 ASS8,11,14 A8 11,14,17 AS811,14,17
l ;125;5[11-'-‘{]"5 l 22:6(n-3)
22:4(n-6) v 22:5m-3) A4T10,13,16,19
AT 10,1316 . AT 10,13,16,19
p-oksidasyon B-oksidasyon
|
14‘-4“1'61&24:5{11—6} 22:5(n-3) ﬂ 24:6(n-3)
A9 12,1518 A6.9.12,15,18 A9 12,15,18.21 A6D 12151821

Sekil 1.4. Memelilerde esensiyal yag asitlerinin izledigi metabolik yollar1. Tvrzicka ve ark. [39]’den
almmustir.

Yag asidi sentezinde hiz sinirlayict enzim asetil CoA karboksilaz olup, indirgeyici
molekiil NADPH’tir. Bu enzim insiilin hormonu etkisi altinda olup, insiilin tarafindan
aktive edilmektedir. Mitokondriden sitosole sitrat ile tasinan asetil CoA, bu enzim
tarafindan bir CO;’in ilave edilmesiyle Malonil CoA olusur ve bu sekilde yag asidi
sentetaz enzimi de aktif hale getirilir. Yag asidi sentetaz enziminin aktivitesi sonucunda
asetil CoA ile baslayan sentez sonunda 16 C’lu palmitoil CoA ve daha sonra palmitik asit
(16:0) gibi bir iirtin olusumu ile sonlanir (Sekil 1.5). Bu sekilde gerceklesen olay lipogenez
olarak adlandirilir ve baslica olarak da karaciger, adipoz doku, meme bezleri ve bobrek
dokularinda aktif sekilde gerceklesir. Lipogenez’in son iiriinii olarak sentezlenen palmitik
asit, mitokondri, endoplazmik retikulum, peroksizomlar ve mikrozomlarda iki karbon
birimlerinin eklenip zincir uzatilmasiyla 24 karbonlu lignoserik asite kadar farkli yag
asitlerinin olusumunu saglar. Doku hiicrelerinde de nove olarak sentezlenen palmitik,

stearik, oleik asit gibi yag asitleri aym1 zamanda besinlerle alinarak hiicre yapisina
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katilirlar. Bu asamadan sonra de nove olarak sentezlenen palmitik asit ve zincir uzamasi ile
elde edilen stearik asit baz1 degisikliklere ugratilarak hiicre yapisina katilmadigi zaman
hiicre fizyolojisinde anormal olaylarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bundan dolay1 bazi
enzimatik olaylarla doymamis hale getirilerek, hiicre fosfolipidlerine katilir ya da
hiicredeki trigliseridlerde depo edilir.

Bu yag asitlerinin doymamis formu olan palmitoleik (16:1, n9 ve n7) ile oleik (18:1,
n9 ve n7) asitlere doniisimiinii katalize eden enzim steroil CoA desaturaz enzimidir.
Yapilan c¢alismalarda steroil CoA desaturaz (SCD) enziminin memelilerin bir¢cok

dokusunda bulundugu saptanmistir.

16:1(n-10) _ A6 ..o A9 ~16:1(n-7)
A6 : T A9
16:1(n-9) DESATURASYON
l AT l ZiNCIR
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5 A\ J
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Sekil 1.5. Memelilerde esensiyal olmayan yag asitlerinin izledigi metabolik yollar. Tvrzicka ve ark. [39]’den
almmustir

Insanlarda ve diger memelilerde de nove olarak sentezlenen ve monoenoik yag asidi

sentezi disindaki diger yag asidi metabolizmast asir1 doymamis yag asitlerinin
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sentezlendigi esansiyel yag asidi metabolizmasidir. Esensiyel yag asidi metabolizmasi
biittin dokularda linoleik (18:2, n6) ve linolenik (18:3, n3) yag asitleri ile baslar. Bu yag
asitlerini metabolizmasi1 zincir uzatilmasi ve hidrokarbon zincire ¢ift bag girisini saglayan
enzimlerin aktivitesiyle devam eder. Memelilerde A-12 ve A-15 enzimleri bulunmadigi
icin bu yag asitlerini sentezleyemezler. Bunlar besin yoluyla memeliler tarafindan alindig1
icin esansiyel yag asidi olarak bilinirler. Bu yag asitleri A-6 desaturaz ve A-5 desaturaz
enzimlerinin aktivitesiyle, linoleik asitler (18:2 n6), eikosadienoik asit (20:2, n6),
arasidonik asit (20:4, n6), dekosadienoik asit (22:2, n6), dekosatetroenoik asit (22:4, n6),
dekosapentaenoik asit (22:5, n6) gibi daha uzun zincirli ve asir1 doymamis yag asitlerinin

meydane gelmesini katalize ederler (Sekil 1.6) [39,44].
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ACTH: direkt ve indirekt etki

Sekil 1.6. Memelilerde A-6 ve A-5 desaturaz aktivitelerinin modulasyonu ve asirt doymamis yag asitlerinin
(PUFA) hormonal diizenlenmesi. Brenner [44]’den alinmistir.

1.2.9.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri
Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina

baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi

yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi
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aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikler siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar sonucu
immiinglobiilin G ve albiimin gibi fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin ti¢
boyutlu yapilar1 bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. “Hem”
proteinleri de serbest radikallerden &nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O,” veya H,O, ile reaksiyonu methemoglobin olusmasina sebep olur
[23].
0,” + Hb-Fe*'-0, ———— Hb-Fe’* + H,0, +0,

H,0, +2 Hb-Fe’-0, ——— 2 Hb-Fe*" + 2 H,0 + O,

1.2.9.3. Serbest Radikallerin Niikleik asitlere Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Olime yol agarlar. Sitotoksite, biiyilk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baglhdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer
ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre
modifikasyonuna ve hatta hiicre Oliimiine yol acabilir. Bu yiizden DNA, serbest
radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir hedeftir.

Serbest radikaller kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme safhalarinda etkili olmakla
beraber bu etki ilerleme safhasinda daha belirgin, diger safhalarda ise nispeten azdir.
Serbest radikal sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyon
meydana gelir. Siiperoksit tiretimi Ozellikle mitokondride daha fazla oldugundan
mitokondrial DNA daha fazla hasar goriir.

DNA vyakinlarinda sentezlenen hidroksil radikalleri piirin ve pirimidin bazlarina
saldirarak mutasyona sebep olur. Oksidatif stresten en c¢ok etkilenen bazlar DNA’daki
guanin ve sitozindir. Deoksiguanozindeki 8 numarali karbona bir oksijen atomu
baglanmas1 8-hidroksiguanozin olusturur. Bu bilesik fizyolojik pH da 8-oksoguanozine
doniistir ki bu da DNA da anormal baz dizilisine ve boylece mutasyona sebep olur. Ayni

sekilde oksidatif sartlarda deoksisitozinden 5-hidroksitozin meydana gelir (Sekil 1.7) [8].
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8-hidroksiguanin

Yiikseltgenme
Guanin + OH* ——— (Guanin-OH)"
8-hidroksiguanin radilcali Edﬁgﬂt}me
Halka vapisi bozulmugs guanin

Sekil 1.7. Hidroksil radikallerinin DNA’ ya etkileri

1.2.9.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin  karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve oksialdehitler
meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik hastaliklar gibi patojenik
proseslerde 6nemli rol oynarlar.

Hiicrede karbonhidratlar tizerine serbest oksijen radikallerin etkisi ¢esitli sekillerde
ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle glikoz, mannitol ve bazi sakkarit tiirevleri, hidroksil
radikalleri ile reaksiyon verirler. Monosakkaritlerin yiikseltgenmesi ile olusan cesitli
peroksit tiirevleri ve oksialdehitler, protein ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiillerle
etkileserek ve bu molekiiller tizerinde ¢apraz baglar olusturarak bu molekiillerin yapisini
bozabilmektedir. Boylece olusacak hasar hiicre yaslanmasi veya kanserle

sonuglanabilmektedir [8].

1.3. Antioksidanlar

Antioksidan madde bakimindan zengin olan sebze ve meyvelerin tiiketilmesi reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu doku hasarina bagl hastaliklardan insanlari korumaktadir
[45]. Diger taraftan islenmis gidalarin bozunmasimi 6nledigi ve raf 6mriinii uzattigi i¢in
sentetik antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Glintimiizde BHA
(Bttillenmis hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), PG (propil gallat) ve
TBHQ (#-biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidan maddelerdir. Ancak
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sentetik antioksidanlar ve olusturduklar1 yan iiriinlerin cesitli kanser hastaliklarma neden
olduklar1 tespit edilmistir [46,47]. Bu nedenle dogal kaynaklardan, sentetik
antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidanlarin bulunmasi i¢in yapilan ¢aligmalar
giderek onem kazanmis ve bu alanda yapilan arastirmalar artmistir. Askorbik asit ve
tokoferoller ticari amacla kullanilan en 6nemli dogal antioksidanlardir. Karotenoitler,
fenolik bilesikler, flavonoitler, amino asitler ve enzimatik antioksidanlar (glukoz oksidaz,
stiperoksit dismutaz, katalaz) diger dogal antioksidan kaynaklaridir [48].

Viicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmayi oksidatif stresden
korumak i¢in antioksidan sistem devreye girer. Birinci defans hattini, peroksidaz ve metal
baglayan proteinlerin siipresyonu ile serbest radikallerin meydana gelmesini Onleyen
antioksidanlar olusturur. ikinci defans hattini, vitamin C ve vitamin E gibi radikal
temizleyici antioksidanlarin zincir oksidasyonunun baslamasini inhibe etmesi ve
zincirleme reaksiyonlarin yayilimimi onlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarakta hasari
onarma ve eski haline getirmeye calisan onarici ve yeniden yapilandirici enzimler (lipazlar,

proteazlar, DNA onarici enzimler ve tranferazlar gibi) defansta rol alirlar (Sekil 1.8) [49].

ONLEYICT RADIKAL TOPLAYICI ONARICT ETKILI
ANTIOKSIDANLAR ETKILI ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
+850D Vit O +VitE + Lipaz
« GFX Jrat + Ubiquinel + Proteaz
+ Metal « Albwnin + Karotemdler + DINA onanel enzinler
baglayica « Flavonoidler « Transferazlar
protein
Radikal Zineir EKnik zincir Hasar onarmm
oluswumunun baslangiemm yvayilnmm/zineir Dokularm yeniden
supresyonu baslalammas: sonlanmasi vaplamnasi

F
I
)

1 f

v , . P e v , v
BASLATIC‘I=D SFRBF'ST éb L]:PD.) : Z,.J:N(-]I\: ] =D HASAR ==> HASTATTE
RADIKAL RADIKALI OKSIDASYONU

Q-=====4

Sekil 1.8. Antioksidan gruplar ve gorevleri [49].
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Tablo 1.2. Antioksidanlarin Hiicresel Yerlesimlerine Gore Siniflandirilmasi

Antioksidantlar

Intraseliiler Antioksidantlar

SOD (Cu, Zn, Mn)

Katalaz

Glutatyon peroksidaz(Se) *
Sitokrom oksidaz(Cu)*

Membrandaki Antioksidantlar
E vitamini

B-karoten

Koenzim Q

Membran yapisi

Ekstraselliiler Antioksidantlar
Transferin

Laktoferrin

Haptoglobin

Albiimin

SOD

GSHPy

Billurubin

Urik asit

Glukoz

Askorbik asit

Eritrosit

#Aktif merkezde metal iyonu

Islev

0,7 i katalitik olarak uzaklastirmak

Yiiksek konsantrasyonlarda H,O; 1 uzaklastirmak

HO ve organik hidroperoksitleri uzaklastirmak

Mitokondri O2" in H2O ‘ya indirgenmesi sirasinda reaktif
oksijen ttirlerinin salimminm engellemek

Yagda ¢oziinen, zincir Kiran antioksidant

Yagda ¢oziinen, radikal ve singlet oksijen yakalayicisi
Radikal yakalayicisi

Fosfolipid/kolesterol oranim olusturmasi

Ferik iyonlari baglama ( 1 mol Fe** baglar)
Diisiik pH degerlerinde ferik iyonlar baglama
Hemoglabini baglama

Cu ve hemi baglama, HOCI i yakalama

O; "7 i katalitik olarak uzaklastirma

H>0O; i1 ve hidroperoksitleri uzaklastirma
Peroksit radikallerini yakalama

Radikal yakalama ve metal baglama

HO" Yakalama

HO Yakalama
077 1 ve H202 i yakalama

1.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gére birincil ve ikincil antioksidanlar

olarak ikiye ayrilmaktadir. Bazi antioksidanlar birden fazla aktivite mekanizmasi

gosterirler ve bunlar ¢cok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandiriimaktadir [48].

1.3.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip-1 veya zincir kirict antioksidanlar) otooksidasyonun

baslangi¢ asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini

yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak igin,

doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baglar [48].
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1
O,
R-H ———» R-0-0-H

R-0-O-H ———» RO + OH

EH —_— R + H

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali (ROO")
olusturmak icin oksijenle reaksiyona girer [48].

R + 0O, —— ROO" + H’

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek
hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar [48].

ROO" + RH ——> ROOH + R’

Daha sonra bu lipit radikali bagka peroksi radikali olusturmak tizere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve boylece
otooksidasyon devam eder [48].

R + O — ROO" + H

Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu da

reaksiyonun hizlanmasina neden olur [48§].
ROOH ———— = RO + HO’
RO + RH ——» ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH), lipit radikali (R") ve peroksi radikallerle (ROO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan tirtinlere cevirirler. Birincil
antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tirevleri ile antioksidan
radikaller meydana getirirler (A"). Hidrojen verici olarak birincil antioksidanlar peroksi
radikallerine lipitlerden daha cok ilgi gosterirler. Bu yiizden otooksidasyon reaksiyonunda
olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO") serbest radikalleri birincil antioksidanlar tarafindan
giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler [48].

ROO" + AH — ROOH + A
RO" + AH ——» ROH + A’

R + AH —— RH + A
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Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona girer.
Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan reaksiyon
hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak i¢in fenol halkasinin c¢evresindeki
ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararli hale getirilir.
Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile sonlandirma

reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler [48].

ROO"+A — = ROOA
RO+ A" — = ROA
AT+ A ——— = AA

Kat1 ve sivi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu géze carpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigimi gosterir.
Antioksidanlar, radikal olmayan tarzda ne kadar uzun stire kalirsa antioksidan dimerler
otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde durdururlar [48].

Otooksidasyonun baslangicindan once, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin olustugu indiiksiyon zamani olmalidir. Bu yiizden birincil antioksidanlar,
otooksidasyon basamaklart meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve baslangi¢
asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar. Radikal gidermeye ilaveten birincil
antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber
birincil antioksidanlarin esas antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir [48].

Birincil antioksidanlar, ¢esitli halka siibstitiisyonlarina sahip mono veya polihidroksi
fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna goére orto ve para konumuna elektron veren
gruplarm siibstitiisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan aktivitesini arttirir.
Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu arttirarak onun
reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna goére para konumunda etil veya biitil gruplarin
stibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik engelleme nedeniyle
para pozisyonlarindaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarmin varligi antioksidan
etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarinin siibstitiisyonlar1 kararli
rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini arttirirlar ve antioksidan
radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltir. Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek

olarak biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat
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(PG) ve t-biitil hidrokinon (TBHQ) verilebilir (Sekil 1.9). Tokoferoller ve karotenoitler
dogal kaynakli birincil antioksidanlardir [48].

OH CHy CHs OH CHs
C/CH3 Hac\\J: __-CHs
K\"CH;;, Hac/ CHa
OCH, CHa
Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)
OH
HO. OH OH CHg
L __-CHs
\‘CH3
ﬁ—OCHgCHgCHa
o OH
Propil gallat 7f-Biitil hidrokinon (TBHQ)

GLls

o-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 1.9. Birincil antioksidanlar
1.3.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok ¢esitli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaglatirlar fakat serbest
radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. lIkincil antioksidanlar prooksidan
metallerle kelat yapabilirler ve onlar1 deaktive edebilirler, hidroksiperoksitlerin radikal
olmayan tiirlere parcalanmasimi saglayabilirler, singlet oksijeni deaktive edebilirler,
ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen giderici olarak davranabilirler. Bu
antioksidanlar siklikla birincil antioksidanlarin antioksidan aktivitesini arttirirlar. Sitrik
asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit, EDTA ve B-karoten ikincil

antioksidanlara 6rnek olarak verilebilirler [48] (Sekil 1.10).
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Ikincil antioksidanlar en 6nemli etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilabilir [48]:

a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
tartarik asit.

b) Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,
eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler ($-Karoten, likopen ve lutein)

0]
4]
0 OH
OH o1
0
/\\/N /
N
HO HOl OH
o OH
o}

HO

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

Tl Tl Tipepell Shugaerl Thygees Sngepet Supdt TRepe S

p-Karoten (A vitamini)

Sekil 1.10. ikincil antioksidanlar
1.3.2. Enzim Karakterli Antioksidanlar
1.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Aerobik organizmalar reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu toksisiteye karst hem
kimyasal hem de enzimatik korunma sistemlerine sahiptir [10]. Siiperoksit radikalleri, sulu
ortamda Onemli olgiide birikmezler ve kendiliginden dismutasyon ile ortamdan
temizlenirler [14,49]. Stuiperoksit radikali, ytiksek katalitik etkiye sahip stiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan

katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir [10]. Siiperoksid
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dismutaz, O," anyonunu, daha az reaktif tiirler olan O, ve H,O,’ye doniistiiriir (Sekil 1.11)

[50].

K~ 10°
EC-SOD
0, + 0y F) 0, + H,0,
2H*

Sekil 1.11. Siiperoksit dismutaz enziminin etki mekanizmasi

Memelilerde {i¢ farkli SOD bulunur. Bunlar; sitosol, niikleus ve lizozomlarda
bulunan homodimerik yapidaki bakir (Cu) ve c¢inko (Zn) tasiyan Cu, Zn-SOD;
mitokondriyal matrikste bulunan homotetramerik mangan (Mn) igceren Mn-SOD;
ekstraseliiler bosluklarda heparine bagl olarak bulunan homotetramerik Cu, Zn- SOD’dir
[51]. Bakir, ¢inko igeren siiperoksid dismutaz sitosol ve c¢ekirdege, Mn-SOD ise
mitokondriyal matriks igerisine yerlesmistir [52]. Cu, Zn-SOD; yaklasik 32 kiloDalton
(kDa) biiytikliigiinde iki alt tiniteden olusmaktadir ve Cu ile Zn kopriilerinden olusan kistim
enzimin aktif bolgesi olarak kabul edilmektedir. Cu eksikligi, Zn eksikligine oranla
enzimin aktivitesini daha ¢ok engellemektedir [53]. Mn-SOD ortalama 86 kDa molekiil
agirliginda tetramerik bir proteindir. Prokaryotlarda Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD’a ek olarak
41 kDa molekiiler agirligindaki dimerik bir protein olan Fe iceren SOD (Fe- SOD)
bulunmaktadir. Metal katalizorleri ne olursa olsun biitiin SOD’ler benzer bir mekanizmay1
paylasirlar. Ancak, prooksidanlar tarafindan olusturulan asir1 oksidatif stres sartlarinda Cu,
Zn-SOD daha hizl indiiklenir ve omurgalilarda SOD’lerin %801 sitosolik Cu, Zn-SOD’dir
[54]. Siiperoksid dismutaz tarafindan gergeklesen rediiktif detoksifikasyonda, her O,
radikali icin bir adet H,O, molekiili olusmakta ve NADPH gibi c¢esitli hiicresel
indirgeyiciler tiketilmektedir. SOD tarafindan gergeklesen direk detoksifikasyonda ise
hiicresel indirgeyicilere gereksinim duyulmaksizin, tiiketilen her O,” radikali igin 0,5 H,O,
molekiilii olugsmaktadir (Sekil 1.12) [55]. Siiperoksid dismutaz, O, ‘nin singlet oksijen
(]Oz) ile peroksil radikalleri gibi reaktif tiirlerle de reaksiyona girebilecek histidin ve diger

cesit yan zincirler igermektedir [56].
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Sekil 1.12. Hiicrede Siiperoksit dismutaz’in etki mekanizmasi

1.3.2.2. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.
40," +4H" + 46— 2H,0
Bu reaksiyon, fizyolojik sarlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir

[32].

1.3.2.3. Katalaz

Katalaz (KAT), her biri yaklagik 60 kDa agirligindaki dort alt iinitenin tetrahedral
diizenlenmesiyle olusan, tetramerik bir enzimdir. Dolayisiyla, dort protoporfirin grubu
iceren enzimin molekiiler agirligi, 240 kDa civarindadir. Katalaz, H,O,’nin higbir
konsantrasyonu ile doygunluga ulastirilamayan tek enzimdir [57]. Katalaz yap1 ve
islevlerine gore bifonksiyoneldir. Tiim prokaryot ve 6karyotlarda bulunur. Her subtinite bir

hem grubu ve NADPH molekiilii i¢erir. Birgok katalazda NADPH molekiilii yiizeye yakin
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ve sikica baglidir. Bu kofaktor peroksitin oksijene doniisiimiinde katalazin inaktivasyonunu
korudugu ve etkisini arttirdigr gézlenmistir [58]. SOD aktivitesi sonucunda olusan

H,0, nin biyiik bir kismi, KAT tarafindan H,O ve O;’ye donustiriliir (Sekil 1.13) [56].

KAT
2H,0, T " 2H,0 + 0,

Hiicrelerde, H,O, iretiminden sorumlu oksidazlarin bir¢ogu peroksizomlara
yerlestigi icin; KAT 1n biiyiik bir kism1 sitosol ve mitokondriye oranla peroksizomlarda
bulunur. Mitokonriyal KAT 11 peroksidazlar gibi gorev yaparken, peroksizomal KAT
daha ¢ok dismutazlar gibi ¢alismaktadir [59]. GPx’in, KAT’ a oranla daha basarili kabul
edilmesinin nedeni; hidrojen peroksit disindaki peroksitleri de detoksifiye edebilmesi ve
enzimin hiicrelerde, oksidatif stresin yogun olarak gerceklestigi bolgelere lokalize

olmasidir [60].

Nitratlanms
\l proteinler

| l_y — +'OH+DNA —» Hasarli DNA

o o))
N
SO B e
b il LOO" Lipit
' LH peroksit

Fenton Reaksivonu

Fe2t Fe®'+-OH+ ‘OH LOOH LH
Katalaz GSH NADP*

\ / \ /. \ }{siﬂenmig priinler

H,0:0,  GPx  GRd  G6PD

/ \‘ / \ ‘/ Capraz Proteinler SH gruplarim

HoO 5ssé  NADPH kaybetmis proteinler
2

Proteinler

Sekil 1.13. Katalaz’in etki mekenizmasi

1.3.2.4. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon  peroksidaz ~ (GSH-Px)  Hiicrelerde  olusan  hidroperoksitlerin

uzaklastirllmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekil agirlig ise yaklasik olarak 85
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kDa’dur. Birbirinin ayn1 dort subiinitten olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir
selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim
oldugu diistintilur [20,8,61].

Enzim miktarinin % 60-75°1 dkaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1
ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir [20].

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan
koruyan en 6nemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer
alan bu enzim hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur [8,12,62]. GSH-Px, asagidaki

reaksiyonlar katalizler:

GSH-Px
H;0; + 2GSH —— GSSG + H:0

GSH-Px
ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + HO
Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da selenyum atomu igerir ve monomerik yapidadir.
Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan olan vitamin E’nin yetersiz
oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin peroksidasyonuna karst korunmasini saglar

[63].

1.3.2.5. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST) “Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak
adlandirilir. Membran LPO’nu yalnizca fosfolipaz A2’nin varliginda inhibe eder.
Oncelikle arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi

Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir [12,19, 64].

GST
ROOH + 2GSH ——— & GSSG + ROH + H.0
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1.3.2.6. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana
gelen okside glutatyon (GSSG), GSSG-R’n katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale
(GSH) dontisiir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiyag vardir [8,38,64].

GSSG-R
GSSG + NADPH + H ———— 2GSH + NADp*

1.3.3. Antioksidant Maddeler

1.3.3.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH); hiicrelerde suda ¢oziinebilir formlarda bulunan diisiik molekiil
agirlikli antioksidan bir molekildir [65]. L-sistein, L-glutamat ve L-glisin amino
asitlerinden olusan ve glutamat ile sistein amino asitleri arasinda y-peptid bagi igeren bir

tripeptiddir (Sekil 1.14). Bu bag, GSH’1 peptidazlarin hidrolitik etkilerinden korumaktadir.

Ghatamat
nTPD{,/’_SiEtEin
ADP + Pi ¥

r-1Glutamilsistein

HTPDIH/,—'—
ADP =+ Pi

Glisin

¥
SH
T ¢H- @
C—NH—CH—C—NH—CH.
CH_ coo”
':I:H2 Glhatatvon
CH—NH-=
I o
fotele]

Sekil 1.14. Glutatyon’un (GSH) yapist; L-y-glutamil-L-sisteinilglisin
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Glutatyon genellikle tiim hiicrelerde milimolar (mM) diizeylerde bulunur [66]. Hiicre
ici GSH derisimi hiicre tipine bagli olarak 0.5-10 mM arasinda degismektedir. GSH’1n
hiicre i¢i lokalizasyonu incelendiginde, stoplazma ve mitokondriye ait havuzlarin, GSH
iceriklerinin birbirinden farkli oldugu ve sitosolik havuzun hiicresel savunma fonksiyonu
ile karakterize edilirken, mitokondriyal havuzun mitokondrinin fonksiyonlarinin
korunabilmesi agisindan gerekli oldugu distiniilmektedir [67]. GSH; kan hiicreleri, plazma,
beyin, bébrekler ve sindirim sistemi gibi bir¢ok organ ve dokuda bulunmakla birlikte temel
kaynagi karacigerdir. Eksikligi mitokondri ile hiicre fonksiyonlarindaki bozukluklardan
kaynaklanmaktadir [68]. Hiicrelerde, total glutatyonun %95°1 rediikte glutatyon (GSH),
kalan %5’lik kismi ise okside glutatyon (GSSG) seklinde bulunur (Sekil 1.15). Hayvansal
hiicrelerin bir¢ogunda, GSSG’nin protein sentezini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu bilgi;
GSSG’nin hiicrelerde neden daha diisiik derisimlerde bulundugunu ve GSSG’nin neden
kalp ve bobrek gibi organlar ile eritrositlerden disartya tagindigini agiklamaktadir [56].

GSH’1in, antioksidan savunma, elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonlari,
sisteinin taginmasi ve depolanmasi, immiin tepkinin diizenlenmesi, prostaglandin
metabolizmasiin diizenlenmesi ve DNA sentezi gibi ¢cok onemli fizyolojik gorevleri
bulunmaktadir [66]. Bu gorevlerinin yani1 sira hiicre icersindeki tiyollerin %350’sini
olusturan GSH; E ve C vitaminleri gibi eksojen kaynakli antioksidanlarin
kullanilabilirligini de arttirmaktadir.

Glutatyon oksidatif strese karst savunmanin en 6nemli basamagimi olusturmaktadir
[69]. Oksidatif stresin zayif oldugu durumlarda devreye giren adaptasyon mekanizmalari
sonucunda GSH diizeyi artmaktadir. Ancak; oksidatif stresin gii¢lii oldugu durumlarda
zayiflayan adaptasyon mekanizmalarina ve artan GSSG olusumuna bagl olarak GSH
dizeyi azalmaktadir [70]. Hiicre igerisinde GSSG’nin GSH’a rediiksiyonunu
katalizlemekle gorevli olan enzim, glutatyon disiilfid rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) olarak
bilinmektedir. Sitosole yerlesen enzim, aktivitesi sirasinda bir kofaktér olan nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat’a (NADPH) gereksinim duymaktadir. Bu durumda; NADPH
tiretim yollarindaki herhangi bir bozukluk, enzimin inaktivasyonu ve dolayisiyla hiicre ici

GSH miktarinin azalmasi anlamina gelmektedir [66].
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1.3.3.2. L-Askorbik Asit

L-Askorbik Asit, C vitaminin meyvelerde bulunan en baskin formudur. Ozellikle
biber, maydanoz, turunggiller ve 1spanakta bol miktarda bulunmaktadir. Hayvansal ve
bitkisel dokularda yiiksek konsantrasyonda mevcuttur. Insan kan plazmasi 100 mL’de 1
mg kadar askorbik asit igerir. Cogu yiiksek hayvanlar ve bitkiler askorbik asidi glukoz ve
diger basit onciil maddelerden sentezlerler. Fizyolojik sartlarda doniistimlii olarak L-
dehidroksiaskorbik aside yiikseltgenebilir ancak bu madde doniisiimsiiz olarak C vitamini
aktivitesi olmayan bir bagska iirtine doniisebilir (Sekil 1.15). Birincil oksidasyon iirtinii olan
L-dehidroksiaskorbik asit (DHA) de biyolojik aktiviteye sahip oldugu i¢in onemlidir.
Ancak okside olmus olan form dekompozisyona daha dayaniksiz oldugu ve biyolojik
aktivite kaybina yol actig1 i¢in, askorbik asit formlarindaki degisiklikler hem teknolojik
hem de besinsel agidan 6nemlidir. Meyvelerdeki ortalama DHA miktari, toplam C vitamini
iceriginin %10°’nundan daha azdir.

L-Askorbik asidin kuvvetli indirgen 6zelligi siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
kolayca ve etkin bir sekilde reaksiyona girerek iyi bir antioksidant olarak gorev yapma
kapasitesini saglar. L-Askorbik asit fotooksidasyona karsi retina ve lens dokularini korur

ve katarakt olusumunu geciktirebilir [71].

OH HO
0 0 CH—CH,OH o ¥ ClH*CHzOH B ‘ C|2H—CHQOH
\ / . OH o . OH
HO OH e o o 0
L-askorbik asit L-dehidroaskorbik asit L-diketogulonik asit

Sekil 1.15. L- askorbik asit ve L-dehidroaksorbik asit

1.3.3.3. Tokoferoller

En iyi bilinen ve en genis kapsamli kullanilan antioksidantlardir. Tokoferoller ve
tokotrenler olmak {izere iki gruba ayrilirlar ve her iki grup i¢in dort izomer (a-,p-,y- ve -)
vardir. Boylelikle toplam sekiz tokoferol izomeri bulunmaktadir. Hemen hemen tim

gidalarda eser miktarda dahi olsa bulunurlar. Bu gruptaki en Onemli antioksidant E
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vitamininin en aktif formu olan o-tokoferoldiir. Tokoferoller, hidroksil grubunun
hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek antioksidatif aktivite gostermektedirler. o-
tokoferoliin  ayn1 zamanda hidroperoksitlerin  dekompozisyonunu yavaslattiklari
bilinmektedir. Tokoferoller 1siya karsi oldukca dayaniklidirlar. o-tokoferoliin oksidatif
stabiliteyi arttirmada ve sicaklik arttikca oksidasyon hizin1 azaltmada etkili oldugu
bildirilmistir [71].

1.3.3.3.1. a-Tokoferol

Dogal olarak mevcut olan sekiz adet tokoferolden biri olan a-tokoferol (E vitamini)
antioksidant olarak en aktifi olan1 ve dogada en yaygin olarak bulunanidir. Tokoferollerin
biyolojik olarak bu etkinligi halka sisteminde bulunan hidroksil grubunun varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler izoprenoid yan zincirleri de igeririler. Vitamin E nin
baslica fonksiyonu hiicre bilesenlerinin molekiiler oksijen ve serbest radikallerin
oksidasyonundan korumasidir. Giiglii ve dogal bir antioksidant olan E vitamini, membran
lipidlerini serbest oksijen radikallerinden koruyan ilk savunmay1 gergeklestirir. Siiperoksit
ve hidroksi radikallerini, singlet oksijeni ve lipid peroksit radikallerini siipiirme yetenegi
vardir. Tasidig1 fenolik hidrojeni peroksidasyona ugramis ¢oklu doymamis yag asidindeki
serbest peroksit radikallerine aktararak serbest radikal zincir reaksiyonlarimi
sonlandirmaktadir. Olusan serbest fenoksi radikali daha sonra bir serbest peroksit radikali
ile reaksiyona girer ve bdylece geriye doniisiimlii oksidasyona ugramayan a-tokoferol,
kroman halkasi ve yan zinciri serbest radikal olmayan tirtinlere yiikseltgenmektedir.
Olusan oksidasyon iirtinii, halka tizerindeki hidroksil grubu tizerinden glukuronik asit ile
konjuge olarak safra salgisi ile atilmaktadir (Sekil 1.16). Gorevini tamamlayan o -tokoferol
tekrar kullanilmadig1 i¢in yenilenmesi gerekir. Ozellikle yer fistig1, badem, pamuk gibi
bitkilerin yaglarinda ve keten tohumlarinda bol bulunan E vitamini antioksidant 6zelliginin
yani sira, hiicrede sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar tizerinden hiicre
cogalmasini da etkilemektedir. Ayrica E vitamininin kalp hastaligi olusma riskini azalttig

bir¢ok arastirma ile gosterilmistir [71].
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o-Tokoferol a-Tokoferol radikali

Sekil 1.16. o -Tokoferol radikalinin olusumu

1.3.3.4. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmishidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidantlardandir. BHT ilk defa soya
yagmin otoksidasyonunda bozunma iriinlerinin tayin edilmesiyle fark edilmistir. BHT
iceren soya yagi ultraviyole 15181na maruz birakilacak olursa bozunma {irtinleri olan BHT—

1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 olugmaktadir (Sekil 1.17) [71].

o
o OH OH :
R R R R R R R || R
G CHO CH,OMH o
BHT BHT-1 BHT-2 BHT-3
R R
OH—Q CH, —(}5@01—1
# <
R BHT-4 B

R: tert-biitil

Sekil 1.17. BHT nin farkl tiirleri

BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle verdigi

reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder (Sekil 1.18) [71].
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Sekil 1.18. BHT nin yag ve yag asitlerinin oksidasyonuna etkisi

1.3.3.5. Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Yiyeceklerde antioksidant olarak kullanilan biitillenmis hidroksianisol (2-BHA ve 3-
BHA) 2- ve 3-izomerlerinin 9:1 oraninda karistmidir. 2-BHA nimn  kimyasal
oksidasyonunda bifenil tipi dimeri olan BHA—1 olugmaktadir. Alkolde 2-BHA ve 3-BHA
izomerleri ultraviyole ve goriiniir 1siktan etkilenmektedir. Benzende 2-BHA ultraviyole

1s1ikta iki farkli oksidasyon tiriinleri olan ve BHA—2 olusturmaktadir (Sekil 1.19) [71].

OH oH

OH S0
- R F OCH, OCH;
“ BHA-1
ou
= OCH;
OCH,
2-BHA 5
H,CO Y
R: tert-biitil BHA-2

Sekil 1.19. BHA nin farkli tiirleri
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1.4. Pistacia terebinthus (Cedene, menengic)

Pistacia L. Anacardiaceae familyasina ait olup, giiniimiizde 13 tiirii bulunmaktadir.
Pistacia L.’nin orjini, Merkezi Asya (Kuzey Dogu Hindistan, Afganistan, Tacikistan ve
Ozbekistan) ve Yakin Dogu, Anadolu, Kafkasya, iran ve Tiirkmenistan daglaridir [72].
Tiirkiye, Pistacia L. igin ¢ok biiylik bir gen merkezi olup, tilkemizde yaklasik 66 milyon
yabani fistik agaci bulunmaktadir [73]. Pistacia L. cinsinin filogenisi lizerine ¢alismalar
olduk¢a azdir ve cogunlukla morfolojik temelli ¢alismalar bulunmaktadir. Cinsin ilk
monografik calismasi Engler (1883) tarafindan yapilmistir. Engler bu ¢alismasinda sekiz
tiir ve birkag varyete tanimlamistir.

Turkiye’de Pistacia L. tirleri Yaltirikk (1967a) tarafindan smiflandirilmis olup,
Tiirkiye Florasinda alt1 tiir ve iki alttiir ile temsil edilmektedir. Bunlar; P. atlantica Desf.,
P. lentiscus L., P. khinjuk Stock, P. eurycarpa Yalt., P. vera L. ve P. terebinthus L.
tiirleridir [74].

Menengic (Pistacia terebinthus L.), sakiz agacigiller (Anacardiaceae) familyasindan
Akdeniz bolgesine 6zgii, yaprak doken bir c¢ali tirtidiir. Turkiye'nin Giineydogu Anadolu,
Dogu Anadolu ve Akdeniz bolgelerinde kirsal kesimlerinde yetisen bir agagtir. Boyu 6-9
metreye kadar ulagsmaktadir [75,76]. Mart ve nisan aylarinda agan, bir 6nceki yila ait
stirgtinlerde gelisen cigekler kirmizimsi erguvan (Sekil 1.20); kiiremsi kiiciik meyveler ise
olgunlastiginda mavimsi yesil renktedir (Sekil 1.21). Menengi¢ yorelere gore citlenbik,
cedene, ¢ithik, gitemik, bittim gibi farkli isimlerle anilmaktadir. Ornegin Elaz1§ yoresinde
sakiz agaci ya da ¢edene olarak isimlendirilmistir. Bitki olarak fistik agacina benzerlik
gosterir ve antep fistig1 bu agacin asilanmasiyla tiretilmektedir [77]. Agacin meyvesi olan
tanelerinden menengi¢ kahvesi veya ¢edene kahvesi olarak bilinen Elazig yoresine has bir
kahve tretilmektedir. Bu kahvenin igerisinde kimyasal madde yoktur ve % 100 dogaldir.
Menengi¢c kahvesinin faydalarma bakarsak [77,78]: Oksiiriigii kesmek ve balgami
soktiirerek nefes agmak, antiseptik 6zelligi sayesinde iltihabi yaralar tedavi etmek, gogsi
yumusatmak, bobrek kumlarinin dokiilmesine yardimci olmak, mide agrilarii dindirmek,
kalp yetmezligi riskini azaltmak, yagl bir i¢cecek olmasindan dolay1 yiiksek E vitamini ve
doymamis yag asidi diizeyi ile kandaki kolesterolii distirmeye ve kalp ve damar sertligini

onlemeye yardimci olmak gibi rahatsizliklara iyi geldigi ileri stirtilmiistir.
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Sekil 1.21. P. terebinthus’ un yaprak ve meyvelerinin goriiniimi

Diinyanin degisik yerlerinde menengi¢ agacinin farkli organlarindan ¢ok yonli
yararlanilmaktadir. Tiirkiye'de, arkeolojik bulgular menengicin eski ¢aglardan beri gida

olarak kullanildigin1  gostermistir. Taze siirgin  ve meyvelerden beslenmede
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yararlanilmaktadir. Meyveler istah agic1 olarak, 6zel kdy ekmeklerinde, kahve ve cay
seklinde tiikketilmektedir. Meyveleri dahilen gastralgia ve romatizmada, haricen oksiiriikte
(stimiilan, ditiretik ve antitiisiv olarak) kullanilmaktadir [79,80].

Ozcan’in yaptig1 calismada, ¢itlembik meyvelerinin mineral icerigi ICP-AES
tarafindan belirlenmis ve mitkemmel bulunmustur. Mineral konsantrasyonu: K, Mg ve Zn
icerikleri daha az ve Na ve P icerikleri ise daha yiiksek bulunmustur. Ayrica meyvelerin K,
P, Ca ve Fe konsantrasyonlart da muz ve zeytin gibi bazi meyvelere gore yiiksek
bulunmustur [81].

Ozcan’a gore; ¢itlembik yag1 oleik ve linoleik asitin yiiksek bir icerigine sahiptir ve
bu nedenle beslenme icin saglikli bir kompozisyondur. Bu bulgular diyet icin faydal
olabilir. Yiiksek protein ve yag icerigi ve hos kokusu ve tadi ile bu meyve gida

endiistrisinde kullanilabilinir [81].

1.5. Morus alba (Dut)

Morus L. (Dut) 12 kadar tiire sahiptir. Bunlar kisin yapragimi doken aga¢ ya da boylu
cal1 seklindeki odunsu bitkilerdir (Sekil 1.22). Morus alba L. (Ak Dut) Cin'in dogal bir
tiiriiyken, Morus nigra L. (Kara Dut) Iran'in, Morus rubra L. (Mor Dut) ve Morus
microphylla Buckl. (Texas Dutu) Kuzey Amerika'nin dogal tirleridir. Ayrica Morus
australis (Cin Dutu), Morus indica (Hindistan Dutu), Morus serrata (Himalaya Dutu)
trleri de vardir.

Ak Dut agaclarmin bazi 6nemli varyeteleri; M. alba var. tataricum Loud., M. alba
var. multicaulis Loud, M. alba var. pendula, M. alba var. pyramidalis, M. alba var. nana,
M. alba var. Laciniata’dir [82].

Ak Dut 15 m kadar boy yapabilen, kalin dalli, genis tepeli bir agactir. Tepe ¢ap1 6-8
m’dir. Hizli buyiime 6zelligine sahiptir. Derin topraklarda iyi gelisme gostermektedir.
Bunun yaninda kurak, kumlu, kiregli topraklarda da yetisebilmektedir ve tuzlu suya
dayanabilir. Iliman iklimde, sicak, ¢ok gilines alan bolgelerde iyi gelisme gosterir. Soguk
hava sartlarmma dayaniklidir. Ak Dut’un anavatani Cin’dir. Japonya, Kore, Mangurya,
Hindistan, Pakistan, Iran ve Anadolu’da genellikle sicak ve 1liman bélgelerde, Avrupa'da
Akdeniz c¢evresindeki iilkelerde, Orta Avrupa’da kismen de kuzey bolgelerde bu agac
yetismektedir [83].
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Tiurkiye’de dut agaclar1 sayist bakimindan Erzincan ilk sirada yer alirken bu ili
sirastyla Elazig, Ankara, Malatya ve Tunceli izlemektedir [84]. Cesitli hastaliklarin
tedavisi amaciyla yaprak, kabuk ve meyveleri de kullanilmaktadir. Meyvesi taze ve kuru
halde tiiketilebilir. Meyvesinden pekmez, pestil, sirke, ispirto vb. triinler elde edilebilir
[85]. Dut meyvesinin yaninda diger kisimlar1 da kullanilabilen bir agactir. Dut yapragi
ipekbdcegi besini olmasinin yaninda iyi protein igerigi ve kolay sindirilebilmesi sayesinde
buiyiikbas, kiigtikbas hayvanlarla baliklar i¢cin yem olarak kullanilmaktadir [86,87].

Dut yapraklariyla yapilan cay icerigi sayesinde sakinlestirici, kan basicini ve kan
sekerini diistiriicii etkiye sahiptir. Cin’de kurutulmus dut yapraklar1 ¢orek, ekmek vb.
yapiminda kullanilmaktadir [87,88] Amerika’da dut agacinin igteki boliimleri kizartilip una
katilmakta ve yemeklerde kullanilmaktadir [89]. Ak Dut yapraklar1 antibakteriyel, kan
dugsiiriicti, ates diistiriict, terletici 6zellige sahiptir. Taze yapraklar kanamalari durdurmak
i¢in kullanilabilir. Meyveleri bas donmesi, kulak ¢inlamasi, uykusuzluk, bobrek iltihabi,
hipertansiyon, sinir zayiflig1, saclarin erken beyazlamasi tedavilerinde, govdesi romatizma
agrilari, spazm tedavisinde, kok kabuklar astim, akciger iltihabi, 6kstirtik, bronsit, 6dem,
hipertansiyon tedavisinde kullanilabilir [87,89,90,91]. Bunun yaninda kok kabuklari
tansiyon diisiirticii olarak kullanilir. Ayrica dut agacinin kok kabuklari, yapraklart ve
meyveleri seker hastaligi tedavisinde kullanilir [92].

Yine dut meyvesi romatoid artrit (romatizmal eklem iltihab1) de dahil olmak iizere
cesitli iltihabi durumlarin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir. Kim ve
arkadaslarinin [93] yaptiklar1 ¢alismada, carrageenanla olusturulan deneysel artritde, dut
meyvesi 6ziitli uygulamasi iltihap parametreleri ile romatoid faktérlerde 6nemli bir azalma
belirlenmistir. Dutun antidiyabetik etkileri ise ¢ok daha iyi c¢alisilmistir [94]. Dut
yapraklari, alfa glikozidaz denilen barsak enzimlerini inhibe ettikleri i¢in hipoglisemik etki
gosterirler. Bu enzimlerin gorevi sukroz, maltoz ve laktoz gibi disakaritleri (¢ifte sekerleri)
glikoz, fruktoz ve galaktoz gibi monosakaritlere parcalayarak onlarin barsaktan kana
gecisini saglamaktir. Baskilanan enzim aktivitesi ile enzimlerin kana gecisi engellenmis
olur. Japon arastiricilarin ratlarda yaptiklart bu calismalarda, hayvanlar1 karbonhidratga
zengin yemekle beslemeden evvel dut yapragi oziiti yedirmenin normal postprandial

(yemek sonras1) kan sekeri diizeyinde 6nemli bir diistise yol actig1 gosterilmistir [95].
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Sekil 1.22. Morus alba’nin yaprak, meyve ve ham meyvesinin goriiniimii

1.6. Salvia multicaulis (Adacayi)

Salvia cinsi, otsu veya ¢alims1 ¢ok yillik, nadiren iki yillik ya da tek yillik ve ¢ogu
zaman giglii aromatik bitkilerdir (Sekil 1.23). Yaklasik olarak diinyada 900 tiir
kaydedilmistir. Bitki agirlikli olarak hafif ve sicak iklimlerde yetisir. Bu cinsin bazi
tiyelerinin ekonomik O6nemi vardir, onlar tiim diinya etrafinda halk hekimliginde
kullanildigindan beri onlarin antibakteriyel [96], antitimé6r [97], antidiyabetik [98],
antituberkuloz [99] faaliyetleri ve parfumeri ve kozmetikte [100,101] kullanim alanlar
tespit edilmistir.

S. multicaulis’in ekstraktlarindan izole edilen bilesenlerin ¢ogunun, diterpenoid [96],
noditerpenoid [99] ve triterpenoid [100] oldugu rapor edilmistir. S. multicaulis’in ugucu
yag analizlerinin sonuglari, ¢icekli govdelerden elde edilen yag analizlerinde major bilesen
olarak bornil asetat, B-karyofillen ve a-pinen, ¢icek ve yapraklardan elde edilen ugucu
yaglarda, a-pinen (%26), 1,8-sineol ve limonen (%20) ve kamfor (%19) temel bilesenler
olarak tespit edilmistir [96,102]. S. multicaulis’in toprak ustii kisimlarindan elde edilen

yagin yiiksek oranda bornil asetat igerdigi rapor edilmistir [103]. S. multicaulis’in ugucu
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yaginda en yiiksek oranda a-pinen (yaklasik olarak %26) oldugu bildirilmistir [104].
Ahmadi ve Mirza [103]’a gore, bornil asetat (%18) ve kamfor’un (%10) S. multicaulis’de
temel bilesenler oldugu oysa S. multicaulis var. simplicifolia’da dusiik miktarda (yaklasik
olarak %0.4 ve %0.5) oldugu belirtilmistir. Bornil asetat’in S. multicaulis’te olmadigi,
buna ragmen kamfor’un yiiksek miktarlarda oldugu bildirilmistir [104]. Bu farkliliklarin,
hem hasat donemi hem de lokaliteden, iklim ve ¢evresel faktorlerden kaynaklanabilecegi
Senatore ve ark. [105], Iran ve Liibnan orneklerinin farli kemotiplere sahip olacagi

hipotezini desteklemistir.

Sekil 1.23. Salvia multicaulis’in yaprak ve ¢i¢eklerinin goriiniimii

1.7. Kaynak Ozetleri

Sebze ve meyvelerin, E vitamini, C vitamini, a-tokoferol, B-karoten ve polifenolik
bilesik gibi antioksidantlar ile bir¢ok hastaliga kars1 koruma gorevi yaptigi kaydedilmistir
[106]. Dogal antioksidantlar, 6zellikle E vitamini ilk ¢alisilan antioksidantlardir [107].
Canl1 sistemlerde diyetle aliman a-tokoferol, B-karoten ve askobik asit gibi antioksidanlar

ile SOD, GPx ve CAT gibi endojen antioksidanlat oksidatif hasarlar1 6nlemektedir. Bir ¢ok
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calismada fenolik bilesiklerin in vitro olarak LDL’nin oksidasyonunu engelledigi
bildirilmistir. Ozellikle birden fazla hidroksil grubuna sahip fenolik bilesiklerin LDL nin
oksidasyonunu c¢ok etkin bir sekilde onledigi bilinmektedir [108,109]. Son yapilan
calismalarda antioksidantlarin, serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlardan hiicreyi
korudugu gézlenmistir [110].

Bitkilerde farkli antioksidant bilesiklerin meydana geldigi bilinmektedir [111,112].
Dogal antioksidantlar, bitkilerin yaprak, gévde ve tohumlar1 basta olmak iizere biitiin
organlarinda bulunmaktadir. Bitkilerde meydana gelen dogal antioksidantlarin baslicalar
karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoidler, glutatyon, endojen metabolitlerdir. Bitki
tirevli antioksidantlar singlet ve triplet oksijen gidericisi, serbest radikal gidericisi,
peroksit dekompozeri, enzim inhibitorleri ve aktivatorii olarak fonksiyon gortirler [111].
Bunun yani sira sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, tohumlarda, yapraklarda,
ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda antioksidant bilesikler bulunmaktadir
[113]. Yapilan arastirmalar, bol miktarda sebze ve meyve tiiketiminin, hastaliklara
yakalanma riskini azalttigini, kalp-damar hastaliklarinda, kanser vakalarinda ve olim
oranlarinda kayda deger azalmalara sebep oldugunu ortaya koymustur [114, 115].

Sebze ve meyvelerin bazilar yiiksek antioksidant aktiviteye sahip bilesikler igerirler.
Omek olarak ozellikle Asya iilkelerinde igecek olarak bol miktarda tiiketilen gay
verilebilir. Caym anti-hipertansiyon [116], antioksidatif [117,118], anti-atherosiklerotik
[119] ve antikarsinojenik [120] etkilere sahip oldugu ispatlanmistir. Yesil cay yapraklari
degisik oranlarda (-)-epikatekin, (-)-epikatekin galat,(-)-epigallokatekin ve (-)-
epigallokatekin galat igerir [121,122]. Katekinler metal iyonlarini baglayict ve oksijen
radikalini tutuklayici etkilerinden dolay1 kuvvetli antioksidant olarak taninirlar [123].

Yapilan bircok calismada meyve ve sebzede kuvvetli antioksidant bilesiklerin
bulundugu gosterilmistir. Ornegin keyif verici bitkilerde [124], dut yapraginda (Morus
alba L.) [125], zeytinde [126] kuvvetli antioksidant aktiviteye sahip bilesiklerin bulundugu
tespit edilmistir.

Meyvelerde, antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesikler ve flavonoitler mevcuttur.
Meyvelerdeki antioksidan aktiviteler lizerine yapilan bir ¢alismada ¢ilekteki antioksidan
kapasitenin seftali, elma, portakal, kivi ve domatesten fazla oldugu bulunmustur [127].
Bazi meyve sularinin ve igeceklerin de antioksidan o&zelliklere sahip olduklari

bulunmustur. Karamel igeren igeceklerin, antioksidan kapasitelerinin ¢ay, kahve veya
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cikolata iceren iceceklere gore daha az olmasina ragmen, diyetle gelen antioksidan besin
havuzuna katkida bulunduklari ileri stirtilmiistiir [128].

Bitkilerde dogal antioksidant aktivtelerin belirlenmesi ve bazi antioksidant
komponentleri izolasyon ve karakterizasyon islemleri son zamanlarda biiyiik bir ivme
kazanmis ve bu konuda ¢ok yogun calismalar devam etmektedir. Ozellikle halk arasinda
tibbi amagli kullanilan bitkiler ile gida sektériinde kullanilan bazi bitkiler antioksidant

calismalarin odak noktasini teskil etmektedir.
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2. MATERYAL ve METHOD

Bu calismada ilk olarak P. ferebinthus var palaestina (¢cedene, ¢itlembik), Salvia
multicaulis var multicaulis (adagay1), Morus alba (dut) bitkileri, Dogu ve Giineydogu
Anadolu’nun ¢esitli yerlerinden arazi ¢alismalartyla toplandi ve bu bitkilerin ¢icek, yaprak,
tohum ve meyvelerinin su ve etanol ekstreleri elde edilerek, bu ekstrelerin toplam
antioksidan aktiviteleri 9 farkli metotla belirlendi. Toplam antioksidan aktivite belirleme

testleri UV-Vis Spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Linoleik asit, Folin-Ciocalteu Reaktifi, pirokatekol, askorbik asit, Na,CO;, Tween-
20, butilhidroksitoluen (BHT), butilhidroksianisol (BHA) Fluka’dan, fenazin metastilfat
(PMS), amonyum tiyosiyanat (NH4SCN), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-
azino-bis-(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 3-(2-Pyridyl)-5,6-bis (4-
phenyl-sulfonic acid)-1,2,4-triazine (Ferrozin), FeCl,.4H,0, Oleik asit (18:1, n 9), linoleik
asit (18:2, n 6), linolenik asit (18:3, n 3), Tris-baz, HPLC saflikta metanol, asetonitril, n-
hekzan, n-Butanol, izopropanol, 2-thiobarbiturik asit (TBA), nitroblutetrazolium (NBT),
kuersetin, EDTA, NADPH, kolesterol, a-tokoferol asetat, vitamin standartlari, glutatyon
(GSH), yag asidi metil esteri (doymus ve doymamuis tiirleri), 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik
asit (DTNB) Sigma Aldrich’den, etil alkol, hiroklorik asit (HCI) %37, trikloroasetik asit
(TCA), FeCls3,6H,0, a-tokoferol, NaOH, sodyum asetat, sodyum sitrat, nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH), H,0,, Ks;Fe(CN)s, NaH,PO4.2H,O E. Merck’den satin

alinmustir.

2.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Soxlet Cihazi : Gerhardt Soxtherm SOX-402
pH Metre : Hanna HI 221

Calkalamali Su Banyosu : Memmert VNB 14

Magnetik Karigtirict : IKA

Doner Buharlastirici (Rotavapor) s IKA
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Gaz Kromatogafi : Shimadzu GC 17

HPLC Cihazi : Shimadzu

Homojenizator : Micra-D§

Etiiv : Memmert

UV-Vis Spektrofotometre : Shimadzu UV-1700 Specthrophotometer
Vorteks : IKA

Hassas Terazi : Denver

Sogutmal1 Santrifiij : Hettich 320R

Derin Dondurucu :Ugur

2.3. Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ekstraksiyon islemleri

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri farkli yerlerden farkli zamanlarda toplandi. Bitki

kisimlarinin toplanma yerleri ve zamanlar1 asagida gosterilmistir:

Pistacia terebinthus (Cedene) 02.05.2009  Gaziantep Sof Dagi Isikli Koyt
Mese Korulugu Igi

Koordinatlar

N 37° 09.415° Rakim: 1090 metre

EO0 37° 12.864° Cigekler ve yapraklar

Pistacia terebinthus (Cedene) 02.07.2009  Gaziantep Sof Dag1 Isikli Koyii
Mese Korulugu I¢i

Koordinatlar

N 37° 09.415° Rakim: 1090 metre

EO0 37° 12.864° Meyve

Pistacia terebinthus (Cedene) 03.10.2009  Gaziantep Sof Dagi Isikli Koy
Mese Korulugu ici

Koordinatlar

N 37° 09.415° Rakim: 1090 metre

E0 37° 12.864° Olgun meyve ve tohum

Salvia multicaulis (Adacay1) 01.05.2009 Malatya-Dogansehir Yolu 40. km
Yamaglar

Koordinatlar

N 38° 14.490° Rakim: 1031 metre

EO 38° 00.912° Yaprak ve Cigekler

Salvia multicaulis (Adacay1) 15.06.2009 Malatya-Dogansehir Yolu 40. km
Yamaclar

Koordinatlar
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N 38° 14.490° Rakim: 1031 metre

EO 38° 00.912° Meyve

Salvia multicaulis (Adagay1) 05.07.2009  Malatya-Dogansehir Yolu 40. km
Yamaclar

Koordinatlar

N 38° 14.490° Rakim: 1031 metre

E0 38° 00.912° Tohumlar

Morus alba (Dut) 01.05.2009  Adiyaman Besni Buruncayir Koyt

Koordinatlar

N 37° 44,997 Rakim: 796 metre

EO0 37° 47.788’ Yapraklar ve ham meyve

Morus alba (Dut) 30.06.2009  Adiyaman Besni Burungayir Koyii

Koordinatlar

N 37° 44.997 Rakim: 796 metre

E0 37° 47.788° Meyve

Bitkilerin yesil kisimlart gélgede kurultuldu. Meyveleri ise ¢alisma yapilana kadar -
20°C’de saklandi. Bitkilerin mevcut kisimlart homojenizatorle pargalandi. Ogiitiilen
ornekler ¢oziiciileri eklenerek Soxlet cihazina yerlestirildi ve ekstrelerin donerli
buharlastiricida ¢oziictisii buharlastirilarak kullanima hazir hale getirildi.

2.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Total Antioksidant Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. 0.04 M pH: 7.4 Fosfat Tamponu: 1.38 g NaH,PO,4.H,O alinarak destile suda
¢oziildii ve hacmi 250 mL’ ye tamamland.

2. 0.017 M Linoleik Asit Emiilsiyonu: 265 pL linoleik asit alinip 50 mL pH 7.4
fosfat tamponuna ilave edildi. Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilerek karisim
homojenize edildi.

3. %3.5 ‘lik HCI Cozeltisi: %37’ lik HCI’ den 9.46 mL alinarak, destile su ile hacmi
100 mL’ ye tamamlandi.

4. 20 mM FeCl, Cozeltisi: 397 mg FeCl,.4H,0, %3.5° lik HCI ile ¢6ziilerek hacim
destile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

5. %30’luk NH4SCN Cozeltisi: 30 g NH4SCN destile suda ¢oziildii, hacmi 100 mL’

ye tamamlandi.
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2.4.2. indirgeme Kuvveti Tayininde Kullanilan Cézeltiler

1. 0.2 M Fosfat Tamponu (pH: 6.6.): 6.24 g NaH,PO4.H,O bir miktar destile suda
coziilerek 250 mL’ ye yakin bir hacme tamamlandi ve pH metre kullanilarak NaOH
cozeltisiyle pH 6.6’ ya ayarlandu.

2. % 1’lik K3Fe(CN)g Cozeltisi: 2.5 g KsFe(CN)g bir miktar destile suda ¢oziildi,
toplam hacmi 250 mL’ ye tamamlandi.

3. % 10’luk TCA Cozeltisi: 25 g TCA bir miktar destile suda ¢oziildii, toplam hacmi
250 mL’ ye tamamlandi.

4. % 0.1’lik FeCl; Cozeltisi: 83 mg FeCls.6H,0 destile suda ¢oziildii, toplam hacmi

50 mL’ ye tamamlandi.

2.4.3. Serbest Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

1. 10° mM’lik DPPH" Cézeltisi: 39 mg kuru DPPH aliiminyum folyo sarili erlende

100 mL destile etanolde tamamen ¢oziinlinceye kadar karistirilarak ¢oziildii.

2.4.4. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. 60 uM’ Itk PMS Cézeltisi: Once 18 mg PMS alind1 ve hacim 1 litreye fosfat
tamponuyla (pH 7.4, 0.1 M) tamamlandi. Daha sonra bu ¢6zeltiden 10 mL alind1 ve 100
ml’ ye ayni tamponla seyreltildi.

2. 468 uM’ ik NADH Cozeltisi: 34 mg NADH alind1 ve toplam hacim 100mL’ ye
kadar fosfat tamponuyla (0.1 M, pH 7.4) tamamland.

3. 150 uM” Iik NBT Cozeltisi: 6.1 mg NBT alind1 ve toplam hacim 50 mL’ ye kadar
fosfat tamponuyla (0.1 M, pH 7.4) tamamland.
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2.4.5. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. 0.1 M’ lik Fosfat Tamponu: 1.56 g NaH,PO4.2H,0, 80 mL destile suda ¢oziilerek,
pH metre yardimiyla pH: 7.4° e ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 mL’ ye
tamamlandi.

2. 40 mM’ ik H,O, Cozeltisi: %30’ luk H,O,* den 343 pL alindi ve 0.1 M’ lik fosfat

tamponu ile 100 mL’ ye tamamlandi.

2.4.6. Metal Selatlama Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. 2mM’ lik FeCl, Cozeltisi: 0.02 g FeCl,.4H,0 alindi ve hacim saf su ile 50 mL’ ye
tamamlandi.
2. 5 mM’ lik Ferrozin Cozeltisi: 0.123 g Ferrozin alindi, bir miktar suda ¢6ztindii ve

toplam hacim saf su ile 50 mL’ ye tamamlandi.

2.4.7. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. %2’ lik Na,CO; Cozeltisi: 2 g Na,CO; 100 mL’ lik balon jojede bir miktar saf
suda ¢oziildii ve hacmi saf suyla 100 mL’ ye tamamland.

2. Folin-Ciocalteu Reaktifi: Satin alindigi sekilde kullanilmistir.

2.4.8. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) Testinde Kullanilan

Cozeltiler

1. 10 mM’ lik TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine) Cozeltisi: 0,156 g TPTZ alind1 ve
toplam hacim saf su ile 50 mL’ ye tamamlandi.

2.20 mM’ lik FeCl5 Cozeltisi: 0,27g FeCl;.6H,0O alind1 ve toplam hacim saf su ile 50
mL’ ye tamamlandi.

3. 300 mM’ lik Asetat Tamponu Cozeltisi: 10.206 g Sodyum Asetat alind1 ve toplam

hacim saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi.
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2.4.9. ABTS™ Yok Edici Testinde Kullamlan Cézeltiler

1. 0.01 M’ Iik Fosfat Tamponu Cozeltisi:0.39 g NaH,PO4.2H,0 alind1 ve toplam
hacim saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi.

2.2.45 mM’ lik K,S,05 Cozeltisi: 0.033 g K,S,05 alind1 ve toplam hacim saf su ile
50 mL’ ye tamamlandi.

3. 7 mM’ ik ABTS Cozeltisi: 0.068 g ABTS alindi ve toplam hacim fosfat

tamponuyla 25 mL’ ye tamamlandi.

2.5. in Vitro Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

2.5.1. Total Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri tiyosiyanat metoduna gore belirlendi [129].
Oncelikle her bir ekstrenin stok ¢ozeltisi hazirlandi. Istenilen miktarlara karsilik gelen
hacimde stok ¢ozelti vezin kaplarina otomatik pipetlerle aktarildi ve toplam hacim tampon
cozelti ile 2.5 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir vezin kabma 2.5 mL linoleik asit
emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak da 2.5 mL tampon ¢6zelti ve 2.5 mL linoleik asit
emiilsiyonu karigimi kullanildi.

Inkiibasyon 37 °C de ve karanlhkta gerceklestirildi. Her 10 saatte bir vezin
kaplarindan 100°er pL alinarak 4.7 mL etanol bulunan deney tiiplerine konuldu ve sirasiyla
100 pL Fe™ ¢ozeltisi ve 100 uL SCN" ¢ozeltisi ilave edildi. Kér numune ise 4.8 mL
etanola 100 pL Fe' cozeltisi ve 100 uL NH4SCN ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlandi.
Numunelerin 500 nm deki absorbanslar1 kére karsi okundu. Inkiibasyona kontroliin
maksimum absorbansa ulastigi noktadan sonra son verildi.

Kontrol absorbansinin maksimuma ulastigi zamanda ekstrelerin peroksidasyonu
inhibe etme ytizdeleri agsagidaki esitlik yardimriyla hesaplandi.

% I=[(Ao-Ac)/Ao] x 100

I = Inhibisyon

Ay = Kontroliin Absorbans Degeri

A, = Numunenin Absorbans Degeri
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Bu yontemde peroksit olusumunu SCN° saglamaktadir. Kontrol absorbansinin
maksimuma ulastig1 anda spektrofotometrik 6l¢time son verildi ve hesaplama islemine

gecilerek ekstrelerin total antioksidan aktiviteleri belirlendi [129].

2.5.2. indirgeme Kuvveti Tayini

Indirgeme giicii tayini, Oyaizu metoduna gore yapildi [130]. Stok ¢ozeltiler igin
etanol ekstreleri 10 mL etanolda; 10 mg su ekstreleri ise 10 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlandi. 0, 50, 100, 250 pg/pL stok ¢ozeltiler alinarak cam tiiplere aktarildi ve hacimler
saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu
(pH=6.6) ve 2.5 mL % 1 lik potasyum ferrisiyaniir K3[Fe(CN)¢] ilave ederek karigim 50 °C
de 20 dk inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon karisimlarina 2.5 mL % 10 luk triklor
asetik asit (TCA) ilave edildi. Cozeltinin tist fazindan 2.5 mL alinarak {izerine 2.5 mL saf
su ve % 0.1 lik 0.5 mL FeCl; ilavesinden sonra absorbans 700 nm de kore karsi okundu.
Kor olarak saf su kullanildi. Kontrolde ise numune yerine su kullanildi.

Bu yontemde Fe™iin ne kadarmin Fe™’ye doniistiigii 700 nm’de spektrofotometrik
olarak &lgiilebilir. Bu metotta Fe™ kaynag1 olarak FeCl; kullanilir. 700 nm dalga
boyundaki yiiksek absorbans ortamdaki Fe'*’nin fazlaligimi gostermektedir [129].

2.5.3. Serbest Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi

Serbest radikal giderme, Blois metoduna (1958) gore kiicik bir modifikasyonla
yapildi. Serbest radikal olarak DPPH’ kullanildi ve 1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Numune
olarak total antioksidan aktivite ve indirgeme kuvvetlerinde kullanilan Img/mL
yogunlugundaki stok ¢ozelti kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla 50, 100, 250, 500 pg/uL
¢Ozelti aktarild1 ve toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde saf etanol ile tamamlandi. Daha
sonra her bir numune tiipiine stok DPPH’ ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. 30 dk oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra etanoldan olusan kore karst
517 nm de absorbanslar1 dl¢iildii. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH" ¢ozeltisi
kullanildi. Azalan absorbans, geriye kalan DPPH" ¢ozeltisi miktarmi serbest radikal

giderme aktivitesini verir [131].
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2.5.4. Siiperoksit Radikalleri Giderme Aktivitesi

Ekstrelerin siiperoksit radikallerinin olusmasindaki etkisi nitroblue tetrazolium
(NBT)’nin indirgeme iirtinlerinin spektrofotometrik olarak ol¢iimii Nishimiki metoduna
(1972) gore belirlendi. Bunun i¢in ¢alismada kullanilan ekstrelerin 100 pg’mni iceren 1 mL
saf suya 6nce 1 mL 60 pM’lik fenazin meta siilfat (PMS) ¢o6zeltisi ilava edildi. Daha sonra
sirastyla 1 mL 468 uM’lik NADPH ve 1 mL 150 uM’lik NBT ¢ozeltisi ilave edildi. Olusan
reaksiyon karigimi oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Reaksiyon karisiminda ekstre
numunesinin eksik oldugu kore karst 560 nm de absorbansi okundu. Azalan absorbans,

artan stiperoksit radikalleri giderme aktivitesini gosterir.

2.5.5. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Ekstrelerin  hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda gore yapildi [132]. Bunun i¢in pH’1 7.4 olan fosfat tamponunda 40
mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. H,O, konsantrasyonu spektrofotometrik
olarak, H;O,’nin 230 nm de absorbans gostermesiyle belirlendi. 100 pg/ulL
konsantrasyonda alinan ekstrelerin hacimleri 4 mL’ye kadar tampon ¢o6zeltiyle
tamamlandi. Bu islemlerden sonra 0.6 mL’lik H,O, ¢6zeltisi ilave edildi. 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. 1nkﬁbasy0ndan sonra H,O,’in azalan miktari, 230 nm de azalan
absorbansi, tampon ¢ozeltiden olusan kore karsi kaydedildi.

Giderilen % H,0, giderme aktivitesi asagidaki denklemden hesaplanir:

% H,0,Giderme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] x 100

Ay = Baslangigtaki H,O, konsantrasyonu

A, = Ekstre ilave edildikten sonraki H,O, konsantrasyonu

2.5.6. Metal Selatlama Aktivitesi

Ekstrelerin metal selatlama aktiviteleri, Dinis ve arkadaslarinin belirledikleri metoda
gore yapildi [133]. Bu islem i¢in 2 mM’lik ve 0.05 mL FeCl,.4H,0 ve 0.35 mL saf su
iceren ¢ozelti, 50 ile 250 mg arasinda degisik miktarlarda ekstre ihtiva eden 0.2 mL’lik

¢ozeltiye ilave edildi. Bunun tizerine de toplam hacim 4 mL olacak sekilde saf etanol ilave
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edildi. Reaksiyon 0.2 mL ve 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi ilave edilmesiyle baslatildi.
Cozelti vortekste kuvvetli bir sekilde karistirildiktan sonra oda sicaklhiginda 10 dk
bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltinin 562 nm de absorbansi ferrozin hari¢ geriye
kalan ¢6zeltiden olusan kore kargt kaydedildi. Kontrol olarak ekstre numunesi hari¢ geriye
kalan ¢6zelti kullanildi.

Tutuklanan metalin ytizdesi su formiille hesaplanabilir:

% Selatlama Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] x 100

Ay = Kontroliin absorbans degeri

A, = Ekstre ilave edildikten sonraki absorbans degeri

2.5.7. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktari, Folin-Ciocalteu reaktifi ile Singleton ve
arkadaslarinin metoduna gore belirlendi [134]. Standart fenolik bilesik olarak pirokatekol
ve quercetin kullanildi. Once standart grafik ¢cizmek amaciyla 25 mg pirokatekol ve 25 mg
quercetin ayri ayr1 25 mL saf suda ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden
1000 pL almip 100 mL’lik erlenlere konuldu. Toplam hacim saf suyla 46 mL’ye
tamamlandi. Erlenlere sirasiyla 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 3 dk sonra da % 2’lik
Na,COs ¢ozeltisinden 3 mL ilave edildi. Boylece toplam hacim 50 mL’ye tamamlandi.
Karigim 2 saat boyunca oda sicakliginda calkalandi. Daha sonra numunelerin absorbansi
760 nm de saf suya karst okundu. Bu islemler 3’er defa yapildi. Kontrol i¢in numune
yerine saf su kullanilarak hazirlandi. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen
pirokatekol miktarlar

Absorbans=0,00209 x Mikrogram Pirokatekol+0.00466
standart grafik denklemi kullanilarak tespit edildi ve sonuclar pirokatekol ekivalent
seklinde ifade edildi. Quercetin i¢in de
Absorbans=0.0005 x Mikrogram Quercetin
standart grafik denklemi yardimiyla belirlendi ve sonuglar quercetin ekivalent seklinde

ifade edildi.
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2.5.8. FRAP Testi

300 mM Asetat tamponu (pH=3.6), 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl;.6H,0 c¢ozeltileri 10:1:1
oraninda karistirilip 37 °C’de su banyosunda bekletilerek FRAP reaktifi hazirlanmis oldu.
Daha sonra 3 mL FRAP reaktifi, 100 pL bitki ekstresi ve 300 uL saf su deney tiiplerine
sirastyla konarak 37 °C’deki su banyosunda 40 dk inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 593
nm’de 6rneklerin absorbansi alindi. K6r olarak FRAP reaktifi, kontrol olarak da iginde
bitki ekstresinin eksik oldugu ¢ozelti karisimi kullanildi. Elde edilen sonuglar asagidaki
grafikte gosterilmistir [135]. Ortamda ne kadar Fe™ iin Fe+2’ye dontistiigti yani ortamdaki
Fe'? konsantrasyonu asagidaki standart grafikten hesaplanmustir. Bunun igin 100-1000 107

M arasinda hazirlanmis Fe™ ¢ozeltilerinin absorbanslar1 alinarak kaydedilmis ve bu

standart grafik cizilmistir (Sekil 2.1).

Fe S tandart Crafisi

=
i

vw=00004x - 0,0524

B =09927

Absorbans (5393 mm)
= =
ka taa

=
—

0 . , , . .
0 200 400 G0 300 1000 12004
N 3 <
Fe' Konsantrasvon (10 M) o Fe™ )
— Dogrusal (F")

Sekil 2.1. FRARP testi i¢in hazirlanan standart grafik
2.5.9. ABTS™ Yok Edici Testi
ABTS" (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)diamonyum tuzu) yok edici

testi Yu ve ark., (2002) metodunun modifiye edilmesiyle gergeklestirildi. ABTS™ metodu,

2,2’-azino-bis(etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu gibi bir azino-bilesigin
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ortamdan yok edilmesi, yani bir bagka deyisle inhibisyonuna dayanan bir antioksidan
kapasite belirleme yontemidir [136].

2.45 mM K;S,03 ve 7 mM ABTS ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak oda
sicakliginda ve karanlikta 16 saat inkiibasyona birakildi. Hazirlanan bu ABTS™ radikal
¢Ozeltisinin 734 nm’de absorbansi alarak 1.660+0.02 absorbansia ulasilana kadar etil
alkolle seyreltildi. Bu absorbans kontrol absorbansi olarak kullanildi. Daha sonra bu
radikal ¢ozeltisinden deney tiiplerine 4 mL birakildi. Bu tiiplerin tizerine 100 pL bitki
ekstrelerinden eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu
siirenin sonunda 6rneklerin absorbansi 734 nm’de PBS (Fosfat Tamponu, pH=7.4)’den
olusan kére karsi kaydedildi. Azalan absorbans ortamdan yok edilen ABTS™ radikallerinin

miktarini verir.

2.6. In Vivo Ortamda Yapilan Deney Yontemleri

2.6.1. Deney Hayvanlari

Deneysel calismada kullanilan Wistar cinsi, Inbret soy, 8 haftalik albino erkek
sicanlar, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) nden
temin edildi ve aym1 yerde deneysel uygulama gerceklestirildi. Sicanlar havalandirma
sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Yemler ozel celik kaplarda ve su ise paslanmaz c¢elik bilyeli
biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Deney hayvanlart Elazig Yem
Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki si¢can yemleriyle beslendi. Siganlara
verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 2.1°de gosterilmistir. Sicanlarin

bakimia deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bu sekilde devam edildi.
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Tablo 2.1. Deney hayvanlar1 yem % bilesimleri

Yem ham maddeleri

% Bilesimleri

Bugday

Misir

Arpa

Kepek

Soya Kiispesi
Balik Unu
E-Kemik unu
Melas

Tuz

*Vitamin Karmasi

**Mineral Karmasi

10
21
14

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan

olusmustur.

Deneysel ¢alismalara bagslamadan 6nce, ¢ikabilecek aksakliklarin asgariye indirilmesi

amaciyla 6n ¢aligma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklari ortamin sicakligi 22-25 °C

arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi.

Tablo 2.2. Arastirma Gruplar1

Gruplar Uygulama Deneme Siiresi
Negatif Kontrol Standart diyet ile beslenen, bitki ekstresi ve | 10 hafta
(Kontrol) Hidrojen peroksit verilmeyen grup
Pozitif Kontrol (PT) | Standart diyet ile beslenen, Hidrojen peroksit | 10 Hafta
verilmeyen fakat Pistacia terebinthus ¢igek su
ekstresi verilen grup
Hidrojen Peroksit Standart diyet ile beslenen ve Hidrojen | 10 hafta
Grubu (HP) peroksit verilen grup

Hidrojen peroksit +
Pistacia terebinthus
Grubu (PH)

Hidrojen peroksit ve Pistacia terebinthus | 10 hafta
cigek su ekstresi verilen grup
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Ratlar canli agirliklart birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Gruplar: (I)
Negatif Kontrol: Standart diyet ile beslenen, bitki ekstresi ve Hidrojen peroksit verilmeyen
grup; (II) Pozitif Kontrol Standart diyet ile beslenen, Hidrojen peroksit verilmeyen fakat
bitki ekstresi verilen grup; (III) Hidrojen peroksit Grubu: Standart diyet ile beslenen ve
Hidrojen peroksit verilen grup; (20 mg/kg CA dozunda) (IV) Hidrojen peroksit + bitki
ekstresi Grubu: Hidrojen peroksit ve bitki ekstresi verilen grup. Hayvanlarin baslangi¢
canlt agirliklar1 esit olacak sekilde ayarlanip gruplar olusturuldu (Tablo 2.2). Canli
agirliklar ¢aligma boyunca haftalik olarak kaydedildi.

Ratlarda oksidatif stres olusturmak i¢in 20 mg/kg hidrojen peroksit (H,0,)
intraperitonal yolla haftada iki kez enjekte edildi. Ekstraktlar blenderda 6rnek bitki
grubunun c¢oziiciiler igerisinde parcalanmasiyla elde edildi. Blenderde pargalama
isleminden sonra biitiin gruplar santrifiij edildi (5000 rpm +4°C). Kullanima hazir hale
getirilen bitki ekstreleri ise deneklere gavaj yontemi ile giin asir1 olacak sekilde 250 mg/kg
dozunda verildi. Bitkiler ise 50/250 oraninda su ile ekstrakte edildi. Bu siirenin sonunda

ratlar dekapite edilerek doku ve serum ornekleri alinarak analize kadar bekletildi.

2.6.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Hayvanlar dekapite edildikten hemen sonra kan, karaciger, bobrek, kas, beyin ve kalp
dokulart alindi. Bu doku kisimlari, bekletilmeden % 0.9 serum fizyolojik ile yikanarak,
kandan temizlenmeleri sagland1 ve biyokimyasal islemler yapilincaya kadar -60 °C’de

saklandi.

2.6.3. Dokulardaki Lipid peroksidasyon Miktarimn Ol¢iilmesi

Dokular, Tris-HC] ve EDTA (pH:7) tamponu ile homojenizasyondan sonra +4 °C’de
9000 rpm 10 dk stire ile santrifiij edildi. Elde edilen stipernatantlardan 2ml alindiktan sonra
0.084 N H,SO,4 ‘den 6 ml ve %10’luk PHA’dan 3ml ilave edildikten sonra oda sicakliginda
5 dk bekletilip 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek tst sivi atildi. Kalan pellet tizerine 1ml
distile su ilave edilip ¢oziindiikten sonra 1 ml %3’liik hidroklorik asit ve 1ml %0.6’lik

TBA eklendi ve 95 °C’de 60 dk bekletildi. Bu siire sonunda soguyan orneklere 3 ml
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butanol ilave edildi ve santrifiij edildikten sonra sitipernatantdan Iml viallere alinarak

ol¢ctim gergeklestirildi.

2.6.4. Dokulardaki Glutatyon Miktarinin Olciilmesi

Deney hayvanlarindan alinan uygun miktardaki doku ornekleri Tris-HCI ve EDTA
(pH:7) tamponu ile homojenizasyondan sonra +4 °C’de 9000 rpm 10 dk siire ile santrifiij
edilerek doku pelletinden ayrildi. Santrifiij sonunda iistteki stipernatant kisim alinarak
tizerine 1ml %5°lik TCA ¢ozeltisi ilave edildi. Bu sekilde proteinlerin ¢cokmesi saglandi.
Karigim bu sekilde 5 dk 4500 rpm’de santrifiij edilerek pellet ¢oktiiriildii ve stipernatant
kismi1 baska bir tiip i¢ine alindi. Elde edilen stipernatant kisim tizerine 1 ml 150 ul DTNB
ve 0.3 M Na,HPOy, ¢6zeltisinden 2 ml ilave edildi, olusan sar1 renk 412 nm’de kore karst
okundu [137]. Doku homojenatlarindaki GSH miktart tayini, Sekil 2.2°de wverilen
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Doku pelletlerindeki GSH miktarinin

hesaplanmasinda mg/g hiicre pelleti miktari cinsinden belirlendi.

2.6.4.1. Glutatyon Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Omeklerdeki GSH miktar1 tayini, saf GSH standardindan (Merck) hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun i¢in; saf glutatyondan 10 ml i¢in 0.002 g
olacak sekilde hazirlandiktan sonra asagidaki sekilde gruplar olusturuldu:

S1— 20 pl GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

S2— 40 pl GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

S3— 60 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

S4— 80 ul GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

S5— 100 pl GSH + 2 ml Na2HPO4 + 1 ml DTNB

Gruplar stabil hale geldikten sonra 412 nm’de kore karsi okundu ve okunan degerlere
gore Sekil 2.2°deki kalibrasyon egrisi olusturuldu. GSH miktarinin hesaplanmasinda mg/g

pellet miktar1 cinsinden belirlendi.
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Sekil 2.2. Glutatyon kalibrasyon egrisi

2.6.5. Dokularda Total Protein Miktariin Olciilmesi

Orneklerin total protein miktarlarinin dl¢iimii Lowry yontemine gére yapildi [138].
Bu amagla asagidaki ¢6zeltiler hazirlandi:

A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ¢ozeltisi

B= %2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat

C=0.2 M Sodyum hidroksit

D= %4 (w/v) Sodyum karbonat

Protein ile ilgili deney yapilacagi zaman 49 ml C reaktifi tizerine 49 ml D reaktifi
ilave edildi, daha sonra 1 ml A ve 1 ml B reaktifinden ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin
karisimindan hazirlanan reaktife E soliisyonu adi verildi. Daha sonra protein ¢ozeltisinden
deney tuptine alind1 ve ornek {izerine 4 ml E reaktifinden ilave edildi, karistirildi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 500 pl Folin (10 ml Folin-
Ciocalteau reaktifi tizerine 10 ml saf su ilave edilerek hazirlanir) karisiminda eklenerek 30
dakika tekrar oda sicakliginda bekletildi ve sonra 750 nm’de blank’a kars

spekrofotometrede okundu.
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2.6.5.1. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amagla saf haldeki albuminden 10 ml i¢in 0.003 g olacak sekilde hazirlandiktan
sonra standart gruplar1 asagidaki sekilde hazirlandi:

S1— 100 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S2— 200 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S3— 300 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S4— 400 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S5— 500 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

Gruplar 750 nm’de blank’a kars1 okundu ve okunan degerlere gore Sekil 2.3°deki
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon

egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 2.3. Protein kalibrasyon egrisi

2.6.6. Dokulardan Lipidlerin Ekstraksiyonu

Doku ve serum 6rneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan-izopropanol

karisimin kullanildigi Hara ve Radin [139] metoduyla yapildi. Bunun igin:
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Dokular Micra-D.8 homojenizatoriinde 11000 rpm’de 30 sn ile 3:2 (v/v) oraninda 10
ml hekzan-izopropanol ile par¢alandi. Homojenizasyon kabi 2 ml parcalama ¢ozeltisi ile
yikandi ve santrifiij tiiplerine alindi. Daha sonra 4500 rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilen

doku 6meklerinden iist siipernatant kisim alinarak agzi kapakli deney tiiplerine konuldu.

2.6.7. Dokulardan Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitler i¢inde bulunan yag asitlerinin gaz kromatogafik analizinin yapilabilmesi i¢in
polar olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip olan metil esterleri gibi tlirevlerine
dontisturtilmesi  gerekir. Lipitler icindeki yag asitlerini, metil esteri gibi tiirevlerine
dontsturiilmesinde degisik metodlar kullanilmasia ragmen, Christie [140] ifade edildigi
gibi uygulamasi pratik ve verimi yiiksek olan asit katalizli esterlestirme yontemi kullanildi.
Bu ydnteme gore:

Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi icindeki lipit ekstrakti 30 ml’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alind1. Uzerine % 2 'lik metanolik siilfiirik asitten 5 ml
ilave edildi, vorteks ile iyice karigmalari saglandi. Bu karisim 50 °C’lik etiivde 15 saat siire
ile metillesmeye birakildi. 15 saatlik siire sonunda, tiipler etiivden ¢ikarildi oda sicakligina
kadar sogutuldu ve 5 ml % 5 lik sodyum kloriir ilave edilerek iyice karistirildi. Tiipler
icinde olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstre edildi ve hekzan fazi {isten
pipetle alinarak 5 ml %2’lik KHCOj3 ile muamele edildi ve fazlarin ayrilmasi i¢in 4 saat
bekletildi. Daha sonra metil esterlerinin igeren karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda
coziiciisii uguruldu, 1 ml hekzan ile ¢oziilerek 2 ml’lik agz1 kapakli otosampler vialleri

icine alinarak gaz kromatogafisinde analiz edildi.

2.6.8. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz kromatogafik Analizi

Lipit ekstrakti i¢indeki yag asitleri metil esterlerine dontistirildiikten sonra
SHIMADZU GC 17 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda,
0,25 um i¢ ¢apinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel
(Germany) kapiller kolon kullanildi.

Analiz sirasinda kolon sicakligr 120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 °C ve dedektor
sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik progami 120 °C’den 220 °C’ye kadar
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ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C /dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 °C /dk
olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika tutuldu ve toplam siire 35dk olarak belirlendi.
Tastyic1 gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda 6rneklere ait yag asidi metil
esterlerinin analizinden Once, standart yag asidi metil esterlerine ait karisimlar enjekte
edilerek, her bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli
progamlama yapilarak 6rnekler ait yag asidi metil esterleri karigimlarinin analizi yapildi

[39].

2.6.9. Dokularda ADEK Vitaminleri ve Kolesterol Miktarinin HPLC Cihaz ile

Analizi

5 ml stipernatant 25 ml ’lik agz1 kapakl tiipler i¢ine alinarak tizerine % 5’lik KOH
cozeltisi ilave edildi. Vortekslendikten sonra 85 C®’de 15 dk bekletildi. Tiipler ¢ikartilarak
oda sicakligina kadar sogutuldu ve {izerine 5ml saf su ilave edildi ve karistirildi.
Sabunlagmayan lipofilik molekiiller 2x5 ml hekzan ile ekstrakte edildi. Hekzan fazi azot
akimi ile uguruldu. 1 ml (% 50 + % 50, v/v) asetonitril/metanol karisiminda ¢o6ziilerek
otosampler viallerine alind1 ve analiz edildi.

Analiz, Shimadzu marka HPLC cihaz ile yapildi. Cihazda pompa olarak LC-10
ADVP UV-visible detektor olarak SPD-10AVP, kolon firim1 olarak CTO-10ASVP,
otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser iinitesi olarak DGU-14A ve Class VP software
(Shimadzu, Kyota Japan). Mobil faz olarak asetonitril/metanol (%60+%40, v/v) karisimi
kullanildi. Mobil faz akis hizi 1 ml olarak belirlendi. Analiz i¢cin UV dedektor kullanildi.
Kolon olarak da Siipelcosil LC 18 (15%4.6 cm, 5 um; Sigma, USA) kolonu kullanildi. A
vitamini i¢in dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini i¢in 202 nm, D ve K vitaminleri

icin 265 nm kullanildi [141].

2.7. istatistik Analizi

Istatistik analizi i¢in, SPSS 15.0 software programi kullanildi. Kontrol grubu ile
deneysel gruplar arasindaki karsilastirma varyans analizi (ANOVA) ve LSD testleri
kullanilarak yapildi. Sonuglar mean + SEM olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarda
p<0.01, p<0.05, p<0.001 ve p<0.0001 degerleri kullanildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Total Antioksidant Aktivite Tayini Ile Ilgili Bulgular

Deneylerde kullanilan materyallerin total antioksidan aktiviteleri “tiyosiyanat
metoduna” gore belirlendi. Bu metot, linoleik asit emiilsiyonunda oksidasyon sonucu
olusan peroksidin spektrofotometrik olarak 500 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanir. Yiiksek
absorbans, peroksidasyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligmi gostermektedir.
Antioksidant aktiviteler her bir ekstrenin 100 pg miktarlarinin iginde bulundugu

¢ozeltilerin absorbanslar dlgiilerek belirlendi (Sekil 3.1-Sekil 3.6).
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Sekil 3.1. Morus alba’ nin su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan a-tokoferol
ile karsilastiriimasi
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Sekil 3.2. Morus alba’ nin etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan a-
tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 3.3. Pistacia terebinthus’ un su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan a-
tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 3.4. Pistacia terebinthus’ un etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan
a-tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 3.5. Salvia multicaulis’ in su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan a-
tokoferol ile karsilastiriimasi
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Sekil 3.6. Salvia multicaulis’ in etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve dogal bir antioksidant olan a.-
tokoferol ile karsilastirilmasi

Yukaridaki sekillerde gorildugu (Sekil 3.1-3.6) gibi biitiin ekstrelerden, 110. saat
itibariyle en iyi antioksidant aktiviteyi gosteren ekstre Pistacia terebinthus ¢igeklerinin su
ekstresi oldugu bulunmustur. Bitkilerin biitiin ekstrelerinin toplam antioksidant aktiviteleri
Sekil 3.7-3.9’da goriilmektedir. Ayrica 100 pg’lik bitki ekstrelerinin inkiibasyonunun 110.
saat itibariyle peroksidasyonu inhibe etme yiizdeleri Sekil 3.10°da, bunlarin biiylikten
kiigiige dogru siralanist ise Tablo 3.1°de gosterilmektedir. Buna gore kontrolde olusan
peroksidasyonu en fazla Pistacia terebinthus ¢iceklerinin su ekstresi inhibe etmektedir
(%93.9). En distik peroksidasyonu inhibe etme ylizdesi ise Morus alba meyve etanol
ekstreside goriilmiistiir (%82.5). Dogal ve standart bir antioksidant olan a-tokoferol ile
kiyaslama yapildiginda ise ekstrelerin tamami o-tokoferolden (% 28.5) daha fazla

peroksidasyonu inhibe etmektedirler.
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Sekil 3.7. Pistacia terebinthus’ un su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin ayni sekil tizerinde
gosterilmesi ve dogal bir antioksidant olan a-tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 3.8. Salvia multicaulis’ in su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin ayni sekil tizerinde
gosterilmesi ve dogal bir antioksidant olan a-tokoferol ile karsilastirilmasi
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Sekil 3.9. Morus alba’ nin su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin ayni sekil tizerinde
gosterilmesi ve dogal bir antioksidant olan a-tokoferol ile karsilastirilmast

Ayrica kontrol absorbansimin maksimuma ulastigi zaman olan 110. saat itibariyle
ekstrelerin peroksidasyonu inhibe etme yiizdeleri asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanarak
sonuglar Sekil 3.10 ve Tablo 3.1° de verilmistir.

% I=[(Ac-Ac) / Ao] x 100

I : inhibisyon

A, :Kontroliin absorbans degeri

A, : Numunenin absorbans degeri
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Peroksidasyon inhibisyonu (%)
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Sekil 3.10. Bitkilerin su ve etanol ekstrelerinin 100 pg’ nin inkiibasyonun 110. saat itibariyle
peroksidasyonu inhibe etme ytizdeleri. 1. a-Tokoferol 2. BHA 3. BHT 4. Pistacia terebinthus Yaprak Etanol
5. Pistacia terebinthus Meyve Etanol 6. Pistacia terebinthus Cigek Etanol 7. Pistacia terebinthus Olgun
Meyve Su 8. Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 9. Pistacia terebinthus Tohum Su 10. Pistacia
terebinthus Tohum Etanol 11. Pistacia terebinthus Meyve Su 12. Pistacia terebinthus Y aprak Su 13. Pistacia
terebinthus Cigek Su 14. Salvia multicaulis Meyve Su 15. Salvia multicaulis Meyve Etanol 16. Salvia
multicaulis Tohum Su 17. Salvia multicaulis Tohum Etanol 18. Salvia multicaulis Ci¢ek Etanol 19. Salvia
multicaulis Yaprak Etanol 20. Salvia multicaulis Yaprak Su 21. Salvia multicaulis Cigek Su 22. Morus alba
Meyve Su 23. Morus alba Meyve Etanol 24. Morus alba Yaprak Su 25. Morus alba Yaprak Etanol 26.
Morus alba Ham Meyve Su 27. Morus alba Ham Meyve Etanol
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Tablo 3.1. Bitkilerin su ve etanol ekstrelerinin 100 pg’ nin inkiibasyonun 110. saat itibariyle peroksidasyonu
inhibe etme yiizdeleri

Ekstrenin Adi % Inhibisyon
BHT 97.9
BHA 96.8
Pistacia terebinthus Cigek Su 93.9
Pistacia terebinthus Meyve Su 92.2
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 92.2
Pistacia terebinthus Yaprak Su 91.9
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 91.6
Salvia multicaulis Cigek Etanol 91.5
Salvia multicaulis Meyve Su 91.5
Morus alba Yaprak Etanol 90.9
Salvia multicaulis Cigek Su 90.8
Salvia multicaulis Meyve Etanol 90.08
Salvia multicaulis Tohum Etanol 90.8
Salvia multicaulis Y aprak Su 90.07
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 90.5
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 90.2
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 90.2
Salvia multicaulis Y aprak Etanol 89.8
Salvia multicaulis Tohum Su 89.4
Morus alba Ham Meyve Su 88.7
Morus alba Meyve Su 87.6
Pistacia terebinthus Cigek Etanol 86.9
Morus alba Ham Meyve Etanol 86.5
Pistacia terebinthus Tohum Su 86.0
Morus alba Yaprak Su 84.04
Morus alba Meyve Etanol 82.5
a-Tokoferol 28.5
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3.2. indirgeme Kuvveti Tayini ile ilgili Bulgular

Calismada kullanilan biitin ekstrelerin indirgeme kuvveti Oyaizu metoduna (1986)
gore, Fe™’iin Fe*’ye doniisiimiine gore yapildi. Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme
kapasitesi, o bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin énemli bir indikatorii olarak
bilinir [142]. Antioksidan bilesiklerin aktiviteleri, radikalik zincir reaksiyonlarini 6nleme,
metal iyonlarimi selatlama, peroksit olusumunu engelleme, radikal giderme veya indirgeme
kuvveti gibi temel antioksidatif 6zelliklerden kaynaklanmaktadir [143,144].

Ekstrelerin indirgeme kapasiteleri, total antioksidant aktivitede oldugu gibi ekstrenin
miktarina bagli olarak artmaktadir. Indirgeme kuvveti her bir ekstreden 50, 100, 250, 500
pg’larinin icinde bulundugu test cozeltilerinin 700 nm’de absorbanslar1 ol¢iilerek
belirlenmistir (Sekil 3.11-Sekil 3.16). M. alba’nin su ve etanol ekstrelerinde en yiiksek
indirgeme kuvveti yapraklarda gozlenirken, P. terebinthus’un su ve etanol ekstrelerinde en
yiiksek indirgeme kuvveti ¢igeklerde gozlenmistir. S. multicaulis’in ekstrelerinde ise en
yiksek indirgeme kuvveti yapraklarin su ekstresinde, meyvelerin etanol ekstresinde
gozlenmistir. Indirgeme kuvvetlerinin karsilastirmasi igin biitiin ekstrelerin indirgeme
kuvvetleri aymi sekilde 6l¢tilmiistiir. Tablo 3.2°de gorildugt gibi 100 pg dozajda ¢aligilan
biitiin ekstreler i¢inde en yiiksek indirgeme kuvveti P. terebinthus c¢iceklerinin etanol

ekstresinde gozlenmistir.
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Sekil 3.11. Morus alba’nin su ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Sekil 3.12. Morus alba’nin etanol ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Sekil 3.13. Pistacia terebinthus’un su ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Sekil 3.14. Pistacia terebinthus’un etanol ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Sekil 3.15. Salvia multicaulis’in su ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Sekil 3.16. Salvia multicaulis’in etanol ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri
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Tablo 3.2. Ekstrelerin 100 pg’larinin indirgeme kuvvetlerinin biiyiikten kiictige dogru siralanist

Numunenin Adi

Indirgeme Kuvveti (100 pg)

Pistacia terebinthus Cigek Etanol 0.878
Kuercetin 0,596
Pistacia terebinthus Yaprak Su 0.511
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 0.497
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 0.412
Pistacia terebinthus Cigek Su 0.402
Pistacia terebinthus Meyve Su 0.264
Salvia multicaulis Meyve Etanol 0.213
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 0.181
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 0.136
Salvia multicaulis Tohum Etanol 0.123
Salvia multicaulis Meyve Su 0.116
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 0.101
Morus alba Yaprak Etanol 0.088
Morus alba Yaprak Su 0.077
Morus alba Meyve Etanol 0.077
Morus alba Ham Meyve Su 0.068
Salvia multicaulis Tohum Su 0.066
Morus alba Ham Meyve Etanol 0.05

Pistacia terebinthus Tohum Su 0.035
Morus alba Meyve Su 0.029
Salvia multicaulis Cigek Su 0.024
Salvia multicaulis Cigek Etanol 0.024
Salvia multicaulis Yaprak Su 0.024
Salvia multicaulis Yaprak Etanol 0.024
Kontrol 0.024
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3.3. Serbest Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi Tayini ile ilgili Bulgular

DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) bir serbest radikaldir ve bir elektron veya bir
hidrojen radikali ile etkileserek stabil bir diamanyetik bir molekiil olma egilimindedir
[131,144]. DPPH’ radikalleri miktarindaki meydana gelen azalma, 517 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir. Bu yiizden DPPH’ radikali, antioksidan
aktivite tayininde siklikla kullanilir. Ortamda bulunan radikal giderici veya sondiiriicii
antiradikal tiirlerin (AH), varhginda koyu menekse renginde olan DPPH’ radikalleri
sekilde de goriildiigti gibi agik sar1 renkli olan indirgenmis DPPH formuna (DPPH-H)
dontismektedir (Sekil 3.17). Bu indirgenmis formdaki DPPH ise 517 nm’de maksimum

absorbans gostermektedir.
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Sekil 3.17. Bir antiradikal (AH), tarafindan DPPH" radikallerinin giderilmesi [(AH),: Antiradikal, DPPH-H:
Indirgenmis DPPH’ formu]

DPPH’ radikallerinin giderilmesi aktivitesi de konsantrasyon ile ekstre miktari ile
dogru orantili olarak artmaktadir (Sekil 3.18-Sekil 3.23). En yiiksek DPPH" radikallerinin
giderilme aktivitesi P. ferebinthus’un ¢igek etanol ekstresinde ve yaprak etanol ekstresinde

gozlenmistir (Tablo 3.3).
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Sekil 3.18. Morus alba’nin su ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 3.19. Morus alba’nin etanol ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 3.20. Pistacia terebinthus’un su ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 3.21. Pistacia terebinthus’un etanol ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi

77




Absorbans (517 nm)
o
k=)
1

0,3 1 "
0 T T T . .
0 100 200 300 400 500
Miktar (mikrogram)
—— S. mul. Cigek-Su —— S. mul. Yaprak-Su
—— S. mul. Meyve-Su —o— S. mul. Tohum-Su

Sekil 3.22. Salvia multicaulis’in su ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Sekil 3.23. Salvia multicaulis’in etanol ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi
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Tablo 3.3. 500 ug’lik bitki ekstrelerinin (DPPH") serbest radikalini inhibe etme yiizdeleri

Numunenin Adi

% Inhibisyon

a-tokoferol 96.9
Pistacia terebinthus Cigek Etanol 95.5
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 95.4
Pistacia terebinthus Yaprak Su 95

Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 94.7
Pistacia terebinthus Cigek Su 93.4
Salvia multicaulis Cigek Etanol 92.7
Pistacia terebinthus Meyve Su 92.6
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 92

Salvia multicaulis Y aprak Etanol 91.9
Salvia multicaulis Meyve Etanol 91.6
Morus alba Yaprak Etanol 84.7
Salvia multicaulis Yaprak Su 83.9
Morus alba Meyve Etanol 77

Salvia multicaulis Cigek Su 76.6
Salvia multicaulis Meyve Su 75.7
Salvia multicaulis Tohum Su 74.9
Morus alba Yaprak Su 74

Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 72.3
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 69.5
Morus alba Ham Meyve Etanol 67

Salvia multicaulis Tohum Etanol 53

Morus alba Ham Meyve Su 48.5
Pistacia terebinthus Tohum Su 35.8
Morus alba Meyve Su 13
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3.4. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Tayini ile ilgili Bulgular

PMS/NADH-NBT sisteminde, PMS/NADH ¢ifti tarafindan meydana getirilen
stiperoksit anyonlarinin NBT’yi indirgeme reaksiyonlarina dayanmaktadir. indirgenmis
NBT iirtinii ise 560 nm’de maksimum aktivite gostermektedir. Reaksiyon karisiminda 560
nm’deki absorbans azalmasi, siiperoksit anyonlarinin giderildigini ve dolayisiyla
antioksidant aktiviteyi gostermektedir. Sekil 3.24 ve Tablo 3.4’te gortildugu gibi en yiiksek
stiperoksit anyonu radikali giderme aktivitesi S. multicaulis ¢i¢eklerinin su ekstresinde
gozlenirken, en diistik siiperoksit anyonu radikali giderme aktivitesi P. terebinthus olgun

meyvelerinin etanol ekstresinde gézlenmistir.
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Sekil 3.24. 100 pg’lik bitki ekstrelerinin stiperoksit radikali giderme aktivite testi sonuglari
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Tablo 3.4. Bitki ekstrelerinin 100 pg’nin % stiperoksit radikali giderme aktiviteleri

Numunenin Adi

% Inhibisyon

Salvia multicaulis Cigek Su 97.8
Salvia multicaulis Yaprak Su 97.6
BHA 94.8
Morus alba Ham Meyve Su 90.6
Salvia multicaulis Tohum Su 90.6
Salvia multicaulis Meyve Su 90.1
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 89.5
Morus alba Meyve Su 89.3
Morus alba Yaprak Su 89.3
Pistacia terebinthus Tohum Su 89

Pistacia terebinthus Cigek Su 88.6
Pistacia terebinthus Meyve Su 88.6
Pistacia terebinthus Yaprak Su 88.1
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 84.8
Pistacia terebinthus Ci¢ek Etanol 84

BHT 82.6
Morus alba Ham Meyve Etanol 74.8
Morus alba Yaprak Etanol 69

Salvia multicaulis Cigek Etanol 61.5
a-Tokoferol 59.6
Salvia multicaulis Y aprak Etanol 49

Morus alba Meyve Etanol 40.5
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 37.5
Salvia multicaulis Tohum Etanol 17.8
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 16.3
Salvia multicaulis Meyve Etanol 9.87
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 33
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3.5. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini ile Ilgili Bulgular

Ekstrelerin H,O, giderme aktiviteleri Ruch ve ark. [132] metoduna gore yapildi.
H,0,, kendisi ¢ok reaktif bir trtin olmamasina ragmen zaman zaman hiicrelerin
toksisitesine sebep olabilmekte ve hiicrelerde hidroksil radikallerinin artmasin
saglamaktadir [145]. Ozellikle Fe™ ve Cu" gibi metal iyonlarimin varliginda kolayca OH"’e
doniisebilmektedir. Bu yiizden hiicre ve gida sistemlerinde H,O, nin giderilmesi O," kadar
onemlidir. Ciinkii gida sistemlerinde H,O,’nin en 6nemli diger kaynagi O,  ’dir. SOD
enzimi tarafindan O, kolayca H,O," doniistiiriilebilir.

H,0, + Fe? — Fe"” + OH + OH’

Ekstrelerin H,O, giderme aktiviteleri, total antioksidant aktivite, indirgeme kuvveti,

serbest radikal giderme aktiviteleri ve diger antioksidant aktivitelerde oldugu gibi ekstrenin

dozuna bagl olarak artmaktadir.
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Bitki Ekstreleri

B Salvia Cicek Su O Salvia Cigek Etanol O Salvia yaprak Su
B Salvia Yaprak Etanol O Salvia Meyve Su B Salvia Meyve Etanol
O Salvia Tohum Su M Salvia Tohum Etanol B Morus Yaprak Su
O Morus Yaprak Etanol O Morus Ham Meyve Su B Morus Ham Meyve Etanol
B Morus Meyve Su ® Morus Meyve Etanol B Pistacia Yaprak Su
O Pistacia Yaprak Etanol O Pistacia Cigek Su O Pistacia Cigek Etanol
O Pistacia Meyve Su O Pistacia Meyve Etanol O Pistacia Tohum Su
O Pistacia Tohum Etanol O Pistacia Olgun Meyve Su M Pistacia Olgun Meyve Etanol
@ Alfa tokoferol E BHA O BHT

Sekil 3.25. Bitki ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin 100 pg/ml konsantrasyonunda H,O,
giderme aktivitesi ylizdeleri
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Ekstrelerinin H,O, giderme aktivitesi, her bir ekstreden 100 pg’larinin iginde
bulundugu test c¢ozeltilerinin 230 nm’deki absorbanslar1 6lgiilerek belirlenmistir (Sekil
3.25). Bitiin ekstrelerde en yiiksek H,O, giderme aktiviteleri etanol ekstrelerinde
gozlenirken, P. terebinthus bitkisinin biitiin kisimlarinin etanol ekstreleri %100 giderme

aktivitesi gostermistir.

3.6. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini ile Ilgili Bulgular

Metal selatlama aktivitesi lipit peroksidasyonuna sebep olan metalleri
tutukladigindan dolay1 6nemlidir [146]. Fenton kimyasinda da goriildiigii gibi antioksidant
kapasite agisindan OH' radikallerinin olusmasina sebep olan Fe™ ve Cu’ gibi metallerin
tutklanmasinda son derece onemlidir.

H,0, + Fe'?/Cu’ — Fe™/Cu™ + OH + OH’

Sekil 3.29‘de de goriildiigli gibi ekstreler veya standart antioksidantlarin varliginda
ferrozin-Fe™ kompleksi, kontrol grubunda olustugu gibi tam meydana gelmez. Bu durum
kullanilan ekstrelerin metal selatlayici ozelliklerini gostermektedir (Sekil 3.26-3.28).
Tutuklanan metalin yiizdesi asagidaki formiilden hesaplanmistir.

% Selatlama Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ag] x 100

Ay = Kontroliin absorbans degeri

A, = Ekstre ilave edildikten sonraki absorbans degeri

Sekil 3.29‘te ve Tablo 3.5°de de goriildiigi gibi en yiiksek metal selatlama aktivitesi
P. terebinthus olgun meyvelerinin su ekstresinde bulunurken (%78.23), en diisiikk metal

selatlama aktivitesi S. multicaulis meyvelerinin etanol ekstresi (%5.52) gostermektedir.
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Sekil 3.26. M. alba ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri

—— Pistacia %ig:ek Etanol
—a— Pistacia Tohum Su
—*— Pistacia Olgun Meyve Etanol
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Sekil 3.27. P. terebinthus ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri
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Sekil 3.28. S. multicaulis ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri

@ Kontrol

B Morus Yaprak Su

O Morus Yaprak Etanol
O Morus Ham Meyve Su

100

B Morus Ham Meyve Etanol
B Morus Meyve Su
B Morus Meyve Etanol

B Pistacia Yaprak Su

O Pistacia Yaprak Etanol
O Pistacia Cigek Su

O Pistacia Ci¢ek Etanol
O Pistacia Meyve Su

O Pistacia Meyve Etanol
O Pistacia Tohum Su
O Pistacia Tohum Etanol

O Pistacia Olgun Meyve Su

% Metal Selatlama

B Pistacia Olgun Meyve Etanol
B3 S. mul. Cigek-Su

B S. mul. Cigek-Etanol
O S. mul. Yaprak-Su

B S. mlu. Yaprak-Etanol
@ Saliva Meyve Su

B Salvia Meyve Etanol
Bitkiler W Salvia Tohum Su

B Salvia Tohum Etanol
B BHA

B BHT

B Alfa tokoferol

Sekil 3.29. 100 pg’lik bitki ekstrelerinin % metal selatlama aktiviteleri ve bunlarin standart antioksidantlar ile
karsilastirmasi
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Tablo 3.5. 100 pg’lik bitki ekstrelerinin % metal selatlama aktivitelerinin biiytikten kiigtige dogru siralanisi

Numunenin Adi

% Metal Selatlama Aktiviteleri (100 png)

Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 78.23
Salvia multicaulis Tohum Su 73.88
Morus alba Yaprak Su 73.05
Pistacia terebinthus Tohum Su 68.94
Pistacia terebinthus Meyve Su 58

Salvia multicaulis Meyve Su 55.29
BHA 53

Morus alba Ham Meyve Su 50.11
Pistacia terebinthus Yaprak Su 48.82
Morus alba Meyve Su 45.52
Pistacia terebinthus Cigek Su 44.35
Salvia multicaulis Cigek Su 43

Salvia multicaulis Tohum Etanol 36.35
a-Tokoferol 34

Pistacia terebinthus Tohum Etanol 32.58
Morus alba Yaprak Etanol 29.88
Pistacia terebinthus Cigek Etanol 29.17
Morus alba Meyve Etanol 29.17
BHT 29

Salvia multicaulis Yaprak Su 24

Morus alba Ham Meyve Etanol 23.52
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 22.11
Salvia multicaulis Y aprak Etanol 21

Salvia multicaulis Cigek Etanol 20

Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 16.11
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 11.17
Salvia multicaulis Meyve Etanol 5.52
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3.7. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini ile lgili Bulgular

Degisik konsantrasyonlardaki pirokatekol ve kuercetin miktarlarinin (0-1000 pg) 760
nm’deki absorbans degerlerinin 6l¢giilmesiyle standart grafik elde edilmistir. Ayn1 sekilde
bitki orneklerinin de 1000 pg ekstrelerinin fenolik bilesik miktarlart 760 nm’de
Olctlmistiir. Bulunan absorbans degerleri standart grafikten elde edilen y=mx+n
denkleminde yerine koyularak ekstrelerin 1000 pg larindaki toplam fenolik bilesik
miktarlar1 belirlenmistir. Ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlari i¢in 6l¢iilen
absorbanslari, standart grafiklerde elde edilen esitliklerde yerlerine konularak pirokatekol
ekivalent ve kuercetin ekivalenti olarak hesaplanmistir ve sonuglar Sekil 3.30 ve Tablo

3.6’te verilmistir.

@ Kuersetin
B Pirokatekol

Mikroekivalent Miktar

1 23 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Bitkiler

Sekil 3.30. Ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktarlari. 1: Kontrol, 2: Salvia ¢igek Su, 3: Salvia ¢igek
Etanol, 4: Salvia yaprak Su, 5: Salvia yaprak Etanol, 6: Salvia meyve Su, 7: Salvia meyve Etanol, 8: Salvia
tohum Su, 9: Salvia tohum Etanol, 10: Morus alba Yaprak Su, 11: Morus alba Yaprak Etanol, 12: Morus
alba Ham Meyve Su, 13: Morus alba Ham Meyve Etanol, 14: Morus alba Meyve Su, 15: Morus alba Meyve
Etanol, 16: Pistacia terebinthus Yaprak Su, 17: Pistacia terebinthus Yaprak Etanol, 18: Pistacia terebinthus
Cicek Su, 19: Pistacia terebinthus Cigek Etanol, 20: Pistacia terebinthus Meyve Su, 21: Pistacia terebinthus
Meyve Etanol, 22: Pistacia terebinthus Tohum Su, 23: Pistacia terebinthus Tohum Etanol,24: Pistacia
terebinthus Olgun Meyve Su, 25: Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol
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Tablo 3.6. 1000 pg ekstrelerin fenolik bilesik miktarlarinin pirokatekol ekivalent ve kuersetin ekivalent
olarak degerlendirmesi

Bitki Ekstreleri (1000 pg) Kuercetin Pirokatekol

Absorbans ng Absorbans ng
Kontrol 0.343 68.6 0.390 184
Salvia multicaulis Cigek Su 0.448 89.6 0,660 313
Salvia multicaulis Cigek Etanol 0.520 104 0,519 246
Salvia multicaulis Yaprak Su 0.560 112 0,605 287
Salvia multicaulis Y aprak Etanol 0.443 88.8 0,455 215
Salvia multicaulis Meyve Su 0.397 79.4 0.431 203
Salvia multicaulis Meyve Etanol 0.407 81.4 0.393 195
Salvia multicaulis Tohum Su 0.354 70.8 0.438 207
Salvia multicaulis Tohum Etanol 0.365 73 0.445 210
Morus alba Yaprak Su 0.400 80 0.435 205
Morus alba Yaprak Etanol 0.365 73 0.409 193
Morus alba Ham Meyve Su 0.353 70.6 0.427 202
Morus alba Ham Meyve Etanol 0.348 69.6 0.395 186
Morus alba Meyve Su 0.351 70.2 0.442 209
Morus alba Meyve Etanol 0.350 70 0.403 190
Pistacia terebinthus Yaprak Su 0.471 94.2 0.429 203
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 0.485 97 0.454 214
Pistacia terebinthus Cigek Su 0.460 92 0.534 253
Pistacia terebinthus Cigek Etanol 0.500 100 0.497 235
Pistacia terebinthus Meyve Su 0.374 74.8 0.468 221
Pistacia terebinthus Meyve Etanol 0.467 93.4 0.454 214
Pistacia terebinthus Tohum Su 0.367 73.4 0.426 201
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 0.372 74.4 0.457 216
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 0.350 70 0.431 204
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 0.349 69.8 0.396 187
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Elde ettigimiz sonuglara gore en yiiksek fenolik bilesik miktarlar1 ve Sekil 3.30 ve
Tablo 3.6’de de goriildugt tizere kuercetin bakimindan S. multicaulis’in yapraklarinin su
ekstresinde, pirokatekol bakimindan ise S. multicaulis’in ¢igeklerinin su ekstresinde; en
dusiik sonuglar ise kuercetin ve pirokatekol bakimindan Morus alba ham meyve etanol

ekstrelerinde gozlenmistir.

3.8. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) Testi ile ilgili Bulgular

Bir 6rnegin veya ekstrenin Fe'™ indirgeme yeteneginin dl¢iilmesi basit ve ¢ok yaygim
bir yontem olup FRAP testi adi verilmistir ve antioksidan kapasitenin 6l¢lilmesi igin
kullamlan yontemlerden biridir. Fe™ iyonlarmm disik pH degerlerinde Fe™’ye
indirgenmesi, renkli Fe“-tripridil triazin kompleksinin olusmasma neden olmaktadir.
FRAP degerleri, bilinen konsantrasyonlarda Fe** igeren karigimlarm ekstrelerle 593 nm’de
absorbanslarmin karsilastirilmasiyla gozlenebilinir. Ekstrelerin absorbanslar1 alinarak
standart grafik yardimiyla ekstrelerin ne kadar Fe™’1i indirgedigi ve ortamda ne kadar Fe*
olustugu hesaplanmistir [135].

Sekil 3.31°de goriildiigii gibi Fe™ i en fazla doniistirme aktivitesi Pistacia
terebinthus cicek etanol ekstrelerinde, en diisiik sonuglar ise Morus alba ham meyve su ve

meyve etanol ekstrelerinde gozlenmistir.
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Bitki Ekstreleri

O Kontrol B S. mul. Cigek-Su O S. mul. Cigek-Etanol
O S. mul. Yaprak-Su B S. mul. Yaprak-Etanol O S. mul. Meyve-Su
M S. mul. Meyve-Etanol O S. mul. Tohum-Su B S. mul. Tohum-Etanol
B M. al. Yaprak Su O Morus Yaprak Etanol O Morus Ham Meyve Su
B Morus Ham Meyve Etanol M Morus Meyve Su B Morus Meyve Etanol
M Pistacia Yaprak Su O Pistacia Yaprak Etanol O Pistacia Cigek Su
O Pistacia %i ek Etanol O Pistacia Meyve Su O Pistacia Meyve Etanol
O Pistacia Tohum Su O Pistacia Tohum Etanol O Pistacia Olgun Meyve Su
M Pistacia Olgun Meyve Etanol

Sekil 3.31. 100 pg’lik bitki ekstrelerinin FRAP testi sonuglar1
3.9. ABTS™ Yok Edici Testi ile lgili Bulgular

ABTS™ metodu, 2,2’-azino-bis(etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu gibi
bir bilesigin ortamdan yok edilmesi, yani bir baska deyisle inhibisyonuna dayanan bir
antioksidan kapasite belirleme yontemidir. Ortamdaki ABTS™ radikalleri bitki ekstresi
ilavesinin ardindan belli bir yiizdede yok edilmektedir. Asagidaki formiil kullanilarak her
bir bitki ekstresinin ne kadar ABTS™ radikalini yok ettigi hesaplanmustir:

% ABTS Yok Etme Aktivitesi = [(A¢-A;)/Ao] x 100

Ay = Kontroliin absorbans degeri

A, = Ekstre ilave edildikten sonraki absorbans degeri

Elde ettigimiz sonuglara gore en yiiksek ABTS™ radikali yok etme kapasitesi Sekil
3.32 ve Tablo 3.7 da goriildiigii gibi Pistacia terebinthus yaprak, ¢igek ve meyve etanol
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etanol ekstrelerinde gozlenmistir.

ekstrelerinde; en diisiik sonuglar ise Morus alba meyve su ve Salvia multicaulis tohum
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Absorbans (734 nm)

Bitki Ekstreleri

O Kontrol

O S. mul. Yaprak-Su

M S. mul. Meyve-Etanol

B Morus Yaprak Su

B Morus Ham Meyve Etanol
B Pistacia Yaprak Su

O Pistacia Cicek Etanol

O Pistacia Tohum Su

W Pistacia Olgun Meyve Etanol

B S. mul. Cigek-Su

B S. mul. Yaprak-Etanol
O S. mul. Tohum-Su

O Morus Yaprak Etanol
B Morus Meyve Su

O Pistacia Yaprak Etanol
O Pistacia Meyve Su

O Pistacia Tohum Etanol

O S. mul. Cigek-Etanol

O S. mul. Meyve-Su

B S. mul. Tohum-Etanol

O Morus Ham Meyve Su
B Morus Meyve Etanol

O Pistacia Cigek Su

O Pistacia Meyve Etanol

O Pistacia Olgun Meyve Su

Sekil 3.32. Bitki ekstrelerinin ABTS ™ yok edici testi sonuglart
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Tablo 3.7. Bitki ekstrelerinin 100 ug’lik miktarlarinin ABTS™" yok edici testi sonuglari

Numunenin Adi ABTS™ Yok Etme Yiizdeleri (%)

Pistacia terebinthus Meyve Etanol 97.5
Pistacia terebinthus Yaprak Etanol 97.4
Pistacia terebinthus Cigek Etanol 97.4
Pistacia terebinthus Yaprak Su 96.8
Pistacia terebinthus Cigek Su 96.6
Pistacia terebinthus Meyve Su 96.58
Salvia multicaulis Cigek Su 95,4
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Etanol 94.88
Salvia multicaulis Yaprak Su 93,8
Salvia multicaulis Y aprak Etanol 92,4
Salvia multicaulis Cigek Etanol 91,4
Pistacia terebinthus Olgun Meyve Su 83.3
Salvia multicaulis Meyve Etanol 78.4
Salvia multicaulis Meyve Su 75.4
Salvia multicaulis Tohum Su 69.5
Morus alba Meyve Etanol 68.4
Pistacia terebinthus Tohum Su 64
Morus alba Yaprak Su 62.4
Pistacia terebinthus Tohum Etanol 61.2
Morus alba Yaprak Etanol 523
Morus alba Ham Meyve Su 41.58
Morus alba Ham Meyve Etanol 40.94
Salvia multicaulis Tohum Etanol 29
Morus alba Meyve Su 26.64
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3.10. Bitki Ekstraktinin Wistar Ratlar Uzerindeki Etkileri

3.10.1. Bitki Ekstraktinin Deney Hayvanlarimin Lipid Peroksidasyon Olusumu

Uzerine Etkileri

3.10.1.1. Bitki Ekstraktimn Karaciger Dokusunda Lipid Peroksidasyon

Olusumu Uzerine Etkisi

Karacigerde kontrol ile HP (Hidrojen peroksit) ve PH (Pistacia terebinthus-Hidrojen
peroksit) gruplar1 kiyaslandiginda LPO diizeyinin belirgin oranda azaldifi gozlemlendi
(p<0.0001). PT (Pistacia terebinthus) grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise
anlamli bir farklilik olmadigi saptandi (Tablo 3.8) (Sekil 3.33).

MDA -TBA seviyesi {(nmolfml)

Kontrol

Gruplar

Sekil 3.33. Bitki ekstraktinin karacigerde MDA-TBA seviyesi tizerine etkisi
cd: p<0.0001, d: p<0.001
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3.10.1.2. Bitki Ekstraktinin Bobrek Dokusunda Lipid Peroksidasyonu Olusumu

Uzerine Etkisi

Bobrek dokusunda, kontrol grubu ile karsilagtinldiginda LPO diizeyinin HP
grubunda arttig1 belirlenirken (p<0.0001), PT ve PH gruplarinda ise azaldig1 belirlendi
(p<0.0001). Ozellikle PH grubundaki MDA-TBA seviyesinin ise ¢ok belirgin miktarda
azaldigi tespit edildi (Sekil 3.34) (Tablo 3.8).
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Kontrol PT PH

Gruplar

Sekil 3.34. Bitki ekstraktinin bobrekte MDA-TBA seviyesi {izerine etkisi
cd: p<0.0001

3.10.1.3. Bitki Ekstraktinin Kas Dokusunda Lipid Peroksidasyonu Olusumu

Uzerine Etkisi

Kas dokusunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda LPO dizeyinin PT grubunda
anlamli olmayan bir azalma gosterdigi, HP ve PH gruplarinda MDA-TBA seviyesinin daha
belirgin olarak azaldigi (p<0.0001) (Sekil 3.35), bununda en fazla HP grubunda oldugu
tespit edildi (Tablo 3.8).
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Kontrol HP PT PH

Gruplar

Sekil 3.35. Bitki ekstraktinin kasta MDA-TBA seviyesi {izerine etkisi
cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, b: p<0.05

3.10.1.4. Bitki Ekstraktinin Beyin Dokusunda Lipid Peroksidasyon Olusumu

Uzerine Etkisi
Beyinde lipit peroksidasyonu kontrole gore tim gruplarda ¢ok onemli 6Glgiilerde

azaldigr (p<0.0001) (Sekil 3.36), bu azalmanin en fazla PT grubunda oldugu saptandi
(Tablo 3.8).
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Kontrol HP PT PH
Gruplar
Sekil 3.36. Bitki ekstraktinin beyinde MDA-TBA seviyesi tizerine etkisi
cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01
Tablo 3.8. Bitki ekstraktinin dokularda lipid peroksidasyonu miktar1 tizerine etkileri
Kontrol HP PT PH
Karaciger 4.3+0.08 3.47+0.14%¢ 4.1£0.07 3.6£0.07¢
Bobrek 4.6+0.2 5.420.3 3.6+0.14% 0.5+0.02°¢
Kas 30.6+0.2 25.4+1.5% 29.2+0.6 24.9+0.2¢
Beyin 2.840.18 1.2+0.07% 0.49+0.03 0.54+0.03

3.10.2. Bitki Ekstraktinin Deney Hayvanlarmmin Yag Asidi Bilesimi Uzerine

Etkileri

3.10.2.1. Bitki Ekstraktimin Serumda Yag Asidi Bilesimi Uzerine Etkileri

Meyve ekstraktinin serumdaki yag asidi profili tizerine etkisi incelendiginde; palmitik

asit (16:0) miktarinda kontrole ile HP grubu arasinda anlamli bir farklilik olmadigi, buna

karsilik meyve ekstrakti igeren gruplarda belirgin olarak arttigi saptandi (p<0.0001).
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Palmitoleik asit (16:1) diizeyinin kontrole gore tim gruplarda arttigi (p<0.0001) ve bu
artigin 6zellikle PH grubunda daha belirgin oldugu sonucuna varildi.

Stearik asit (18:0) miktariin kontrole kiyasla HP grubunda anlamli olmayan bir
azalma oldugu, meyve ekstrakti verilen gruplarda ise miktarlarin arttigi (p<0.0001) ve
ozellikle PH grubunda artisin daha fazla oldugu saptandi. Oleik asit (18:1) miktarinin
kontrolle karsilastirildiginda biitiin gruplarda artis gosterdigi (p<0.0001), ozellikle PH
grubunda daha belirgin bir artis oldugu sonucuna varildi. Linoleik asit (18:2) miktariin
kontrol grubu ile karsilagtiritlmasinda HP grubunda belirgin diizeyde azaldigi (p<0.0001),
PT ve PH gruplarinda ise belirgin olarak arttigi (p<<0.0001) ve ozellikle PH grubunda
artisin daha fazla oldugu goézlendi.

Arasidonik asit (20:4) miktarinin kontrole kiyasla HP grubunda belirgin diizeyde
azaldig1 (p<0.001), PT ve PH gruplarinda ise belirgin olarak arttig1 (p<0.0001) ve 6zellikle
PH grubunda ¢ok daha fazla artma oldugu belirlendi. Dokosahekzaenoik asit (22:6)
diizeyinin kontrole kiyasla HP grubunda belirgin miktarda azaldig: saptanirken (p<0.0001),
meyve ekstrakti igeren gruplarda belirgin oranlarda arttig tespit edildi (p<<0.0001) (Tablo
3.9).

Tablo 3.9. Bitki ekstraktinin serumda yag asidi bilesimi {izerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri Kontrol HP PT PH
16:0 129.242.3 129.6+1 171+1.1°¢ 180.4+1.5%
16:1 27.7+0.5 45.3+0.9%¢ 57.7+0.7%¢ 75.2+0.8°¢
18:0 128.8<1 124.2+1.7 159.4+2.1¢ 173.7+2°¢
18:1 13.6£0.2 30.9+1.9 30.8+1.5% 53.7+1.3%
18:2 100+1.9 88.4+1.3% 144.4+0.6 | 153.8+0.8%
20:4 25+1.3 17.7+0.1% 59.1+1.6* 94+1.1¢
22:6 63.2£1 36.6+1 83.6+0.8¢ 92.420.5%

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, b: p<0.05

97




3.10.2.2. Bitki Ekstraktimn Karaciger Dokusunun Yag Asidi Bilesimi Uzerine
Etkileri

Ekstraktlarin bobrekteki yag asidi profili tizerine etkisi incelendiginde; palmitik asit
(16:0) miktarinin kontrol grubuna gore HP grubunda anlamli diizeylerde arttig1 belirlendi
(p<0.0001). PT (p<0.001) ve PH (p<0.05) gruplarinda ise anlamli diizeylerde azaldigi
belirlendi. Stearik asit (18:0) miktarlarimin tim gruplarda kontrole kiyasla azaldigi ve
bununda PT ile PH gruplarinda olduk¢a belirgin diizeyde fazla oldugu saptandi (p<0.0001)
(Tablo 3.10).

18:1 duizeyinin HP grubunda kontrole kiyasla arttigi ve bu artisin olduk¢a belirgin
diizeyde oldugu (p<0.0001), PT ile PH gruplarinda ise azaldigi, bu azalmanin da PH
grubunda anlamli oldugu belirlendi (p<0.01) (Tablo 3.10). Linoleik asidin (18:2) kontrole
gore miktarmin tiim gruplarda arttig1 buna karsilik PT (p<0.001) ve HP grubunda anlamli
oldugu gozlendi (p<0.0001).

20:3 diizeyinin HP ve PH gruplarinda kontrole kiyasla anlamli olarak arttig1
(p<0.0001), PT grubunda ise azaldigi belirlendi (p<0.0001). Arasidonik asit (20:4)
miktarmin da kontrole gore tiim gruplarda belirli oranlarda arttigi ve 6zellikle HP ve PH
gruplarinda olduke¢a belirgin oldugu sonucuna varildi (p<0.0001). Dokosahekzaenoik asit
(22:6) miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda HP grubunda anlamli olarak arttigi
gozlenirken (p<0.0001), PT ve PH gruplarinda azaldigi bununda sadece PT grubunda
anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).

Toplam yag asidi diizeyi bakimindan gruplar kontrole gore kiyaslandiginda HP
grubunda anlamli olarak arttigi (p<0.001), PT ve PH gruplarinda azaldigi bununda sadece
PT grubunda anlamli oldugu belirlendi (p<0.001).

PUFA miktarinin kontrole kiyasla tiim gruplarda belirli oranlarda arttig1 ve bu artigin
anlamli olmadig1 belirlendi. MUFA diizeyinin de kontrole gore biitiin gruplarda belirli

seviyelerde arttig1 buna ilavaten bu artigin 6nemli olmadigi (Tablo 3.10).
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Tablo 3.10. Bitki ekstraktinin karacigerde yag asidi bilesimi tizerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri | Kontrol HP PT PH

16:0 1.58+0.016 2.04+0.014°¢ 1.476+0.022¢ | 1.526£0.016"
18:0 1.759+0.018 1.69+0.016 1.32+0.027°Y | 1.608+0.011
18:1 0.368+0.008 0.553+0.013°Y | 0.352+0.009 0.32+0.12°
18:2 1.165+0.03 1.654+0.015° | 1.286+0.023% | 1.19+0.022
20:3 0.101+0.001 0.138+0.001°° | 0.87+0.0007° | 0.129+0.002 *°
20:4 3.453+0.14 4.097+0.061°Y | 3.586=0.121 4.01+0.032%
22:6 0.755+0.01 0.911+0.016° | 0.683+0.021° | 0.715+0.023°
Diger 0.076+0.007 0.093+0.01 0.088+0.012 0.066+0.007
PUFA 1.1240.267 1.355+0.272 1.157+0.197 1.235+0.218
MUFA 0.15+0.023 0.189+0.049 0.185+0.026 0.156+0.019
Toplam 10.664+0.279 | 11.978+0.417° |9.28+0.23¢ 10£0.169

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, b: p<0.05

3.10.2.3. Bitki Ekstraktinin Bobrek Dokusu Yag Asidi Bilesimi Uzerine Etkileri

Meyve ekstraktinin bobrekteki yag asidi profili tizerine etkisi incelendiginde;
Palmitik asit (16:0) diizeyinin kontrole kiyasla tim gruplarda azaldig1 (p<0.0001) ve bu
azalmanin PT grubunda daha belirgin oldugu tespit edildi (p<0.0001). Stearik asidin (18:0)
kontrole karsilik tim gruplarda azaldigi ve bu azalmanin PH grubunda istatistiksel bir
farklilik gostermedigi, HP ve PT gruplarinda ise anlamli bir azalma oldugu tespit edildi
(p<0.05) (Tablo 3.11).

Palmitoleik asit (16:1) miktarinin kontrole gére HP ve meyve ekstrakti iceren
gruplarda azaldigi (p<0.0001) ve bu azalmanin PT grubunda daha belirgin oldugu tespit
edildi (p<0.0001). Oleik asit (18:1) diizeyinin kontrol grubuna gore biitiin gruplarda
anlamli bir azalma gosterdigi, PT ve PH gruplarinda ise diizeyin belirgin oranlarda azaldig:
belirlendi. Linoleik asit (18:2) miktarmin kontrole gére HP ve meyve ekstrakti iceren
gruplarda azaldigi (p<0.0001) ve bu azalmanin PT grubunda daha belirgin oldugu tespit
edildi (p<0.0001).

Aragidonik asit (20:4) miktarinin kontrole oranla HP ve PH gruplarinda 6nemli

dizeyde bir farklilik gostermedigi, PT grubunda ise p<0.05 anlamlilik diizeyinde bir
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azalma oldugu tespit edildi. Dokosahekzaenoik asit (22:6) miktarinin tiim gruplarda
kontrole gore arttigi belirlenirken 6zellikle HP ve PH gruplarinda bunun daha anlamh
diizeyde oldugu gozlendi (p<0.05) (Tablo 3.11).

Toplam yag asidi diizeyi kontrol grubuna gore karsilastirildiginda miktarlarin tiim
gruplarda azaldigi belirlendi. Bu azalmanin da HP grubunda p<0.001 dizeyinde, PH
grubunda p<0.01 diizeyinde ve 6zellikle PT grubunda ise p<0.0001 diizeyinde anlamliligin
daha belirgin oldugu belirlendi.

PUFA miktarmin PT ve PH gruplarinda kontrole gore azaldigi belirlenirken, HP
grubunda artma tespit edilmistir. Bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir. MUFA diizeyinin ise kontrol grubuna kiyasla PT ve PH gruplarinda anlaml
bir azalma tespit edilirken (p<0.0001), HP grubunda onemli olmayan bir artis tespit
edilmistir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. Bitki ekstraktinin bobrek yag asidi bilesimi tizerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri Kontrol HP PT PH

16:0 2.343+0.042 1.6910.053° | 1.397+0.029°% | 1.727+0.021%
16:1 0.323+0.018 0.14+0.004°" | 0.086+0.011° | 0.148+0.012°¢
18:0 1.299+0.048 0.978+0.186° | 0.982+0.086" | 1.167+0.035
18:1 1.1040.017 0.947+0.022°¢ | 0.221+£0.01° | 0.294£0.01°
18:2 1.9310.054 1.626£0.044° | 1.413£0.049°" | 1.622+0.053
20:4 3.757+0.146 4.038+0.022 3.367+0.077° | 3.859+0.13
22:6 0.135+0.06 0.269+0.009° | 0.193+0.024 0.241+0.01°
Diger 0.128+0.012 0.11£0.015 0.193+0.031 0.21+0.037
PUFA 1.093+0.25 1.406+0.32 0.792+0.154 0.833+0.161
MUFA 0.48+0.088 0.543+0.128 0.127£0.013° | 0.1670.025
Toplam 11.991+0.59 10.237+0.202¢ | 8.886+0.275°" | 10.675+0.283°

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05
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3.10.2.4. Bitki Ekstraktinin Beyin Dokusu Yag Asidi Bilesimi Uzerine Etkileri

Palmitik asidin (16:0) kontrol grubuna goére HP grubunda istatistiksel yonden bir
farklilik gostermedigi, PT (p<0.001) ve PH gruplarinda miktarmin arttigi, 6zellikle bu
artisin PH grubunda daha belirgin oldugu saptandi (p<0.0001) (Tablo 3.12). Stearik (18:0)
ve oleik asidin (18:1), kontrole kiyasla HP grubunda anlamli bir azalma saptanirken
(p<0.0001), PT ve PH gruplarinda miktarinin arttig1 (p<0.0001), artisin PH grubunda ¢ok
daha belirgin oldugu saptandi. Linoleik asit miktarmin kontrole ile HP grubu arasinda
anlamli bir azalma gosterdigi belirlendi (p<0.0001). PT grubunda p<0.05 anlamlilik
diizeyinde bir artma gosterirken, PH grubunda ise diizeyin daha belirgin miktarda arttig:
bulundu (p<0.0001).

20:1 miktar1 PT grubu ile kontrol arasinda istatiksel yonden bir farklilik olmadigi
saptanirken, HP grubunda anlamli bir azalma, PH grubunda anlamli bir artma saptandi
(p<0.0001). Arasidonik asidin (20:4) HP grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
azalma buna karsilik diger gruplarda miktarmin belirgin diizeylerde arttig1 saptandi
(p<0.0001). Bu artisinda PH grubunda daha anlamli bir diizeyde oldugu tespit edildi (Tablo
3.12).

Dokosahekzaenoik asit (22:6) diizeyinin kontrol ile PT grubu arasinda istatiksel bir
farklilik gostermedigi belirlenirken, HP grubu anlamli bir azalma (p<0.001), PH grubunun
ise belirgin diizeyde anlamli bir artma gosterdigi belirlendi (p<<0.0001). 24:1 diizeyi kontrol
grubuna gére HP grubunda azalma gosterirken (p<0.001), PT grubunda p<0.05 anlamlilik
diizeyinde bir artma, PH grubunda ise daha belirgin seviyelerde bir artma tespit edildi
(p<0.0001).

Toplam yag asidi diizeyleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda ise, HP ve PT
gruplar1 arasinda anlaml bir farklilik olmadig1 buna ilaveten PH grubunda miktarin 6nemli
Olctide arttig1 belirlendi (p<0.0001) (Tablo 3.12).

PUFA miktarina gore gruplar kontrol ile kiyaslandiginda PT grubu ile kontrol
arasinda istatiksel yonden bir farklilik olmadigi, diger gruplarda miktarlarin arttig
belirlendi (p<0.001). MUFA miktarinda ise kontrol ile kiyaslandiginda HP ve PT gruplar
arasinda istatiksel yonden bir farklilik olmadigi, PH grubunda miktarin artti1 belirlendi
(p<0.001) (Tablo 3.12).
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Tablo 3.12. Bitki ekstraktinin beyinde yag asidi bilesimi {izerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri Kontrol HP PT PH

16:0 2.151.9+0.031 | 2.147+0.032 2.31420.025¢ | 3.01620.037°
18:0 2+0.023 1.864+0.022° | 2.188+0.022°" | 2.567+0.008
18:1 2.104+0.029 1.933+£0.016°" | 2.217+0.026°" | 3.558+0.036
18:2 0.085+0.001 0.073+0.0009°" | 0.09+£0.0007° | 0.157+0.002°°
20:1 0.2910.002 0.178+0.006° | 0.304:£0.004 0.386:0.007°¢
20:4 1.932+0.014 1.772£0.022° | 2.129+0.005°" | 3.037+0.028
22:6 3.866+0.056 3.56+0.006° 3.9514+0.014 5.777+0.106
24:1 0.423+0.008 0.382+0.009° | 0.446+0.004* | 0.611:0.004
Diger 0.155+0.017 0.241+0.022 0.226+0.018 0.293+0.057
PUFA 1.279+0.296 1.343+0.289 | 1.267+0.234% | 1.387+0.288¢
MUFA 0.43+0.071 0.443+0.075 0.455+0.057 0.685+0.119
Toplam 14.844+1.099 | 13.646£0.343 | 16.052+0.955 | 22.368+1.24¢

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.2.5. Bitki Ekstraktinin Kas Dokusu Yag Asidi Bilesimi Uzerine Etkileri

Palmitik asidin kontrol grubuna gére HP (p<0.05) ve PH gruplarinda miktarinin
arttigi, ozellikle bu artisin PH grubunda daha belirgin oldugu saptandi (p<0.0001). PT
grubunda ise 6nemli olmayan bir artma tespit edildi. Palmitoleik asit (16:1) miktarinin PT
ve PH grubunda kontrole kiyasla belirli oranlarda artti1 ve bu artisin sadece PH grubunda
belirgin diizeyde oldugu belirlendi (p<0.0001). HP grubunda ise miktarin 6nemli olmayan
oranlarda azaldig belirlendi (Tablo 3.13).

Stearik ve oleik asidin, kontrole kiyasla HP ve PH gruplarinda 6nemli 6lctide arttigi
gozlemlenirken (p<0.0001), 6zellikle oleik asit miktarindaki artisin PH grubunda ¢ok daha
belirgin oldugu belirlendi. Her iki yag asidi miktarinin kontrole goére PT grubunda bir
farklilik gostermedigi belirlendi. Linoleik asit miktarinin kontrole ile PT grubu arasinda
istatistiksel yonden farklilik gostermedigi belirlendi. Diger gruplardaki diizeyin belirgin
oranlarda arttig1 ve bununda PH grubunda daha anlamli oldugu bulundu (p<0.0001).

Arasidonik asidin kontrole kiyasla tiim gruplarda miktarmin belirgin diizeylerde
arttig1 saptandi. Bu artisinda PT grubunda daha anlamli bir diizeyde oldugu tespit edildi
(p<0.0001) (Tablo 3.13).
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Dokosahekzaenoik asit diizeyinin kontrol ile PH grubu arasinda istatiksel bir farklilik

gostermedigi belirlenirken, HP (p<0.001) ve PT (p<0.05) gruplarinda miktarin belirli

diizeylerde arttig1 saptandi.

24:0 diizeyinin biitiin gruplarda belirli oranlarda arttig1 ancak bu artisin PH grubunda

istatistiksel yonden anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0.001).

Toplam yag asidi diizeyleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda biitiin gruplarda

artis oldugu 6zellikle PH grubunda miktarin 6nemli 6lgiide arttigr belirlendi (p<0.0001).

PUFA ve MUFA miktarlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda biitiin gruplarda

miktarlarin arttigi ve 6zellikle PH grubunda artiglarin olduk¢a anlamli oldugu belirlendi

(p<0.0001) (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Bitki ekstraktinin kasta yag asidi bilesimi tizerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri Kontrol HP PT PH

16:0 0.852+0.035 1.462+£0.222" | 0.888+0.066 3.148+0.21°¢
16:1 0.143+0.009 0.136+0.008 0.196+0.005 0.576+0.031°¢
18:0 0.247+0.023 0.426+0.028° | 0.25+0.019 0.4670.029¢
18:1 0.465+0.03 0.995+0.038°" | 0.463+0.055 2.582+1.134
18:2 1.103+0.033 2.278+0.164°° | 1.225+0.034 4.922+0.192¢
20:4 0.592+0.059 0.883+0.045° | 0.924+0.069°° | 0.869:0.065°
22:6 0.322+0.055 0.565+0.0547 | 0.474+0.054* | 0.441+0.03
24:0 0.045+0.007 0.063+0.004 0.055+0.005 0.076:£0.006°
Diger 0.271+0.083 0.48+0.16 0.471+0.104 0.939+0.395
PUFA 0.544+0.101 0.832+0.18°C | 0.865+0.135°% | 1.543+0.52°C
MUFA 0.242+0.041 0.381+£0.094°7 | 0.343+0.093° | 0.87+0.34%
Toplam 3.997+0.737 7.252+1.078°0 | 6.214+0.698° | 13.093+4.536

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.2.6. Bitki Ekstraktimin Kalp Dokusu Yag Asidi Bilesimi Uzerine Etkileri

Palmitik asidin kontrol grubuna gére HP grubunda miktarinin arttigi, PT ve PH

gruplarinda ise azaldigi saptandi (p<0.0001) (Tablo 3.14).
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Stearik ve oleik asidin miktarlarinin ise HP grubunda belirli diizeylerde arttig
gozlemlenirken (p<0.05), PT ve PH gruplarinda azaldig1 saptandi. Ozellikle oleik asit
miktarindaki azalmanin PH grubunda ¢ok daha belirgin oldugu saptandi. Linoleik asit
miktarmin kontrole kiyasla HP grubunda anlamli bir artma (p<0.0001), PT ve PH
gruplarinda anlamli bir azalma (p<0.0001) belirlendi.

Aragidonik asidin HP grubu ile kontrol grubu arasinda bir farklilik gostermedigi buna
karsilik diger gruplarda miktarmin belirgin diizeylerde azaldigi saptandi (p<<0.0001). Bu
azalmanin da PT grubunda daha belirgin bir diizeyde oldugu tespit edildi (Tablo 3.14).

Dokosahekzaenoik asit diizeyinin kontrol ile HP ve PH gruplar arasinda istatiksel bir
farklilik gostermedigi belirlenirken, PT grubunda miktarin belirli diizeylerde azaldigi
saptandi (p<0.001).

Lignoserik asit (24:0) miktariin kontrole gore biitiin gruplarda azalma belirlenirken,
azalmanin PT ve PH gruplarinda anlamli oldugu saptandi (p<0.0001). Nervonik asit (24:1)
miktar1 ise kontrole kiyasla biitiin gruplarda azaldigi (p<0.0001), azalmanmn PH grubunda
daha belirgin oldugu saptandi.

Toplam yag asidi diizeyleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda ise, HP
grubunda belirli diizeylerde arttigi gézlemlenirken (p<0.001), PT ve PH gruplarinda
azaldig1 saptandi (p<<0.0001).

PUFA miktarma gore gruplar kontrol ile kiyaslandiginda HP grubunun istatiksel bir
farklilik gostermedigi belirlenirken, PT grubunda azalma PH grubunda artma saptandi
(p<0.001). MUFA miktarlarina goére gruplar kontrol ile kiyaslandiginda PT ve HP
gruplarinin istatiksel yonden bir farklilik gostermedigi belirlenirken, PH grubunda anlamli

bir azalma tespit edildi (p<0.001) (Tablo 3.14).
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Tablo 3.14. Bitki ekstraktinin kalpte yag asidi bilesimi tizerine etkileri (mg/1g)

Yag Asitleri Kontrol HP PT PH

16:0 1.292+0.037 1.578+0.043° | 1.112£0.013°" | 0.859+0.036
18:0 1.015+0.017 1.083+0.021° | 0.868+0.016 0.899+0.021
18:1 0.57+0.009 0.742+0.018" | 0.463+0.017 0.251:£0.009
18:2 2.18540.05 2.777+0.072¢° | 1.891+0.053°" | 1.677+0.034°
20:4 2.31+0.045 2.262+0.023 1.894+0.027°" | 2.06+0.03“
22:6 0.867+0.025 0.811+0.023 0.7240.023¢ 0.826+0.027
24:0 0.145+0.005 0.133+0.001 0.11£0.002°" | 0.116+0.002°
24:1 0.073+0.002 0.061+0.0008 | 0.06+0.001°" | 0.054:£0.001°°
Diger 0.419+0.1 0.43+0.11 0.347+0.076 0.404+0.09
PUFA 1.247+0.183 1.201+0.199 1.05+0.128° 1.343+0.122¢
MUFA 0.213+0.023 0.242+0.029 0.179+0.016 0.149+0.01¢
Toplam 9.677+0.3 10.97+0.14° 8.159+0.23° | 7.49+0.12¢

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.3. Bitki Ekstraktinin Deney Hayvanlarimin Vitamin ve Kolesterol Bilesimi

Uzerine Etkileri

3.10.3.1. Bitki Ekstraktinin Serumdaki Vitamin ve Kolesterol Bilesimi Uzerine

Etkileri

A ve E vitamin miktarlarinin kontrole kiyasla HP grubunda azaldigi, PT ve PH
gruplarinda ise arttigi ve bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0.0001). D3 vitamin miktarinin PT ve PH gruplan ile kontrol grubu arasinda istatiksel
bir farklilik gostermedigi saptanirken, HP grubunda miktarin anlamli olarak azaldig1 tespit
edildi (p<0.05). K1 vitamin miktarinin kontrole goére PT ve PH gruplarinda istatiksel bir

farklilik gostermedigi saptanirken, HP grubunda anlamli bir azalma gosterdigi belirlendi

(p<0.0001 (Tablo 3.15).
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Tablo 3.15. Bitki ekstraktinin serumda vitamin ve kolesterol bilesimi tizerine etkileri (ng/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

A 0.34+0.01 0.27+0.01° 0.41£0.01¢ 0.49:£0.01°
E 3.540.12 2.7+0.06° 4.2+0.04°¢ 5.37+0.12%¢
D3 41.242.5 29.7+1.2° 41.142.1 38.5+3.1
K1 3.7+0.1 2.3+0.07° 3.8+0.1 3.59+0.1

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.3.2. Bitki Ekstraktinin Karacigerdeki Vitamin ve Kolesterol Bilesimi

Uzerine Etkileri

K1 vitamin miktarinin kontrol ile karsilastirilmasinda HP grubunda miktarin azaldigi
buna karsilik PT ve PH gruplarinda ise arttigi gézlendi (p<0.0001). K2 vitamininin PT ve
PH gruplarinda kontrole gore arttigi (p<<0.05), HP grubunda ise 6nemli olmayan azalig
gosterdigi tespit edildi (Tablo 3.16).

a-tokoferol diizeyinin; kontrol grubuna gore biitiin gruplarda arttigi bu artisin HP
grubunda p<0.001, PT grubunda p<0.01 ve PH grubunda ise p<0.05 anlamlilik diizeyinde
oldugu belirlendi. a-tokoferol asetat miktarinin ise; HP grubunda kontrol grubuna kiyasla
¢ok onemli bir artis oldugu tespit edildi (p<<0.0001). PT ve PH gruplarinda ise belirgin bir
azalma tespit edildi (p<0.0001) (Tablo 3.16).

Kolesterol diizeyinin kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda arttifi, bu artisin PT
(p<0.0001) ve PH gruplarinda (p<0.001) anlaml1 oldugu belirlendi. Retinol miktarlarinin
biitiin gruplarda kontrole gore arttigi ve bu artisin HP grubunda (p<0.0001) ve PT (p<0.05)
grubunda anlamli oldugu, PH grubunda ise 6nemli olmayan bir artigin oldugu tespit edildi.
Kampesterol diizeyi, biitiin gruplarda kontrole kiyasla 6nemli olmayan bir azalma gosterdi.
B-sitosterol diizeyinde ise biitlin gruplarda kontrole kiyasla anlamli artislar tespit edilirken

(p<0.0001), PT grubunda artigin daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 3.16).
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Tablo 3.16. Bitki ekstraktinin karacigerde vitamin ve kolesterol bilesimi tizerine etkileri (ng/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

K1 3.010.042 2.07+0.034° | 4.15+0.09* 3.45+0.056
K2 1.24+0.046 0.777+0.25 1.715+0.08" 1.68+0.187°
o- tokoferol 3.376+0.32 5.31+0.85¢ 4.87+0.17° 4.5+0.09°

o- tokof. ast 3.21+0.095 35.18+0.69° | 0.224+0.01° 0.188+0.10“
Kolesterol 993.74+8.9 1000.32+16.32 | 1090.07+16.95" | 1077.4+51.4°
Retinol 238.88+1.7 257.27+4.32°7 | 248.68+2.71*° | 245.55+1.94
Kampesterol 121.64+4.32 115.97+3.81 119.23+2.69 113.76+3.39
B-sitosterol 12.61+0.29 15.86+0.114°" | 21.63+0.512°" | 19.78+0.31

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.3.3. Bitki Ekstraktinin Bobrekte Vitamin ve Kolesterol Bilesimi Uzerine
Etkileri

K1 vitamini diizeyinin kontrole kiyasla PH grubunda belirgin bir seviyede arttig1 ve
HP grubunda belirgin bir seviyede azaldig1 gozlendi (p<0.0001). PT grubunda ise énemli
olmayan bir azalmanin goriildigt tespit edildi (Tablo 3.17). K2 vitamininin PT ve PH
gruplarinda kontrole gore arttig1 (p<<0.0001), HP grubunda ise azaldig1 (p<0.0001) ve bu
farkliliklarin anlamli oldugu saptandi. D2 vitamininin kontrole kiyasla PT grubunda
p<0.01 diizeyinde bir artma, PH grubunda olduk¢a belirgin miktarda artma (p<0.0001) ve
HP grubunda ise 6nemli olmayan bir azalma belirlendi.

a-tokoferol miktarinin kontrole kiyasla HP ve PH gruplarinda arttigi gozlenirken
(p<0.0001), PT grubunda 6nemli olmayan bir azalma tespit edildi (Tablo 3.17). a-tokoferol
asetat seviyesinin; PH grubunda kontrole gore olukca belirgin miktarda azaldigi tespit
edildi (p<0.0001). PT grubunda ise kontrole gore anlamli bir artis goriildii (p<0.0001). HP
grubunda kontrole gore p<0.05 diizeyinde bir azalma belirlendi. Retinol miktarlariin
kontrol grubuna kiyasla PH grubunda degisme gézlenmezken, HP grubunda anlamli bir
artis (p<0.001), PT grubunda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.0001). Kolesterol
dizeyinin kontrol grubuna goére PT ve PH gruplarinda anlamli seviyelerde azaldigi
gozlemlendi (p<0.0001), HP grubunda ise p<0.05 diizeyinde anlamli bir azalma tespit
edildi (Tablo 3.17). Kampesterol diizeyinin HP ve PH gruplarinda kontrole kiyasla anlamli
bir artma gosterdigi (p<0.0001) ve PT grubunda ise anlamli bir azalma gosterdigi tespit
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edildi (p<0.0001). B-sitosterol diizeyinde HP ve PT gruplarinda kontrole kiyasla énemli

olmayan bir azalma ve PH grubunda ise belirgin bir artma belirlendi (p<0.0001).

Tablo 3.17. Bitki ekstraktinin bobrekte vitamin ve kolesterol bilesimi {izerine etkileri (ng/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

Kl 2.38+0.13 0.06+0.001°" | 2.210.082 3.73+0.1°¢
K2 17.9+0.43 14.24+1% 3.66+0.17°¢ 3.3+0.49
D2 0.24+0.046 0.31+0.01 0.11+0.001° 1.49:0.05¢
a- tokoferol 17.88+0.24 24.26+0.3 17.24+0.15 24.83+0.29%
o- tokof. ast 2.24+0.102 1.98+0.039* 3.75+0.062 ¢ | 0.91+0.06
Kolesterol 1730.46+26.9 | 1679.8+17.6° | 1608.9£10.6°" | 1609.8+9¢
Retinol 2.1+0.59 2.55+0.141 1.31+0.03 2.11£0.09
Kampesterol 71.03+0.53 103.2+2.2¢ 42.3+0.3° 120.6+1.5%
B-sitosterol 16.88+0.25 13.15+0.30 14.2+0.2 28.242.01°¢

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p>0.05

3.10.3.4. Bitki Ekstraktimin Beyindeki Vitamin ve Kolesterol Bilesimi Uzerine

Etkileri

K1 vitamini kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda arttigi, HP ve PT

gruplarinda artisin belirgin diizeyde oldugu saptandi (p<0.0001) (Tablo 3.18).

a-tokoferol miktarlarimin HP ve PH gruplarinda kontrole kiyasla istatistiksel bir

farklilik gostermedigi saptanirken, PT grubunda anlamli artma gosterdigi tespit edildi
(p<0.001). o-tokoferol asetat diizeyinin biitiin gruplarda kontrole kiyasla oOnemli
miktarlarda arttig1 belirlendi (p<0.0001). Kolesterol seviyesinin de kontrole kiyasla biitiin
gruplarda anlamli olarak arttig1, miktarin HP ve PH gruplarinda daha belirgin seviyelerde
arttig1 sonucuna ulasildi (p<<0.0001). PT grubunda ise p<0.001 anlamlilik diizeyinde bir
artma gosterdigi gozlendi (Tablo 3.18). Kampesterol miktar1 kontrole gére HP ve PT
gruplarinda azalma gosterirken (p<0.0001), PH grubunda 6nemli bir artma tespit edildi
(p<0.0001). B-sitosterol miktarinda ise biitiin gruplarda belirgin artiglar tespit edilirken
(p<0.0001), PH grubundaki artisin ¢ok daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 3.18).
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Tablo 3.18. Bitki ekstraktinin beyinde vitamin ve kolesterol bilesimi tizerine etkileri (ng/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

K1 4.58+0.04 5.42+0.08 5.76+0.16" 4.82+0.19

a- tokoferol 9.53+0.1 9.85+0.13 10.59:£0.18¢ 9.77+0.2

a- tokof. ast 5.04+0.19 8.26+0.14%¢ 9.28+0.14 8.85+0.2°¢
Kolesterol 1568.29+34.3 | 1762.12+12.8°" | 1681.5£15.5% | 1725.14+19.6¢
Kampesterol 0.82+0.02 0.435+0.04°¢ 0.328+0.02°¢ 1.3420.07¢
B-sitosterol 0.1£0.02 0.89+0.08“ 0.760.02% 2.32+0.09

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.3.5. Bitki Ekstraktimn Kastaki Vitamin ve Kolesterol Bilesimi Uzerine
Etkileri

K1 vitamin miktarinin kontrol ile karsilastirilmasinda tiim gruplarda énemli artiglar
gosterdigi, HP ve PT gruplarindaki artisin (p<<0.0001) PH grubundaki artisa gére daha fazla
oldugu (p<0.01) belirlendi. K2 vitamin miktarlarinin kontrole gore tiim gruplarda arttigi,
bu artiglarin oldukga belirgin oldugu goézlendi (p<0.0001). D3 vitamin miktarmin HP grubu
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel bir farklilik gostermedigi, PT (p<0.001) ve PH
gruplarinda miktarin azaldigi ve bunun PH grubunda daha belirgin oldugu tespit edildi
(p<0.0001) (Tablo 3.19).

a-tokoferol miktarinin, biitiin gruplarda kontrole gore anlamli olarak arttigi, bu artisin
PT grubunda daha az olugu saptanirken (p<0.05), HP ve PH gruplarinda daha belirgin
oldugu tespit edildi (p<0.0001). a-tokoferol asetat diizeyinin ise, HP grubunda istatiksel
yonden bir farklilik gostermedigi belirlenirken, PT grubunda anlamli bir artig tespit edildi
(p<0.05). PH grubunda ise miktarin arttig1 saptandi (p<0.001). Kampesterol diizeyinde
kontrol grubuna gore biitiin gruplarda belirgin artmalar oldugu goézlendi (p<0.0001).
Retinol diizeyinin ise sadece HP grubunda anlamli bir artis oldugu gozlendi.

Kolesterol miktarinin kontrol grubuna goére karsilagtirilmasinda da tiim gruplarda
dizeyin arttigr (p<0.0001) ve ozellikle HP ve PT gruplarinda daha belirgin seviyede
oldugu bulundugu. Yine B-sitosterol miktarnin da bitiin gruplarda anlamli olarak arttig
gozlendi (p<0.0001) (Tablo 3.19).

109




Tablo 3.19. Bitki ekstraktinin kasta vitamin ve kolesterol bilesimi tizerine etkileri (nug/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

K1 0.32+0.01 1.23+0.21¢ 1.15£0.07¢ 0.75+0.08°
K2 3.45+0.15 11.03+0.22°° | 8.34+0.11° 7.45+0.11°
D3 0.459+.013 0.52+0.05 0.31+0.005¢ 0.23+0.02°
o- tokoferol 3.58+0.3 8.69:+0.22¢¢ 4.35+0.2° 8.18+0.13
o- tokof. ast 2.33+0.15 2.48+0.07 2.84+0.13° 3.240.2°
Kolesterol 347.73£12.97 | 510.24+2.3°" | 598.16+6.9° | 479.92+6.03
Retinol 0.18+0.02 0.26+0.02° 0.17+0.01 0.19+0.02
Kampesterol 90.11+4.2 112.3+£2.3% 151.8+1.2¢ 148.4+2.7%
B-sitosterol 2.48+0.16 5.99:+0.18 5.2+0.14¢ 4.07+0.37%¢

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.3.6. Bitki Ekstraktimin Kalpteki Vitamin ve Kolesterol Bilesimi Uzerine
Etkileri

K1 vitamin miktarinin kontrol ile karsilastirilmasinda HP grubunda miktarin anlaml
bir farklilik gostermemesine karsilik PT ve PH gruplarinda belirgin bir azalma gozlendi
(p<0.0001). K2 vitamininin PT ve HP gruplarinda kontrole gore arttig1 (p<0.0001), PH
grubunda ise Onemli olmayan artma gosterdigi tespit edildi. D2 vitamininin kontrole
kiyasla biitiin gruplarda anlamli olarak azaldigi belirlendi (p<0.0001). D3 vitamininin
kontrole kiyasla HP grubunda artis gosterdigi, PT ve PH gruplarinda ise azaldig1 belirlendi
(p<0.0001) (Tablo 3.20).

a-tokoferol asetat diizeylerinin kontrole kiyasla PH grubunda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, PT ve HP gruplarinda oldukca belirgin bir artis oldugu tespit edildi
(p<0.0001). a-tokoferol diizeyinin; kontrol grubuna gére HP ve PH gruplarinda anlamli bir
farklilik gozlenmemesine karsilik PT grubunda anlamli bir azalma oldugu belirlendi
(p<0.0001) (Tablo 3.20).

Kolesterol diizeyinin kontrol grubuna kiyasla PT ve PH gruplarinda istatiksel bir
farklilik gostermedigi saptanirken, HP grubunda anlamli bir artis oldugu belirlendi
(p<0.001). Retinol miktarlarinin biitiin gruplarda kontrole gore belirli oranlarda arttig1 ve
bu artisin HP grubunda (p<0.05) ve PT (p<0.001) grubunda anlamli oldugu tespit edildi.

Kampesterol diizeyi, PT ve PH gruplarinda kontrole goére onemli olmayan bir azalma
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gosterdi. HP grubunda ise anlamli bir artis oldugu belirlendi (p<0.01). B-sitosterol
diizeyinde ise bitiin gruplarda kontrole kiyasla anlamli azalmalar tespit edilirken

(p<0.0001), PT grubunda azalmanin olduk¢a belirgin diizeyde oldugu goriildii (Tablo

3.20).

Tablo 3.20. Bitki ekstraktinin kalpte vitamin ve kolesterol bilesimi tizerine etkileri (ng/1g)

Vitaminler Kontrol HP PT PH

K1 0.53+0.02 0.56+0.01 0.09+0.01°° 0.15+0.01°°
K2 3.16+0.1 4.37£0.11° 4.31+0.09 3.37£0.17
D2 0.22+0.019 0.1£0.006 0.06+0.001°* | 0.1370.01°
D3 0.26+0.01 0.34+0.01° 0.07+0.001¢° | 0.14+0.007¢
a- tokoferol 6.47£0.12 6.68+0.18 3.52+0.22°¢ 6.66+0.18
o-tokof. ast 3.07+0.16 0.43+0.03¢ 0.13£0.007°" | 2.9420.2
Kolesterol 811.5+13.06 954.26+30.897 | 776.9+22.1 838.17+25.4
Retinol 0.18+0.009 0.22+0.01° 0.23+0.007¢ 0.19+0.01
Kampesterol 111.35+2.8 134+7.6° 108.8+1.8 108.8+4.04
B-sitosterol 10.8+0.79 7.39+0.17%¢ 0.12+0.009°" | 8.59+0.25%

cd: p<0.0001, d: p<0.001, c: p<0.01, a: p<0.05

3.10.4. Bitki Ekstraktimn Deney Hayvanlarimn Glutatyon Miktar1 Uzerine

Etkileri

3.10.4.1. Bitki Ekstraktimin Karacigerdeki Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkileri

Karacigerde glutatyon miktarinin kontrol grubuna kiyasla PT ve PH gruplarinda

arttigi ve HP grubunda azaldigi belirlendi (p<0.0001) (Tablo 3.21). HP grubuna gore ise

glutatyon diizeyinin bitki ekstresi verilen gruplarda arttig1 ve bunun da PT grubunda daha

belirgin oldugu bulundu (p<0.0001) (Sekil 3.37).
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Gruplar

Sekil 3.37. Bitki ekstraktinin karacigerde glutatyon miktari izerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.4.2. Bitki Ekstraktimin Bobrekte Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkileri
Bobrekte glutatyon seviyesinin kontrol grubuna gore biitiin gruplarda ¢ok belirgin

dizeylerde artislar gosterdigi belirlenirken (p<0.0001) (Tablo 3.21), bu artisinda PH
grubunda ¢ok fazla oldugu gozlemlendi (Sekil 3.38).
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Sekil 3.38. Bitki ekstraktinin bobrekte glutatyon miktar tizerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.4.3. Bitki Ekstraktimin Beyindeki Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkileri

Beyinde glutatyon diizeyinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda, miktarin biitiin

gruplarda anlamli olarak azaldigi bulundu (p<0.0001) (Tablo 3.21) (Sekil 3.39).
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Sekil 3.39. Bitki ekstraktinin beyinde glutatyon miktari tizerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.4.4. Bitki Ekstraktimin Kasta Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkileri

Kasta glutatyon diizeyi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, miktarm PT ve PH
gruplarinda anlamli bir faklilik olmadigi, HP grubunda ise anlamli bir azalma oldugu

bulundu (p<0.05) (Tablo 3.21) (Sekil 3.40).
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Glutatyon Miktan {mglg)

Kontrol HP PT PH
Gruplar

Sekil 3.40. Bitki ekstraktinin kasta glutatyon miktar: tizerine etkileri
a: p<0.05

3.10.4.5. Bitki Ekstraktinin Kalpte Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkileri

Kalpte glutatyon diizeyi kontrol grubu ile karsilastirldiginda, miktarin HP ve PT

gruplarinda anlaml bir farklilhik gostermedigi, PH grubunda ise belirgin oranlarda arttig:

bulundu (p<0.0001) (Tablo 3.21) (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Bitki ekstraktinin kalpte glutatyon miktari {izerine etkileri

cd: p<0.0001

Tablo 3.21. Bitki ekstraktinin dokularda glutatyon miktari tizerine etkileri

col
PH

GSH Kontrol HP PT PH
Karaciger 429.85+8.7 292+3.1° 492.9+5.3%¢ 471.7+2.3%¢
Bobrek 166.5+£2.5 300.8+2.4% 440.4+2.18°  537.9+4.9%¢
Kas 63.3+0.89 60.8+0.25° 64.1+£0.53 63.7+0.2
Kalp 45.7+0.3 46.3+0.7 46.9+0.2 54.6+0.5%
Beyin 33.3+0.8 30.05£0.15  25+0.4 26.5+0.3

cd: p<0.0001, a: p<0.05
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3.10.5. Bitki Ekstraktinin Deney Hayvanlarimin Total Protein Miktar1 Uzerine
Etkileri

3.10.5.1. Bitki Ekstraktinin Karacigerde Total Protein Miktar1 Uzerine Etkileri

Karacigerde total protein seviyesinin kontrole gore HP grubunda azaldigi gézlenirken

(p<0.0001), PT ve PH gruplarinda belirgin oranlarda arttig1 saptandi (p<0.0001). (Sekil

3.42) (Tablo 3.22).
il il
I Cd I I

HP PT PH
Gruplar

.,,
&
|

Total Protein Miktan {mg/g)
1 1

Kontrol

Sekil 3.42. Bitki ekstraktinin karacigerde total protein miktar izerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.5.2. Bitki Ekstraktinin Bobrekteki Total Protein Miktar1 Uzerine Etkileri
Bobrekte total protein seviyesinin kontrole gére HP grubunda azaldigi gozlenirken
(p<0.0001), PT ve PH gruplarinda belirgin oranlarda arttig1 saptandi (p<0.0001) (Tablo

3.22). HP grubuna gore PH grubunda total protein seviyesinin ¢ok fazla miktarda arttigi
saptandi (Sekil 3.43).
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Sekil 3.43. Bitki ekstraktinin bobrekte total protein miktari tizerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.5.3. Bitki Ekstraktinin Kastaki Total Protein Miktar1 Uzerine Etkileri
Kasta total protein seviyesinin kontrole gore HP ve PT gruplarinda azaldigi

gozlenirken (p<0.0001), PH grubunda belirli oranlarda arttig1 saptandi (p<0.001) (Tablo
3.22) (Sekil 3.44).
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Sekil 3.44. Bitki ekstraktinin kasta total protein miktar1 tizerine etkileri
cd: p<0.0001, d: p<0.001

3.10.5.4. Bitki Ekstraktinin Beyinde Total Protein Miktar1 Uzerine Etkileri
Beyin dokusunda total protein seviyesinin kontrol grubuna gore biitiin gruplarda

belirgin seviyelerde arttig1 (p<0.0001) (Tablo 3.22), bunun PT grubunda daha belirgin
oldugu gozlemlendi (p<0.0001) (Sekil 3.45).
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Total Protein Miktan (mg/g)

Kontrol HP PT PH

Gruplar

Sekil 3.45. Bitki ekstraktinin beyinde total protein miktari tizerine etkileri
cd: p<0.0001

3.10.5.5. Bitki Ekstraktimin Kalpte Total Protein Miktar1 Uzerine Etkileri
Kalp dokusunda total protein seviyesinin kontrol grubuna gore biitiin gruplarda

belirgin seviyelerde arttigi (p<0.0001) (Tablo 3.22), bunun PH grubunda daha belirgin
oldugu gozlemlendi (p<0.0001) (Sekil 3.46).
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Sekil 3.46. Bitki ekstraktinin kalpte total protein miktari tizerine etkileri

cd: p<0.0001

Tablo 3.22. Bitki ekstraktinin dokularda total protein miktar tizerine etkileri
Total Protein | Kontrol HP PT PH
Karaciger 80.6+0.4 70.7+0.5% 90.2+0.7° 90.5+0.16
Bobrek 100£1.5 84.6+0.4 123.9+0.7°¢ 120.9+2.4
Kas 37.1£0.5 33.9+0.3% 29.4+0.18 38.8+0.3¢
Kalp 57.9+0.2 64.6+0.2 64.5+0.2 66.6+0.3
Beyin 16.4+0.13 17.4£0.13 18.4£0.06¢ 17.3+0.17°¢

cd: p<0.0001, d: p<0.001
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4. TARTISMA

Dogal kaynakli antioksidanlar tahillarda, baklagillerde, meyvelerde, sifali bitkilerde
ve bitki kaynakli igeceklerde bol miktarlarda bulunurlar. Bu kaynaklarda bulunan
antioksidanlar; tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler gibi fenolik bilesikler, alkaloid,
klorofil, protein, amin gibi azotlu bilesikler, polifonksiyonlu organik asitler ve
karotenlerdir. Maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar yerine sentetik
antioksidanlar yirminci yiizyilin baslarindan beri kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlarin toksik ve kansere yol agabilecegini ortaya koyan ¢aligmalar sonucunda
bazi iilkelerde kullanilmalarina dair ciddi sinirlamalar ya da yasaklar getirilmistir. Sentetik
antioksidanlar hakkindaki bu siipheler, dogal antioksidanlara olan egilimi arttirmig ve bu
alandaki c¢aligmalar ise bitki kaynakli antioksidanlar iizerinde yogunlasmistir. Dogal
kaynakli E ve C vitamini uzun yillardir besinlerde ayr1 ayr1 veya sinerjist etkiden dolay1
birlikte antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak tokoferol ve askorbik asidin
antioksidan aktivitesi nispi olarak sentetik antioksidanlardan daha dustiktiir [115].

Bitkilerde farkli antioksidan bilesiklerin meydana geldigi bilinmektedir. Dogal
antioksidanlar bitkilerin yaprak, gévde ve tohumlar1 olmak {izere biitiin organlarinda
bulunmaktadir. Bitkilerde meydana gelen dogal antioksidanlarin baslicalar1 karotenoidler,
vitaminler, fenoller, flavonoidler, glutatyon ve endojen metabolitlerdir. Bitki kokenli
antioksidanlar singlet ve triplet oksijen sondiiriiciisii, serbest radikal gidericisi, peroksit yok
edicisi ve enzim inhibitorleri olarak fonksiyon goriirler. Sebze ve meyveler birgok
antioksidan bilesik igerirler. Bunun yani sira sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,
tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda antioksidan
bilesikler bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, bol miktarda sebze ve meyve tiikketiminin,
hastaliklara yakalanma riskini azalttigini, kalp-damar hastaliklarinda, kanser vakalarinda
ve 6liim oranlarinda kayda deger azalmalara sebep oldugunu ortaya koymustur [115].

Bitkilerde dogal antioksidan aktivitelerin belirlenmesi ve bazi antioksidan
bilesikleri izolasyon ve karakterizasyon islemleri son zamanlarda biiytik bir ivme kazanmis
ve bu konuda ¢ok yogun c¢alismalar devam etmektedir. Ozellikle halk arasinda tibbi amach
kullanilan bitkiler ile gida sektoriinde kullanilan bazi bitkiler antioksidan ¢alismalarin odak

noktasini teskil etmektedir.
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4.1. In vitro Ortamda Bitki Ekstraktinin Antioksidant AKtivitesi

Antioksidant bilesiklerin aktiviteleri, radikalik zincir reaksiyonlarimi 6nleme, metal
iyonlarin1 selatlama, peroksit olusumunu engelleme, radikal giderme veya indirgeme
kuvveti gibi temel antioksidatif 6zelliklerden kaynaklanmaktadir.

Antioksidant aktivite ile ilgili calisma c¢ercevesinde P terebinthus (gedene,
menengi¢), M. alba (dut), S. multicaulis (adagay1) bitkilerinin su ve etanol ekstrelerinin
antioksidan ve antiradikal 6zellikleri ile ilgili yaptigimiz bu ¢alismada toplam antioksidan
kapasite, indirgeme giicii kapasitesi, metal selatlama aktivitesi, DPPH" serbest radikali
giderme aktivitesi, ABTS™ radikali giderme aktivitesi, siiperoksit anyon radikalleri
giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi ile FRAP testi gibi farkli antioksidan metotlar
ve ek olarak toplam fenolik bilesik miktar1 tayini kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
ayr1 ayri belirlenmigtir.

Ekstrelerin  degisik metotlarla yapilan antioksidant tayinleri arasinda iliski
bulunabilir. Ornegin bir bilesigin sahip oldugu indirgeme kuvveti o bilesigin antioksidant
aktivite sergilemesinde 6nemli bir etken olabilir [142]. Ancak antioksidant karakter degisik
yollar ve mekanizmalar ile yiiriiyebilir. Ornegin, oksidasyon gecis metalleri tarafindan
hizlandirildig1 bir sistemde, antioksidant bilesigin indirgeme kuvveti, antioksidant 6zellik
bakimimdan ¢ok o6nemli olmayabilir. Bir ekstrenin veya bilesigin sadece metal
baglayabilme 6zelliginin olmas1 bile boyle bir sistemde oksidasyon hizini yavaslatacaktir.
Metal selatlayici ajanlara sahip bir ekstre veya bilesigin antioksidant karakteri, onun
indirgeme kuvveti veya sahip oldugu hidroksil gruplarindan ziyade ortamda bulunan
metalleri uzaklastirma ozelliginden kaynaklanmaktadir. Oksidasyonun singlet oksijen
tarafindan indiiklendigi sistemlerde ise etkili antioksidantlar singlet oksijeni bertaraf
edebilen bilesiklerdir. Buna ornek olarak karotenoidler verilebilir [147]. Biitiin bu
ozelliklerden dolay1 antioksidant bilesikler sahip olduklar1 antioksidatif etkinliklerini geg¢is
metallerini baglama, peroksitleri par¢alama, hidrojen koparilmasini engelleme, radikal
giderme gibi degisik mekanizmalarla ortaya koyabilirler [ 148].

Bu calismada antioksidan aktivite tayinlerinin yapilabilmesi i¢in hazirlanan her bir
ekstrenin 50, 100, 250 ve 500 pg’lik veya 100 pg’lik miktarlart kullanilmistir. Calisma
sonunda elde edilen bulgularda her bir ekstrenin artan miktar1 ile orantili olarak
antioksidan kapasitede ekstre miktarma bagli olan bir korelasyon oldugu gozlenmistir

(Sekil 3.1-Sekil 3.32). Bu durum, ekstre miktar1 arttik¢a ekstrelerde bulunan etken madde
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miktarinin da artmasindan kaynaklanmaktadir. Meydana gelen bu korelasyonunun sebebi
bitkilerin igerdigi antioksidan etkiye sahip fenolik bilesikler (fenolik asit, flavonoidler,
kumarinler vs.), azotlu bilesikler (alkaloidler, aminler vs.), vitaminler, terpenoidler gibi
bir¢ok serbest radikal temizleyici gruplar olabilir.

Cai ve ark. [149], Cin’deki antioksidan ve fenolik bilesikleri bulunan 112 ¢esit sifali
bitkinin antikanser iliskisini arastirmak i¢in total antioksidan kapasitesine ve total fenolik
iceriginine bakmuslardir. Sifali bitkilerdeki antioksidan kapasite ile total fenolik igerik
arasinda belirgin pozitif iliski bulunmus ve fenolik igerigin antioksidan etkiyi olusturan
temel yap1 oldugu dustntlmiistiir. Diger sebze ve meyvelere gore bu sifali bitkilerin ¢ok
gliclii antioksidan aktiviteye ve yiiksek fenolik bilesik igerigine sahip oldugu tespit
edilmistir. Cin’deki sifali bitkilerin dogal bilesimlerinin kemopreventif ajan kaynagi olarak
kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Yaptigimiz ¢aligmalarda biitiin ekstrelerin toplam antioksidan aktivitesi sonuglari
dogal ve standart bir antioksidant olan a-tokoferole nazaran ¢ok yiiksek aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.10). Ayrica yine ekstrelerin peroksidasyonu inhibe etme
ylizdelerinin ¢ok kuvvetli ve sentetik birer standart antioksidant olan BHA ve BHT’ye
yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 3.10). Ekstrelerin i¢cinde en yiiksek total antioksidant
aktiviteye sahip olan ekstrenin Pistacia terebinthus c¢iceklerinin su ekstresi oldugu
gozlenmistir. Ekstreler arasinda linoleik asit emiilsiyonun oksidasyonunu inhibe etme
siralamasinda ise; BHT> BHA> PT Ci¢ek Su Ekstresi> PT Meyve Su Ekstresi> PT Tohum
Etanol Ekstresi> PT Yaprak Su Ekstresi> PT Olgun Meyve Su Ekstresi> SM Cicek Etanol
Ekstresi> SM Meyve Su Ekstresi> MA Yaprak Etanol Ekstresi> SM Cigek Su Ekstresi>
SM Meyve Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi> SM Yaprak Su Ekstresi> PT
Olgun Meyve Etanol Ekstresi> PT Meyve Etanol Ekstresi> PT Yaprak Etanol Ekstresi>
SM Yaprak Etanol Ekstresi> SM Tohum Su Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> MA
Meyve Su Ekstresi> PT Cigek Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> PT
Tohum Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> MA Meyve Etanol Ekstresi>a-Tokoferol
seklinde oldugu tespit edildi.

Ekstrelerin ¢ogu kontrol grubuna goére kuvvetli indirgeyici Ozellige sahiptir.
Ekstrelerin indirgeme kuvvetleri standart bir antioksidant olan kuersetinle mukayese
edildiginde, P. terebinthus’ un g¢igek etanol ekstresi kuersetinden oldukca yiiksek bir
aktivite sergilemektedir. P. terebinthus’ un bazi kisimlarinin aktiviteleride kuersetinden

dusiik fakat yakin aktiviteler sergilemistir. Ancak bu durum ekstrelerdeki maddelerin
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indirgeme kuvvetinin kuercetinden daha diisiik oldugunu gostermez. Ekstrelerdeki her bir
bilesigin saf halinin kuersetin ile mukayese edilmesi suretiyle ancak ekstrelerin indirgeme
kapasiteleri hakkinda bilgi verme imkani saglanabilirdi. 100 pg miktarindaki ekstrelerin
sahip oldugu indirgeme kuvvetleri Tablo 3.2°de goriilmektedir. Tablo 3.2’den de
anlagilacagi gibi ekstrelerin icerisinde en kuvvetli indirgeme P. terebinthus turt
ciceklerinin etanol ekstresinde oldugu gozlenmistir. Ekstrelerin ve kuersetinin sahip oldugu
indirgeme kuvvetlerinin; PT Ci¢ek Etanol Ekstresi> Kuersetin> PT Yaprak Su Ekstresi>
PT Yaprak Etanol Ekstresi> PT Meyve Etanol Ekstresi> PT Cicek Su Ekstresi> PT Meyve
Su Ekstresi> SM Meyve Etanol Ekstresi> PT Olgun Meyve Etanol Ekstresi> PT Tohum
Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi> SM Meyve Su Ekstresi> PT Olgun Meyve
Su Ekstresi> MA Yaprak Etanol Ekstresi > MA Yaprak Su Ekstresi> MA Meyve Etanol
Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> SM Tohum Su Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol
Ekstresi> PT Tohum Su Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi> SM Ci¢ek Su Ekstresi = SM
Cicek Etanol Ekstresi= SM Yaprak Su Ekstresi= SM Yaprak Etanol Ekstresi siralamasina
sahip oldugu gozlenmistir. Biitiin ekstrelerin total indirgeme kapasitelerine bakildiginda P.
terebinthus’ un yaprak ve ciceklerinin aktivitelerinin daha yiiksek oldugu, S. multicaulis
tiirtintin ¢igek ve yapraklarinin aktivitelerinin ise ¢ok diisiik aktiviteye sahip olduklar
gozlenmistir. Bu durum ise S. multicaulis tirinin cicek ve yapraklarinda bulunan
indirgeyici bilesiklerinin ¢ok fazla ¢oziinememis olmasindan kaynaklanmais olabilir.

Fe™ii indirgeyici antioksidant giic (FRAP) testi sonuglarina gore yine en yiiksek
aktiviteyi P. terebinthus tiri ¢igeklerinin etanol ekstresi gostermistir. Ekstrelerin sahip
oldugu indirgeme kuvvetlerinin PT Cigek Etanol Ekstresi> PT Yaprak Etanol Ekstresi> PT
Meyve Etanol Ekstresi> SM Cigek Etanol Ekstresi> PT Cigek Su Ekstresi = PT Yaprak Su
Ekstresi> SM Yaprak Su Ekstresi> SM Ci¢ek Su Ekstresi> SM Meyve Etanol Ekstresi>
PT Meyve Su Ekstresi> SM Yaprak Etanol Ekstresi> PT Olgun Meyve Etanol Ekstresi>
SM Meyve Su Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi> > MA Yaprak Etanol Ekstresi> PT
Tohum Etanol Ekstresi> MA Meyve Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi>
MA Yaprak Su Ekstresi> PT Olgun Meyve Su Ekstresi> SM Tohum Su Ekstresi>PT
Tohum Su Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi siralamasina
sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 3.31).

FRAP testi ve indirgeme kuvveti belirleme testleri prensip olarak benzer
goriilmektedir. Fakat testlerin sonuglaria bakildiginda bazi ekstreler i¢cin benzer sonuglar

bulunmussada, bazilar1 i¢in ¢ok farkli sonuglar saptanmistir. S. multicaulis’ in ¢igek ve
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yapraklarmin indirgeme kuvvetleri kontrolle ayn1 bulunmusken, yani hemen hemen hig
indirgeme kuvveti gostermemisken, FRAP testi sonuglarina gore yiiksek indirgeyici
antioksidan gii¢ gostermistir.

Serbest radikallerin ortamdan uzaklastirilmalar1 bir¢ok biyomolekiil i¢in hayati
oneme sahiptir. Ciinkii radikalik zincir reaksiyonlar1 radikaller ile baslamakta ve
gelismektedir. Boyle bir durumda yag asitleri, proteinleri, monosakkaritleri ve hatta DNA
gibi ¢ok onemli biyomolekiillerin stabilitesi bozulmakta [147] kanser, damar tikaniklig
gibi yiizden fazla hastaliklara, sebep olmakta ve yaslanma gibi bir ¢ok olguya neden
oldugu bilinmektedir. Calismamizda serbest radikal olarak DPPH" ve ABTS™
kullanilmistir. Tablo 3.3’ te de goriildiigii gibi caligmada kullanilan biitiin ekstrelere gore
P. terebinthus turtintin yaprak, cicek ve meyve ekstrelerinin daha yiiksek temizleme
aktivitesine sahip oldugu, en yiiksek DPPH’ radikallerini giderme aktivitesi ise P.
terebinthus’ un ¢icek etanol ve yaprak etanol ekstrelerinde bulundugu goézlenmistir. Bu
durum P. terebinthus ekstrelerinin daha fazla radikal sondiirticiilere sahip olmalariyla
aciklanilabilir.  Artan konsantrasyonlara da bagli olarak ekstrelerin  etkinligi
karsilastirildiginda ise 250 ul’den itibaren her farkli konsantrasyonda gittik¢e azalan bir
antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve 500 pl ile 1000 pl’de ¢ok az aktivite degisikligi
gosterdigi saptanmistir. Ekstrelerin igerisinde en yiiksek DPPH giderme aktivitesine sahip
olma siralamasi ise a-tokoferol> PT Cicek Etanol Ekstresi = PT Yaprak Etanol Ekstresi >
PT Yaprak Su Ekstresi > PT Olgun Meyve Etanol Ekstresi> PT Cigek Su Ekstresi> SM
Cicek Etanol Ekstresi> PT Meyve Su Ekstresi> PT Meyve Etanol Ekstresi> SM Yaprak
Etanol Ekstresi > SM Meyve Etanol Ekstresi> MA Yaprak Etanol Ekstresi> SM Yaprak
Su Ekstresi> MA Meyve Etanol Ekstresi> SM Cicek Su Ekstresi> SM Meyve Su Ekstresi>
SM Tohum Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> PT Olgun Meyve Su Ekstresi> PT
Tohum Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi>
MA Ham Meyve Su Ekstresi> PT Tohum Su Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi>
seklindedir.

Calismamizda arastirdigimiz bir diger antiradikal test olan ABTS™ giderme aktivitesi
testi sonuglarimiza gore bitki ekstrelerinin 100 pl’lik miktarlarinin radikal giderme
aktivitelerine bakildiginda P. terebinthus ¢icek, yaprak ve meyvelerinin etanol
ekstrelerinin aktivitelerinin yiiksek oldugu, ekstrelerin kuvvetli bir sekilde ABTS™
radikalini giderdigi tespit edilmistir. ABTS™ radikali, antioksidan maddeler ile kimyasal

tepkimeye girerek bir elektron transfer eder ve radikal olmayan ABTS™ maddesine
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doniismektedir. ABTS™ radikali 734 nm’de absorbans veren renkli bir maddedir ve
dolayisiyla bu dalga boyundaki absorbans azalmasi antioksidan aktivitenin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Ekstrelerin igerisinde en yiiksek ABTS giderme
aktivitesine sahip olma siralamasi ise PT Cicek Etanol Ekstresi> PT Meyve Etanol
Ekstresi> PT Yaprak Etanol Ekstresi> PT Yaprak Su Ekstresi> PT Ci¢ek Su Ekstresi> PT
Meyve Su Ekstresi> SM Cicek Su Ekstresi> PT Olgun Meyve Etanol Ekstresi> SM
Yaprak Su Ekstresi> SM Yaprak Etanol Ekstresi> SM Cigek Etanol Ekstresi> PT Olgun
Meyve Su Ekstresi> SM Meyve Etanol Ekstresi> SM Meyve Su Ekstresi> SM Tohum Su
Ekstresi> MA Meyve Etanol Ekstresi> PT Tohum Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi>
PT Tohum Etanol Ekstresi> MA Yaprak Etanol Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi>
MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi>
seklinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.32).

Stiperoksit anyon radikallerinin organizmada meydana gelebileceginden daha
onceden bahsedilmisti. Stiperoksit anyon radikalleri lipit peroksidasyonuna sebep olan
radikallerdir. Bu radikaller biyokimyasal yapilar ile tekimeye girerek doku hasarlarina
sebep olurlar [56]. Ayrica lipit peroksidasyonunu baslatan hidroksi radikali gibi daha aktif
radikalleri olusturabilirler. Siiperoksit anyon radikalleri Fe’”ti Fe*"ye indirgeyebilirler.
Fe’" ise Fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitle tepkimeye girerek oldukga reaktif olan
OH’ radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Bilindigi gibi Fe'? nin oksidasyonu sonucu bir
ara kompleks olusmakta ve bu ara kompleks daha sonra Fe™ ve O,’te déniismektedir.
Bunun yan1 sira bazi metabolik olaylarda laktoperoksidaz enzimi H>O,’i GSH varliginda
suya doniistirmekte ve bu arada agiga su ¢ikmakta ve GS radikali meydana gelmektedir.
Daha sonra bu radikalin GSH’1n iyonlagsma formu ile etkilesebilmekte ve bunun sonucunda
farkli bir GSSG meydana gelmektedir. Bu GSSG’nin oksidasyonu sonucu normal GSSG
ile O," meydana gelmektedir. Ayrica O,"’in nonoenzimatik elektron transferleri sonucu da
olugabilmektedir. Bunlar gibi farkli metabolik durumlarda organizmada O,
olusabilmektedir. Iste biitin bu durumlardan dolayr canli organizmalar icin O, ’in
giderilmesi olduk¢a onemlidir.

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda biitiin ekstrelerden en yiiksek stiperoksit
giderme aktivitesinin su ekstrelerinde oldugu belirlenmistir (Tablo 3.4). Ekstrelerin
cogunun standart bir antioksidant olan o-tokoferol’den yiiksek stiperoksit giderme
aktivitesi sergiledikleri goriilmiistiir. Biitiin ekstreler igerisinde ise en yiiksek siiperoksit

giderme aktivitesinin S. multicaulis tirtintin ¢iceklerinin su ekstresinde oldugu
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belirlenmigtir. Ekstrelerin igerisinde en yiiksek stiperoksit giderme aktivitesine sahip olma
siralamasi ise SM Cicek Su Ekstresi> SM Yaprak Su Ekstresi> BHA> MA Ham Meyve Su
Ekstresi> SM Tohum Su Ekstresi> SM Meyve Su Ekstresi> PT Olgun Meyve Su Ekstresi>
MA Meyve Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> PT Tohum Su Ekstresi> PT Cigek Su
Ekstresi> PT Meyve Su Ekstresi> PT Yaprak Su Ekstresi> PT Yaprak Etanol Ekstresi> PT
Cigcek Etanol Ekstresi> BHT> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> MA Yaprak Etanol
Ekstresi> SM Cigek Etanol Ekstresi> o-Tokoferol> SM Yaprak Etanol Ekstresi> MA
Meyve Etanol Ekstresi> PT Meyve Etanol Ekstresi> SM Tohum Etanol Ekstresi> PT
Tohum Etanol Ekstresi> SM Meyve Etanol Ekstresi> PT Olgun Meyve Etanol Ekstresi
seklindedir.

H,0, bir serbest radikal degildir, fakat membrani bastan sona gecgebilir ve
membrandaki bircok bilesigi de oksitleyebilir. Daha 6nceden de anlatildigi gibi H»O,,
stiperoksit dismutaz ve diger bir¢ok enzim tarafindan in vivo olarak meydana getirilebilir.
H,0O, mikromolar diizeyde daha az reaktiftir, fakat yiiksek diizeyde bir¢ok seliilar enerji
tiretim sistemlerine saldirabilmektedir. Ornegin bir glikolitik enzim olan gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikallerini de
olusturabilmektedir. Ayrica oksijenin de meydana geldigi bu reaksiyonu hizlandirmaktadir.

Bu ¢alismada ekstrelerin sahip olduklar1 H,O, giderme aktiviteleri de arastirilmis ve
Sekil 3.25° de goriildigt gibi bu ¢ercevede yapilan calismalarda biitiin ekstrelerde en
yilksek H,O, giderme aktivitesi P. terebinthus su ekstrelerinde goriilmistiir. Etanol
ekstreleri ise birer standart antioksidant olan BHA ve BHT’den yiiksek H,O, giderme
aktivitesine sahiptirler.

Metal selatlamada, lipit peroksidayonuna sebep olan metaller tutukladigindan dolayi
biiytik bir 6nem arz etmektedir [146]. Fenton reaksiyonunda daha dnceden anlatildigi gibi
antioksidant kapasite agisindan OH" radikallerinin olusmasina sebep olan Fe'* ve Cu" gibi
merallerinin tutuklanmasi son derece Onemlidir. Bu metal iyonlarmm bulunmasi OH’
radikalleri gibi reaktif radikallerin meydana gelmesini saglar.

Total indirgenme kapasitesi, antioksidan maddelerin indirgeyici 6zelliklerinin
olabilmesi esasma dayanmaktadir. Indirgeyici antioksidanlar, oksidan maddeleri
indirgeyerek bunlarin zararl etkilerini inhibe ederler. Total indirgenme kapasitesi; ferik
iyonlarini (Fe3+) ferr6z iyonlarma (Fez+) indirgeme ve kuprik iyonlarmi (Cu2+) kuproz
iyonlarina (Cu") indirgeme kapasitelerine gore hesaplanmaktadir. Ferrik iyonlarini (Fe’)

ferr6z iyonlarma (Fe™) indirgeme metodunda; K;Fe(CN)g (potasyum ferrisiyanat) bilesigi
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antioksidan kapasitesi olan bir madde esliginde Fe(CNﬁ)'4 ferrosiyanata doniismektedir.
Burada ferrik iyonlar1 (Fe'") ferroz iyonlarma (Fe’") indirgenmektedir. Kalitatif veya
kantitatif indirgenme tayini icin ortama FeCls ilave edilir. indirgenmis iiriine Fe’™ ilavesi,
700 nm’de gii¢glii absorbansa sahip olan Prussian mavisi renginde bir kompleks olan
Fes[Fe(CN)g]; olusumuna yol acar. Absorbansdaki artis, kompleksin olusumundan
kaynaklanan artis1 ve dolayisiyla indirgenme kapasitesini gostermektedir [150].

Ferr6z (Fe2+) iyonu gibi iyonik tiirler, organizmada serbest radikal ve reaktiflerin
tretimini arttirdigl i¢in bu metallerin etkisi minimize edilmelidir. Bunu saglamak i¢in ise
metal iyonlarmin gselatlanmasi 6nemli bir yoldur. Metal iyonlarn selatlama aktivitesi
metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engellemek veya geciktirmek igin
siklikla kullanilan 6nemli bir antioksidan metoddur. Fenton reaksiyonlar1 sonucunda
hidrojen peroksite gore daha reaktif ve metabolizmaya daha zararli hidroksil radikali
olugmaktadir. Bundan dolay1r ferréz iyonlarmin (FeZ+) ortamdan giderilmeleri veya
uzaklastirilmalart gerekmektedir. Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin ortamda
bulunmalar esnasinda ferrik iyonlar1 olusur fakat ferr6z iyonlari (FeZ+), ferik iyonlarindan
(Fe*") on kata daha fazla reaktif olduklari igin negatif etkiler biiyiik Sl¢iide giderilmis olur
[151]. Ferrozin, ferroz iyonlar (Fe™) gibi metal iyonlan ile kompleks olusturmaktadir.
Olusan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562 nm’de maksimum absorbans
sergilemektedir. Antioksidan maddeler metal selatlayic1 olarak gorev yaparak ferrozin-
metal kompleksinin bozulmasina sebep olur. Dolayisiyla metal selatlama aktivitesinde 562
nm’de absorbansta meydana gelen azalma metal selatlama miktarini verir.

Calisma kapsaminda kullanilan ekstrelerin  Fe'? iyonu selatlama aktiviteleri
incelenmistir. Metot olarak indirgeme kuvveti ile metal selatlama aktiviteleri arasinda bir
benzerlik olmasma ragmen temelde birbirinden tamamen farklidir. Ciinkii metal
selatlamada metal iyonlar1 tutuklanirken, indirgeme kuvvetinde ise indirgeme soz
konusudur. Ekstrelerin metal selatlama siralamasi ise PT Olgun Meyve Su Ekstresi> SM
Tohum Su Ekstresi> MA Yaprak Su Ekstresi> PT Tohum Su Ekstresi> PT Meyve Su
Ekstresi> BHA> SM Meyve Su Ekstresi> MA Ham Meyve Su Ekstresi> PT Yaprak Su
Ekstresi> MA Meyve Su Ekstresi> PT Cigek Su Ekstresi> SM Cigek Su Ekstresi> SM
Tohum Etanol Ekstresi> a-tokoferol> PT Tohum Etanol Ekstresi> MA Yaprak Etanol
Ekstresi> PT Cicek Etanol Ekstresi= MA Meyve Etanol Ekstresi>BHT> SM Yaprak Su
Ekstresi> MA Ham Meyve Etanol Ekstresi> PT Meyve Etanol Ekstresi> SM Yaprak

129



Etanol Ekstresi> SM Cicek Etanol Ekstresi>PT Yaprak Etanol Ekstresi> PT Olgun Meyve
Etanol Ekstresi> SM Meyve Etanol Ekstresi seklinde artmaktadir (Sekil 3.29, Tablo 3.5).

Bir ekstrenin antioksidant aktivitesini c¢ok degisik faktorlerin etkileyebilmesi,
antioksidant aktiviteye sebep olan ana kaynagm diger faktorlerin katkisinin tespitini
zorlastirmaktadir. Ana etkenin ne oldugunun tespiti i¢in ekstredeki her bir bilesik hakkinda
indirgeme giicii, serbest metal baglayabilme, radikal giderme, peroksit giderme, stiperoksit
giderme kapasiteleri gibi ¢ok sayida veriye ihtiya¢ vardir.

Total antioksidant aktivitenin diisiikk oldugu ekstrelerdeki bilesiklerin antioksidant
aktivitelerinin de diisiik olacagmi séylemek miimkiin degildir. Ekstrelerde oksidasyonu
hizlandirict maddelerin varligi (serbest gecis metalleri gibi), o ekstrede bulunabilecek
yiiksek antioksidant aktiviteye sahip bilesiklerin etkisini perdeleyebilir. Bu sebeple fenolik
bilesik miktar1 ve indirgeme kuvveti yiiksek olan ekstrelerde diisiik antioksidant aktivite
gozlenebilir. Sonuglarimiza gore en yiiksek fenolik bilesik miktarlar1 Sekil 3.30 ve Tablo
3.6 de de goriildiigii tizere kuercetin bakimindan S. multicaulis’in yapraklarmin su
ekstresinde, pirokatekol bakimindan ise S. multicaulis’in ¢igeklerinin su ekstresinde; en
distik sonuglar ise kuersetin ve pirokatekol bakimindan Morus alba ham meyve etanol
ekstrelerinde bulundugu goézlenmistir. Ayrica ekstrelerin yiiksek antioksidant aktiviteye
sahip olmasi onlardaki bilesiklerin de yiiksek antioksidant aktiviteye sahip olacagini
gostermez. Ekstrenin yiiksek aktivitesi, ekstrelerde bulunan birden fazla maddenin sinerjist
etkisinden de kaynaklanabilir ve bilesiklerin ayr1 ayr1 antioksidant aktiviteleri
gozlendiginde ayn aktivite elde edilebilir.

Gida endustrisinde lipid oksidasyon inhibitérii olarak kullanilan biitillenmig
hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin
saglhiga zararli etkilerinin belirlenmis olmasi nedeniyle [152], son yillarda dogal
antioksidanlar {tzerindeki arastirmalar yogunlagmistir. Diinyada baslica Akdeniz
bolgesinde yetisen 20 Pistacia tirtinden birisi olan Pistacia terebinthus L. [80], halk
arasinda bronsit, astim, soguk alginligi, mide rahatsizliklar tedavisinde kullanilmaktadir.

Topgu ve ark. yaptigi ¢alismada, Pistacia terebinthus L. subsp terebinthus L. nin
meyvelerinin aseton ve metanol ekstraktlari, toplam fenolik ve flavonoid ig¢erigini, DPPH’
radikal temizleme etkisini, siiperoksit anyon radikali temizleme aktivitesini ve demir iyonu
metal selatlama etkisini arastirarak antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. Her iki
ekstrakt, ¢ok benzer kimyasal profil gostermis ve siiperoksit anyon radikali ve DPPH’

radikalinde yiiksek temizleme faaliyeti sergilemistir. Ancak sadece metanol ekstresinin
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indirgeme giicti ve metal selatlama aktivitesi kuersetin ile benzer oldugu bulunmustur.
Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin yiiksek oldugu bulunmustur. Toplam
fenolik icerik miktarlar1 pirokatekol ekivalent olarak aseton ekstresinde 61, metanol
ekstresinde 122.78 pg [152]. Bizim calismamizda ise P. ferebinthus’un meyvelerinin su ve
etanol ekstrelerinin toplam fenolik igerik miktarlar1 pirokatekol ekivalent olarak sirasiyla
221 ve 214 pg olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismanin sonuglarina paralel olarak bizim
sonuglarimizda da siiperoksit anyon radikali ve DPPH’ radikalinde yiiksek temizleme
aktivitesi gozlenmistir. Stuperoksit radikali temizleme aktivitesinin sonuglarina gore P.
terebinthus’un yapraklarinin su ve etanol ekstresi, ¢igeklerinin su ve etanol ekstresi,
meyve, tohum ve olgun meyvelerinin ise sadece su ektrelerinde a-tokoferol ve BHT gibi
standart antioksidanlardan daha yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. DPPH’ radikali
giderme aktivitesi sonuglarinda ise P. terebinthus’un ¢igek, yaprak ve meyvelerinin su
estrelerinde, c¢icek, yaprak, tohum ve meyvelerinin ise etanol estrelerinde diisiik
konsantrasyonlarda dahi yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Metal selatlama aktivitesi
sonucunda P. ferebinthus’un meyve, yaprak, ¢icek ve olgun meyvelerinin su ekstrelerinin
BHA, o-tokoferol ve BHT gibi standart antioksidanlardan yiiksek aktivite gosterdigi
bulunmustur.

Yilmaz ve ark. yaptigi calismada Pistacia terebinthus’un olgun, yariolgun ve ham
meyvelerinin ekstrelerinin LPO diizeylerini belirgin diizeyde azalttigini, ekstrelerdeki yag
asidi miktarlarinin belirgin diizeyde yiiksek oldugunu, ekstrelerin DPPH’ temizleme
aktivitelerinin 25 ile 50 puL de en ¢ok etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Caligmamizda
P. terebinthus’un ¢igek, yaprak, meyve, tohum ve olgun meyvelerinin su ve etanol
ekstrelerinin DPPH" radikali giderme aktivitesi de 50 ile 250 pL de en ¢ok etkinlik
gosterdigi belirlenmistir [153]. Ayrica Yilmaz ve ark. P. terebinthus’un flavonoid igerigini,
rutin, quersetin, resveratrol, mirisetin, naringin, naringenin olarak belirlemislerdir. Bu
flavonoidler radikal temizleme ve metal selatlama yetenekleri sebebiyle antioksidanlar
olarak gorev yaptiklart bildirmislerdir. Calismalarimizda da benzer sonuglar tespit
edilmistir. P. ferebinthus’un olgun meyvelerinin su ekstresinin biitiin ekstrelere gore en
yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

Topgu ve ark. Pistacia tirlerinin dogal antioksidanlarin 6nemli kaynaklar1 olarak
kullanilabilecegini 6nermislerdir. Ciinkii, standart antioksidan bilesiklerden kuersetin ve a-

tokoferol gibi fenolik ve flavonoidler igerdiklerini tespit etmislerdir [ 154].
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Amerikan Tarim Bakanliginin (USDA) Tarim Arastirmalari (ARS) birimine ait resmi
internet sitesinde [155] bitki kimyasallarinin etkinlikleri halka duyurulmaktadir. Bu sitede
yapilan arastirmada P. terebinthus esansiyel yaginda bulundugu belirtilen bilesiklerin
kanser, alzheimer vb. pek ¢ok hastaligin 6nlenmesinde etkin rol oynadig gortilmiistiir. Bu
maddelerin lipofilik etkiyle kolayca dokulara girerek tepken oksijen tiirlerini bagladigi ve
dolayistyla antioksidan o6zellik gosterdigi de belirtilmektedir [156]. Dogada portakal
kabugu yaginda bol miktarda (~% 95) bulunan ve P. terebinthus tanelerinde de mevcut
oldugu belirtilen limonen maddesinin deney hayvanlarinda yapay olarak olusturulan
pankreas kanserini kanserli hiicrelerin ¢ogalmasimi engelleyerek [157], mide kanserini ise
kanserli hiicrelerde apoptozu (programlanmis hiicre Olimlerini) arttirarak ve DNA
sentezini azaltarak [158] onledigi goriilmiistiir. Ayrica, limonin maddesi ¢esitli hayvansal
modeller iizerinde kimyasal yollarla tetiklenen cilt, meme, bobrek, akciger ve 6n mide
kanserlerinin olusumunu engellemistir [159].

Couladis ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 bir calismada P. terebinthus (menengi¢
agacinin), meyvesi de dahil olmak {izere, cesitli kisimlarinda esansiyel yag bilesimini tayin
etmislerdir. Bu ¢alismaya gore sulu oziitlemeyle olgun tanelerden kuru agirlik bazinda %
0.73 esansiyel yag oOziitlenebilmistir. Bu yagda 48 cesit terpen bilesiginin varligi tespit
edilebilmis ve ana bilesenlerin limonen (%32.8), B-pinen (%22.5), a-fellandren (%11.4),
terpinolen (%7) ve a-pinen (%5.3) (digerlerinin toplami %20) oldugu belirtilmistir. Ayrica,
cicek ugucu yaginda germakren D, meyve ugucu yaglarinda limonen ve siirgiin ugucu
yaginda karyofilen oksit 6ne ¢ikan bilesik ¢esidi veya miktar olarak vurgulanmalidir.
Sonug olarak, P. terebinthus agacinin degisik organlar1 ugucu yag acisindan zengin ve
farkli bilesimde materyal sayilabilir. Ugucu yaglar bazi 6nemli ve ilging bilesenlerin
kaynagidir. Kimi baharatlarin aromasini andiran bilesimden dolayi, P. terebinthus ugucu
yaglarmi gida sanayinde de, ayrica parfumeri ve ilag {riinlerinde degerlendirmek
mumkiindiir [160]. Bu tek ve ¢ift halkali terpen bilesiklerinin ¢esitli hastaliklarin
onlenmesi agisindan islevsellikleri ¢esitli kaynaklarda belirtilmektedir [159].

Yapilan baska bir calismada P. terebinthus var palaestina meyvelerinin esansiyel yag
bilesiminde benzer maddelerin oldugu ve bunlarin oranlari tespit edilmistir [161]. Ayrica
P. terebinthus ve diger Pistacia tiirlerinin ¢esitli kisimlariin (organlarinin ve reginelerinin)
esansiyel yag bilesimi ve bu yaglarin antimikrobiyal ve antifungal etkileri tizerine cesitli
calismalar yapilmistir. P. ferebinthus yapraklarindan bir tiir yaprak biti istilasi sonucu

olusan mazilardan (kese olusturmus yaprak) elde edilen 6ziitlerin ve tlirevlerinin anti-
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inflamatuar etki gosterdigi ve 6dem olusumunu engelledigi saptanmistir [162,163]. P.
terebinthus’un tavsanlarda deneysel olarak olusturulan hiperkolesteroleminin sebep oldugu
belirtileri hipolipidemik etki gostererek azalttigi goriilmustir [164].

Ozcan’in bir ¢alismasinda P. terebinthus tohumlardan yag asidi kompozisyonlar
incelenmis, yagda palmitik asit veya stearik asit benzeri doymus yag asitleri ve oleik,
linoleik ve linolenik gibi doymamis yag asitleri gibi yaygin tohum yaglarimi igerdigi
bulunmustur [81].

Matthaus ve ark. yag asidi kompozisyonuna ek olarak, E vitamini aktif bilesikler
grubu bitkisel yaglarin teshisi i¢cin énemli karakteristik bir 6zellik oldugu bildirmislerdir.
Ayrica, bu bilesiklerin beslenmede baz1 6nemleri oldugunu, vitaminin oksidatif bozulmaya
kars1 yaglart koruyan antioksidan bir aktiviteye sahip oldugunu, ayrica, E vitamini
oksidatif strese karsi hiicreleri koruyan biyolojik bir aktiviteye sahip oldugunu ileri
sirmiislerdir. E vitamini aktif bilesiklerinin grubu, ayni zamanda tokoferol, dort
tokotrienol ve plastokromanol-8 antioksidan ve biyolojik aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. P. terebinthus tohum yaglarinda da tokoferollerin bulundugunu tespit
etmislerdir [165].

P. terebinthus tohumu yagi sterol kompozisyonunda B-sitosteroliin baskin oldugu
bulunmustur. Yagda toplam steroliin yaklasik % 80'1 B-sitosteroldiir. Baz1 énemli olan
diger steroller (toplam steroltin yaklasik % 5°1) kampesterol, 5-avenasterol (yaklasik% 4),
ve stigmasterol (yaklasik% 3) dur [165].

Ozcan’in bagka bir ¢aligmasinda, gitlembik meyve yag1 yag asidi kompozisyonu gaz
kromatografi ile belirlenmis, en yiiksek konsantrasyonda oleik asit (% 52.3), sonrasinda
palmitik (% 21.3) ve linoleik (% 19.7) asitlerin takip ettigi saptanmistir. Palmitoleik,
stearik ve linolenik asit az miktarda mevcut oldugu bulunmus ve ayn1 zamanda laurik,
miristik, eikosanoik ve eikosanoik asitlerinin izleri bulunmustur. Doymus yag asitleri ise
toplam yag asitlerinin yaklasik olarak % 23.6 s1 olarak hesaplanmistir [81].

Otlar ve baharatlar 6nemli dogal antioksidanlardir ve antioksidan aktiviteleri polar
fenolik bilesikler ve ugucu yaglarin varligina atfedilmistir [166,167]. Demo ve
arkadaglarinin (1998) bir makalesinde P. ferebinthus’ da a-tokoferoliin varligimi tespit
etmislerdir [168]. P. terebinthus yapraklarindan elde edilen ekstre sentetik ve dogal
antioksidanlarla karsilastirildigi zaman daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Antioksidan kapasite BHA ve askorbik asitten fazla oldugu tespit edilmistir.

Bu da muhtemelen yiiksek flavonoid ve fenolik bilesik icerigi nedeniyledir. Bu sonuglar
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gostermistirki bitkinin yiiksek antioksidan aktivitesi serbest radikallerin zararlarindan
hiicreleri koruyarak kanseri 6nlemede etkin bir rol alabilir [169]. Benzer sonuglar bizim
calismamizda da tespit edilmistir. Antioksidan aktivite belirleme testlerinin sonuglarina
gore P. terebinthus’un hemen hemen biitiin ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ve
antiradikal giderme aktiviteleri dogal bir antioksidan olan o-tokoferol ile
karsilastirildiginda, ekstrelerin a-tokoferol’den daha yiiksek bir aktivite gosterdikleri
bulunmustur.

Kiveak ve ark. calismasinda, P. terebinthus yapraginin ugucu yagindan a-cadinol (%
6.9), fitol (% 5.4), d-cadinene (% 5.1), a-terpinol (5.0%) ve bornil asetat (% 4.4) 6nemli
bilesenler gibi yetmis yedi bilesen karakterize edilmistir. P. terebinthus dallariin esansiyel
yaglarinda germacren D (%10), B-pinen (%7.5) bornil asetat (%6), a-cubeben (% 5.9) ve
(% 5.4) cubebol ana bilesenleri olarak karakterize 61 bilesik bulunmustur [170].

Citlembik, protein ve yag gibi temel besin maddelerince zengin oldugu gibi
iceriginde miktarca daha az 6lgiide bulunan baz1 maddeler (mikrobesinler) bakimindan da
temel kaynaklardandir. Fonksiyonel gida olarak giinliik tiiketilecek bir miktar ¢itlembigin
¢esitli rahatsizliklarin olusumunu 6nlemesi ve/veya rahatsizliklar: hafifletmesi hususunda
etkili oldugunu gostermek kuskusuz bu tirtiniin degerini arttiracaktir.

Dut (Morus alba L.) yaprak, kabuk ve dallar1 ates tedavisi, karacigeri korumak,
gormeyi gelistirmek, eklemleri giiclendirmek, idrar bosaltimimi kolaylastirmak ve diisiik
kan basinci i¢in Cin tibbinda uzun zamandir kullanilmaktadir [171]. Japonyada, ¢ay veya
toz meyve suyu olarak dut yapraklarinin tiiketimi son yillarda artmistir. Birka¢ yeni
calismada dut yapraklarinin antioksidan aktivitesi rapor edilmistir. Dut yapraklarindan
izole edilen izokuersitrinin DPPH radikalini temizledigi, insan ve tavsan LDL’sinin
oksidatif modifikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Dut yapraklarinda izole edilen
pirenilflavonlarinda kuersetinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir [172]. Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda da dutun yaprak, meyve ve ham
meyvelerinin DPPH" radikalini temizleme aktivitesi gosterdikleri bulunmustur. Ozellikle
ekstrelerin 50 ile 500 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarda etkin aktivite gosterdigi
bulunmustur. Yani yliksek konsantrasyonlarda daha iyi aktivite gosterdigi gozlenmistir.
Bes flavonoid olarak glikozitler-rutin, izokuersitrin, kuersetin 3-(6-acetylglucoside)
astragalin ve kaempferol 3-(6-acetylglucoside) ve klorojenik asit antioksidanlar olarak dut
yapraklarinda bildirilmistir [173]. Kantitatif olarak dut yapraklarinda 6nemli antioksidan
bilesik olarak quercetin- 3 (6-malonylglucoside) tespit edilmistir [174]. Ayn1 zamanda dut

134



yapraklar1 oksidatif modifikasyona LDL direncinin gelistirme yoluyla nakavt fareler LDL
reseptorlerinde aterosklerotik lezyonlarin gelisimini azaltmistir ve bu antioksidan ve
antiaterojenik koruyucu etkiler esas olarak quercetin 3-(6-malonylglucoside)’e atfedilmistir
[175].

Choi ve ark. yaptig1 calismada birkag tibbi bitkinin, antioksidan aktiviteleri ve serbest
radikal temizleme kapasitelerini arastirmiglardir. Diklorometan, metanol veya etanol
ekstraktlarinda, en iyi antioksidan sonuglar belirlenmistir. Katekin, morin, naringenin,
quersetin ve rutin gibi flavonoidler bu c¢alismada standartlar olarak kullanilmis ve test
edilen her numune, lipid peroksidasyon ve ksantin oksidazin engelleyici etkisine bagl ve
DPPH" (1,1-difenil-2-pikril hidrazil radikali)’in serbest radikal temizleyici etkisine karsi
aragtirllmigtir. Bitki ekstraktinin arasinda, Morus alba’nin kok kabugu ve Saururus
chinensis’in yapra8l, Astragali membranaceus, Houttuynia cordata, Polygonatum
odoratum bitkilerinin ekstraktlarindan daha kuvvetli SC50 ve ID50 degerleri gostermistir.
Ayni zamanda, hidrojen peroksitin UV-ile fotolizinden olusan hidroksil radikalleri
tarafindan olusturulan DNA hasarinda koruyucu bir etki gostermistir. TLC (ince tabaka
kromatografisi) ve DPPH" metotlar1 kullanilarak antioksidanlar i¢in hizl bir degerlendirme
ve cesitli serbest radikal temizleme kapasitesine sahip olan bitki ekstraktlar1 ¢alisilmistir
[176].

Taze meyve ve sebze tiiketimi ile koroner kalp hastalig1 riskini azaltabilinmektedir.
Disiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu aterosklerozda bir rol oynar: bu nedenle
oksidatif LDL (oxLDL)’nin olusumu ne kadar azsa, koroner kalp hastaliklar1 (KKH) alt
olusum o kadar azdir. Dut, Morus alba L.’nin meyveleri, KKH onlenmesi i¢in Cin tibbinda
etkili olarak kullanilmaktadir. Ancak bu islemin mekanizmasi belirsizdir. Dut ekstraktlari,
dut suyu ekstresi ve dut antosiyanin-zengin ekstresi, in vitro antioksidan ve anti-
atherosklerogensis yeteneklerini sergilemistir. Ekstreler ayn1 zamanda bakir iyonlar ile
serbest radikallerin olusumunu azalttigi igin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") radikal
stiptiriici yetenegi gostermistir. Ayrica, ekstrelerin oxLDL tarafindan uyarilan makrofaj
olumiinit (p <0.05) azaltabildigi gézlenmistir. Buna ek olarak, ekstreler kopiik hiicre
olusumunuda (p <0.05) engelleyebildigi ileri strilmustir. Bu bulgular, dut

antosiyaninlerinin atherogensisi azaltmis olabilecegini gostermistir [177].

Cesitli meyve ve sebzelerde dogal bir renklendirici olarak bulunan antosiyoninlerin
cesitli biyoaktivite nitelikleri ve antioksidan Ozellikleri iyi bilinmektedir. Dahasi son

zamanlardaki c¢aligmalar antosiyoninlerin antikanser ve antiproliferatif (cogalmay1
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onleyici) ozelliklerini ortaya koymustur. Bunlardan cyanidin 3-rutinoside ve cyanidin 3-
glucoside, yiiksek metastatik 6zellikli insan akciger kanseri hiicre dizilerinde yapilan in
vitro calismalarda, doza bagli olarak yayilmayi baskilayarak kanser tedavisinde énemli bir

potansiyele sahip olduklarini gostermislerdir [177].

Dut su ekstresi ve dut antosiyanin zengini ekstresinin ana bilesigi, sirasiyla %22.8 ve
%88.5 seviyelerinde antosiyaninlerdir. Duttan elde edilen 2 ekstre (dut su ekstresi ve dut
antosiyanin zengini ekstresi) bakir ile uyarilan LDL oksidasyonunu inhibe etmek icin
gliclii bir etki giictine sahiptir. Ekstreler aterosklerozu énlemek i¢in LDL oksidasyonunu
inhibe etmede onemlidir. Ekstreler makrofaj 6lim ve kopiik hiicre olusumunu hatta oxLDL
olusumunu bile azaltabilir. Ekstrelerin antosiyaninlerin konsantrasyonlarinin LDL
oksidasyonunu, makrofaj o6liimiine baghh oxLDL ve kopiik hiicre olusumu engelledigi
gortilmistir. Bu bulgular, dut antosiyaninlerinin atherogenezisi azaltmis olabilecegini
gostermistir [177].

Singab ve ark. [178], Morus alba kok kabuklarindan hazirladiklar1 flavonoid
bakimindan zengin olan alkollii ekstresinin streptozotosinle diyabet yapilmis sicanlarda
insiilin seviyesini arttirdigini ve lipit peroksidasyonunu azalttigini tespit etmislerdir.

Hansawasdi ve Kawabata [179], Morus alba yapraklarindan hazirladiklari sulu
ekstrenin dijestif bir enzim olan a-glukozidaz, sakkaraz ve maltaz enzimlerini kuvvetli
oranda inhibe ettigini belirlemislerdir.

Kim ve ark. Morus alba’nin (Moraceae) yapraklarindan dokuz flavonoid izole
etmislerdir. Bilesiklerin yapilari, kaempferol-3-O-beta-D-glukopiranosid (astragalin, 1)
kaempferol-3-O-(6"-O-acetyl)-beta-D-glukopiranosid (2), quersetin-3-O-(6"-O-acetyl)-
beta-D-glukopiranosid (3), quersetin-3-O-beta-D-glukopiranosid (4), kaempferol-3-O-alfa-
L-rhamnopiranosil-(1-->6)-beta-D-glukopiranosid (5), quersetin-3-O-alfa-L-ramnopranosil
-(1-->6)-beta-D-glukopiranosid (rutin, 6), quersetin-3-O-beta-D-glukopiranosil-(1-->6)-
beta-D-glukopiranosid (7), quersetin-3,7-di-O-beta-D-glukopiranosid (8) ve quercetin (9)
olarak belirlenmistir. Bilesik 7 ve 9; 1,1 difenil-2-pikrilhidrazil radikalinde 6nemli radikal
temizleme etkisini sergilemistir [180].

Du ve ark. yaptig1 calismada dutun meyvelerinden (Morus alba L.) antosiyaninler
elde edilmistir: siyanidin 3-O-(677-O-0-ramnopiranosil-f-D-glukopiranosid) (C3RG),
siyanidin 3-O-(6[-O-ramnopiranosil-a-D-galaktopiranosid) (C3RGa), siyanidin 3-O-f-D-
glukopiranosid (C3Q), siyanidin 3-O-B-D-galaktopiranosid (C3Ga) and siyanidin 7-O-B-D-
glukopiranoside (C7G). Ham dut antosiyaninlerinin C3G, C3Ga, C7G, C3RG ve C3RGa
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antioksidan aktivitesi 1,1-difenil-2-picrylhydrazyl (DPPH) serbest radikal temizleme
yontemiyle arastirilmistir. Sonuglar Ham dut antosiyaninlerinin, C3G, C3Ga, C3G ve C7G
daha yiiksek DPPH temizleme yetenegi oldugunu gostermistir [181].

Ohsugi ve ark. calismasinda M. alba (su ekstresi) hidroksil radikaline (HO") karsi
kuvvetli temizleme aktivitesi gosterdigi bulunmustur [182].

Tibbi bitkiler ve otlar dogal antioksidanlarin ¢esitli kaynaklar1 olarak umut vericidir.
Bu nedenle, farkli baharatlar ve aromatik otlar biiyiikk bir¢ogunlugunun antioksidan
aktivitesi arastirilmistir. Ozellikle Lamiaceae familyasina ait olan bazi tiirler dogal
antioksidanlar agisindan ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir. Cesitli ¢alismalarda, biberiye,
adacayi, kekikotu ve kekik kuvvetli bir antioksidan aktivite gostermistir [183].

Salvia 88 tiirle Turkiyede bitkilerin en ¢ok ¢esidi olan cinsinden biridir ve yarisindan
fazlas1 endemiktir [184]. Tiirk halk hekimliginde, Salvia tiirlerinin infiizyon soguk
alginligi, karin agrisi ve mide rahatsizliklari tedavisinde kullanilir olmustur [185].

Erdemoglu ve ark. bir ¢calismasinda, Tiirkiyede yetisen dort Lamiaceae tiirii Stachys
byzantina, Salvia viridis, S. multicaulis and Eremostachys laciniata’nin serbest radikal
giderme aktiviteleri DPPH’ serbest radikal testi kullanilarak belirlenmistir. Salvia
multicaulis’in DPPH’ testi sonucunda yiiksek radikal giderme aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Salvia cinsinin bitkileri baslica flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik
diterpenler gibi fenolik bilesikler ve ugucu yag igermektedir [186,187]. Bu nedenle,
ekstraktlardaki bu fenolik bilesikler antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecegi
dustinilmektedir. Bizim c¢alismamizda S. multicaulis’in  yaprak, c¢icek, meyve ve
tohumlarinin su ve etanol ekstrelerinin DPPH’ radikali temizleme aktivitesi sonucunda 50
ile 250 pg/mL konsantrasyonlart arasinda yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Toplam
fenolik bilesik miktar1 tayini sonucunda ise S. multicaulis’in yaprak, ¢icek, meyve ve
tohumlarinin su ve etanol ekstrelerinin sirasiyla 287, 313, 203, 207, 215, 246, 195, 210 pg
fenolik bilesik icerdigi bulunmustir.

Mohammadhosseini ve ark. S. multicaulis ¢icek yaginda yirmi bir bilesen (94,28%)
tespit etmiglerdir: Yedi monoterpen hidrokarbonlar (33,73%), bes oksijenli monoterpenler
(47,79%), sekiz seskiterpen hidrokarbonlar (12,54%) ve bir oksijenli seskiterpen (% 0.22).
1,8-sineol en bol bilesen, ardindan a-pinen (18,32%), kamfor (12.40%), kamfen (% 8.45)
ve bornil asetat (7.89%) tespit etmislerdir [188].

Govde yaginda sekiz bilesen (98,05%) tespit etmislerdir: Ug monoterpen
hidrokarbonlar (% 36.9) ve bes oksijenlenmis monoterpenler (61,15%). Bu yagda yiiksek
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miktarda 1,8-sineol+limonen (24.83%), kamfor (24.20%), a-pinene (20.91%), and kamfen
(13.03%) tespit etmislerdir [188].

Kok yaginda dokuz bilesik (95,37%) tespit edilmistir: iki monoterpen hidrokarbonlar
(10,96%), dort oksijenlenmis monoterpenler (75,43%), iki seskiterpen hidrokarbonlar
(5.56%) ve bir oksijenlenmis seskiterpen (3.66%). Yagda yiiksek miktarda borneol
(48,75%) ve akabinde kamfor (17,17%), 1,8-sineol (% 7,96) ve a-pinen (6,59%) tespit
etmislerdir [188].

Tepe ve ark. Salvia cryptantha ve Salvia multicaulis’in esensiyal yaglarini ve
metanolik ekstraktlarmi, potansiyel antimikrobiyal ve radikal temizleme etkilerini
incelemislerdir. S. multicaulis ve S. cryptantha esensiyal yaglarimdan sirayla 47 ve 53
analiz edilmistir. GC-MS ile S. cryptantha ve S. multicaulis yaglarinin 6nemli bilesenleri
a-pinen (18.1 ve% 21.9), okaliptol(15.3 ve% 20.1), kamfor (7.7 ve% 11.0), kamfen (6.4
and 7.8%) ve borneol (4.8 ve 7.3%) izole edilmistir [189].

Kutupsal subfraksiyonunun antioksidan faaliyetleri ve esensiyal yagi, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazille (DPPH), hidroksil radikal temizleme ve lipit peroksidasyon testleri
kullanilarak teshis edilmistir. Metanol ekstraktinin kutupsal olmayan subfraksiyonu ve
ozellikle esensiyal yaglari, antioksidan aktivite gostermistir. Sonu¢ olarak, .
cryptantha’nin ve S. multicaulis’in yaglari, patojenik mikroorganizmalarmin biiyiimesini
engellemis ve serbest radikaller temizleme kapasitesine sahip oldugunu gozlenmistir. in
vitro tayinlerde sonuclar1 gostermektedir ki S. multicaulis esansiyel yagi ve metanolik
ekstraktlar1 S. cryptantha’dan daha fazla antioksidan 6zellikleri sahip oldugu goralmustiir.
Her iki bitkinin u¢ucu yaglari metanolik ekstraktlardan daha gii¢lii aktivite gostermistir.
pozitif kontrol, curcumin, askorbik asit ve BHT ile karsilagtirildigi zaman, ugucu yaglar
daha fazla serbest radikal temizleme ve lipit peroksidasyon aktivitesi gostermistir [189].

Tiurkiye’de yetisen 14 Salvia (Lamiaceae) turiinden (Salvia albimaculata, Salvia
aucheri Bentham var. canescens Boiss and Heldr, Salvia candidissima Vahl. ssp.
occidentalis, Salvia ceratophylla L., Salvia cryptantha Montbret and Bentham, Salvia
cyanescens Boiss and Bal., Salvia frigida Boiss, Salvia forskahlei L., Salvia halophila
Hedge, Salvia migrostegia Boiss and Bal., Salvia multicaulis Vahl., Salvia sclarea L.,
Salvia syriaca L., Salvia verticillata L. ssp. amasiaca) elde edilen petrol eteri, kloroform,
etil asetat ve metanolla hazirlanan ekstraktlarin in vitro antikolinesteraz ve antioxidant
faaliyetleri arastirilmigtir [190]. Orhan ve ark. calismasina gore, S. multicaulis’in etanol

ekstresi ksantin oksidaza karsi %100 inhibisyon gosterirken, metanol ekstresi %73.3
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inhibisyon gostermistir. DPPH radikaline karsi ylizde inhibisyon degerleri; petrol eteri
ekstresinde %4.9, kloroform eksterinde %26.8, etil asetat ekstresinde %85.3, metanol
ekstresinde %92.6 olarak bulunmustur [190]. Yaptigimiz c¢alismalar sonucunda S.
multicaulis’in 250 pg/ml’lik konsantrasyonlardaki ekstrelerinin DPPH radikaline karsi
yiizde inhibisyon degerleri, yaprak etanol ekstresinde %90,7, meyve etanol ekstresinde
%87, yaprak su ekstresinde %84, meyve su ekstresinde %75, ¢igek su ekstresinde %75,
tohum su ekstresinde %47, tohum etanol ekstresinde %42 bulunmustur.

Salvia cinsinin bitkileri baglica flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik diterpenler gibi
fenolik bilesikler ve ugucu yag icermektedir [186,187]. Bu nedenle, ekstraktlardaki bu

fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2. In vivo Ortamda Bitki, Ekstraktinin Etkisi

Calismamizda ti¢ farkli bitkinin farkli kisimlarmin su ve etanol ekstrelerinin
antioksidant aktivileri, farkli metodlarla incelenmis ve yapilan antioksidant aktivite
testlerinin sonuglarma gore en fazla antioksidant aktivite gosteren bitkinin Pistacia
terebinthus tiriiniin ¢igeklerinin olduguna karar verilmistir. Bu nedenle de yaptigimiz in
vivo deneylerde P. ferebinthus’ un ¢iceklerinin ekstresinin kullanilmas: uygun
bulunmustur. Etanoliin ratlarda olusturabilecegi depresyon (doza bagimli), duyarsizlik,
anestezi, narkoz, koma, solunum yetmezligi ve 6lum, asidoz, elektrolit bozukluklari, goz
ile tist hava yollar irritasyonu gibi daha bir¢ok endikasyonlari nedeyle de ekstraksiyon
isleminin su ile yapilmasi yani P. terebinthus’ un c¢iceklerinin su ekstresinin ratlara
uygulanmasina karar verilmistir.

Calisma sonunda kullandigimiz bitki ekstresinin Wistar ratlarda farklt dokularda
farklh parametreler {izerinde etkili oldugunu gézlemlenmistir. Bu bitkinin oksidatif strese
maruz kalan dokularda LPO’yu o6nlemedeki etkileri oOncelikli olarak arastirilmistir.
Arastirma sonucunda P. ferebinthus ekstraktinin bobrek ve beyinde olusturulan LPO’ya
kars1 koruyucu etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.8). Bu etkinin ise 6zellikle
bitkinin icerdigi fitokimyasal bilesiklere bagli olarak agiga ciktig1 diistiniilmektedir.
Bununla beraber P. terebinthus ekstresinin lipit peroksidasyonu {izerindeki bu olumlu
etkilerinin yan1 sira dokulardaki glutatyon ve toplam protein diizeyleri tizerindeki etkileri
de arastirllmistir. Calisma ile P. ferebinthus ekstresinin beyin glutatyon seviyesi disinda

tim dokularda glutatyon ve total protein seviyesi {izerinde olumlu etki gosterdigini ve
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miktarlarinda artisa neden oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, kullanilan ekstrenin
dokulardaki LPO seviyesi tlizerinde gostermis oldugu etki ile paralellik gostermekte olup
calismamizda kullandigimiz bitki tiirtiinin  LPO’yu 6nleme 6zelliklerinin  yaninda
antioksidant molekiillerin aktiviteleri tizerinde de olumlu etkilere sahip olduklarini
gostermektedir.

Bu distincemizi destekleyen bitkisel kaynakli ¢ogu aragtirmada da deneysel asamada
kullandigimiz benzer dokular tizerinde olusturulan oksidatif strese karsi fitokimyasallarin
koruyucu 6zelliklerinin yaninda antioksidan molekiillerin aktivitesini arttiric1 yonde etkili
olduklar1 ortaya konmustur. Ozsahin’in yapti§1 ¢alismada kayis1 ve iiziim ekstraktinin
serum, eritrosit, karaciger, bobrek ve beyinde olusturulan LPO’ya karst koruyucu
etkilerinin oldugunu tespit etmistir. Calismada kayis1 ve tiziim ekstraktinin eritrosit
disindaki tim dokularda glutatyon ve total protein seviyesi tizerinde olumlu etki
gosterdigini ve miktarlarinda artisa neden olduguda saptanmistir [191]. Giilgin’in
calismasinda mide tlseri olusturulan ratlarda 1sirgan otunun su ekstresinin mide muokoza
iilserini %61.1’e kadar engelledigi tespit edilmistir [192]. Seif-El-Nasr ve ark. yaptigi
calismada mabet agact ekstraktinin lipit peroksit ve fosfolipit igerigini azaltmay1
basardiklarin1  bildirmiglerdir [193]. Bakirel ve ark. c¢alismasinda deneysel
hiperkolesterolemi ve arterioskleroz olusturulmus tavsanlarda histopatolojik olarak,
bitkinin Arterio torakalis’te arteriosklerotik ve karacigerde hidropik dejenerasyon ve yagh
degisim lezyonlarmin gelisim derecelerini azalttigi goriilmistiir.  Sonugta Pistacia
terebinthus L. nin hiperkolesterolemik tavsanlarda hipolipidemik bir etkiye sahip oldugunu
ortaya koymuslardir [164]. Feng ve ark., [194] calismalarinda yeni dogan ratlarda tiziim
cekirdek ekstraktinin beyinde hipoksi iskemik hasari azalttigini ve lipid peroksidasyonunu
onledigini bildirmislerdir. Buna ilaveten Hwang ve ark. [195] yetiskin gerbillerde 6n beyin
iskemik hasarinin 5 dakika sonrasinda noronal hasara karsi tiztim cekirdek ekstraktinin
hasar1 azaltict etkisi oldugunu saptamislardir. Oboh ve ark., [196] in vitro sartlarda beyin
dokusunda Fe'" ile indiiklenen lipit peroksidasyonuna karsi yesil ve kirmizi biberlerin
koruyucu etkisini arastirmislardir. Biber ekstraktinin rat beyninde hem basal hem de Fe'"
ile indiklenen lipit peroksidasyonunda MDA olusmunu oOnemli Ol¢tide azalttigini
belirlemislerdir. Bu koruyucu etkinin ise biberlerin igerdigi fenolik bilesiklere bagli olarak
olustugunu ileri stirmiislerdir.

Konyalioglu ve Karamenderes [197] Tirkiye’de dogal olarak yetisen Achillea

(civanpercemi) bitkisinin insan eritrosit ve l6kositlerinde H,O; ile indiiklenen oksidatif
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strese karst koruyucu etkisini arastirmiglardir. Calisma sonunda Achillea tiirlerinin lipit
peroksidasyonunun 6nlenmesinde dogal bir antioksidan kaynagi oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica bu bitki tiirlerinin igerdikleri flavonoid ve total fenol icerigine baglh olarak ertirosit
ve lokositlerde GSH seviyesini ¢ok yiiksek oranda arttirdigini gostermislerdir. Eritrositler
tizerinde yapilan baska bir arastirmada ise Magnifera indica’nin H,0, ile indiiklenen lipit
peroksidasyonuna karsi eritrositlerde direng olusturdugu belirlenmistir [198].

Bhatia ve Jain [199] fare karacigerinde oksidatif stres durumunda ispanak bitkisinin
LPO ve GSH iizerinde azaltici etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Dixit ve Kar [200]
baz1 bitki kabuklarinin (kabak, turp, havug, bezelye) ferik siilfat, hidrojen peroksit ve
karbon tetrakloriir ile olusturulan lipit peroksidasyonuna kars1 karacigerde koruyucu
etkilerinin oldugunu, bu degisimin ise ¢alismalarinda kullandiklar1 bitki kabuklarinin
icerdigi polifenol ve flanonoid igeriginden kaynaklandigini bildirmislerdir. Bagchi ve ark.,
[201] ¢aligmalarinda lipit peroksidasyonuna kars1 {iziim ¢ekirdeklerinin hem karaciger hem
de beyin dokularinda MDA seviyesini azalttigini ve bu azalmanin tiziim cekirdeginin
miktarina baglh olarak olustugunu saptamislardir. Bu etkinin ise iiziim ¢ekirdeklerinin,
basta antosiyaninler olmak tizere igerdigi fenollere bagli olarak agiga ¢iktigini
bildirmislerdir.

Durak ve ark., [202] ise siyah {iztimiin plazmada antioksidan seviyeyi giiclii bir
sekilde arttirdigin1 goézlemlemislerdir. Ayrica ¢alisma ile siyah tiziim tiiketiminin alkole
duyarli insanlarda sarap tiiketimine gore kanda antioksidan savunmayir daha fazla
arttiracagini  bildirmislerdir. Baska bir calismada da tiziimde bol miktarda bulunan
resveratroliin bobrekte olusan proteiniiri, hipoalbumini ve hiperlipidemiyi baskiladigi
bildirilmistir [203]. Yilmaz ve ark. yaptig1 calismada P. ferebinthus’da da resveretroliin
bulundugunu saptamislardir [153].

Miura ve ark., [204] serum lipit peroksidasyon seviyesinin resveratrol tarafindan
onemli 6l¢lide onlendigini ortaya koymuslardir. Skrzydlewska ve ark., [205] yesil ¢ayin
ratlarda serum, beyin ve karaciger dokularinda lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu
etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda yesil ¢ayin karacigerde glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz seviyelerini arttirdigini, lipit peroksidasyon markerlari olan LOOH, 4-
HNE ve MDA’y1 ise azalttigini, buna ilaveten glutatyon seviyesinde de diisiis meydana
getirdigini saptamislardir. Serumda ise yesil cayin glutatyon seviyesini az miktarda
arttirdigini, MDA seviyesini  ise bunun aksine Onemli derecede azalttigini

gozlemlemislerdir. Aym1 c¢alismada merkezi sinir dokusunda SOD ve Glutatyon Px
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aktivitesinin azaldigii buna karsilik yesil cay iciminden sonra CAT ve glutatyon rediiktaz
aktivitesinin arttigin1 belirlemislerdir. Ustelik LOOH, 4-HNE ve MDA seviyelerinin
onemli miktarda azaldigimi da tespit etmislerdir. Farkli dokulardaki lipit peroksidasyonu
sonucu olusan hasarlari bu dokularin hiicre biyomembranlarindaki degisikliklerden dolay1
farkli sonug¢landig1 diisiincesini ileri siirmiislerdir. Ayrica ¢aligmalar ile bitkilerin doku
tizerindeki bu olumlu etkilerinin igerdigi flavonoidler gibi fitokimyasal bilesiklerden
kaynaklandigin1 bildirmislerdir. Bu polifenollerin gastrointestinal sistemde emiliminin
olduke¢a fazla diizeyde olmasindan dolay1 diger dokularda serumdan daha hizli bir sekilde
etki gosterdikleri sonucuna varmislardir. Onceki yapilan hayvan deneylerinde diyetle
verilen katesinin emiliminin sinirl oldugu gosterildigi i¢in serumda epikatesin ve katesin
varliginin 4-HNE ve MDA seviyesini diistirdiigiinii ileri stirmiislerdir. Bunun nedeninin
ise; katesinin bagirsakta emiliminden o6nce bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan
heterosiklik halkasal yapilarinin tahrip edilmesi oldugunu bildirmislerdir.

Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglar bu caligmalar1 destekler sekildedir.
Yaptigimiz c¢alismada, karaciger, kas ve beyin dokularinda H,O, verilen gruplarda
glutatyon seviyesinin azaldig1 belirlenmistir. Karaciger, bobrek, kas ve kalp dokularinda
bitki ekstrakti verilen gruplarda ise glutatyon seviyelerinde artma goézlenmistir. Bu
glutatyon seviyelerindeki artisin H,O,’ye karsi olusturulan bir adaptasyon mekanizmasi
oldugunu diistiniilmektedir. Glutatyon oksidatif strese karsi savunmanmn en Onemli
basamagini olusturmaktadir [69]. Oksidatif stresin zayif oldugu durumlarda devreye giren
adaptasyon mekanizmalar1 sonucunda GSH diizeyi artmaktadir. Ancak; oksidatif stresin
giiclii oldugu durumlarda zayiflayan adaptasyon mekanizmalarina ve artan GSSG
olusumuna bagli olarak GSH diizeyi azalmaktadir [70]. Hiicre igerisinde GSSG’nin GSH’a
rediiksiyonunu katalizlemekle gorevli olan enzim, glutatyon distlfid rediiktaz (G; EC
1.6.4.2) olarak bilinmektedir. Sitosole yerlesen enzim, aktivitesi sirasinda bir kofaktor olan
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat’a (NADPH) gereksinim duymaktadir. Normal
fizyolojik kosullar altinda GSSG, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)-bagimli
bir enzim olan glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.2.4) tarafindan GSH’a indirgenir ve bu
sekilde bir redoks dongiisi meydana gelir. Hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz
kaldiginda GSH/GSSG oraninda azalmalar meydana gelir [206]. Boylece reaktif oksijen
tiirlerine olan duyarliligin artmasi ile antioksidan savunma sistemi basarisizliga ugrayarak
glutatyon miktarinda azalma gercgeklesebilir. Buna karsilik bobrek ve kas dokularinda

H,0, reaktifi verilen gruplarda ise glutatyon miktarinda bir azalma olmamigstir. Bunun
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nedeni olarak da H,O, reaktifinin dokudaki konsantrasyonundan ve dokunun yapisindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. GSSG miktarinin artmast durumu ise NADPH
tiretim yollarindaki herhangi bir bozuklugu gostermekte veya enzimin inaktivasyonu
sonucu hiicre ici GSH miktariin azalmasi anlamina gelmektedir. Hiicre tipine bagh olarak
GSH’1n hiicre i¢i derisimi yaklagik 0.5-10 mM diizeyindedir. Karaciger derisimi 4-8
mM’dir. Hiicrede total GSH’in %5’inden daha az1 okside formda bulunur [207]. GSSG
hayvansal hiicrede protein sentezini inhibe edebilmektedir. GSSG’nin bu etkisi hiicrede
intraselliiler GSSG diizeylerinin neden normalden ¢ok diisiik oldugunu ve eritrositler,
karaciger ve kalp gibi organlardan plazmaya neden GSSG salindigini agiklamaktadir. GSH
metabolik ¢evrimde sabit bir oranda korunur. insan eritrositlerinde yar1 omrii 4 giin, sigan
karacigerinde ise 3 saattir. Eritrositlerdeki dongiisii safraya GSSG veren karacigere benzer
olarak ATP-bagimli bir transport sistemi ile plazmaya hiicrelerden GSSG’nin taginmasini
icerir. Karaciger de siirekli olarak plazmaya GSH vermektedir [147]. Cesitli organ ve
dokulardaki GSH icerigi dusiik molekiiler agirlikli tiyoller ve total non-proteinlerin en az
%90’1m1 olusturmaktadir. Karacigerin GSH icerigi bobrek ve testislerden yaklasik iki kat,
akcigerden yaklasik {i¢ kat daha fazladir [207]. Beyindeki GSH derisimi 1-3 mM’dir. Bu
organdaki GSH homeostasisi baskin olarak GSH yapitaglarinin beyin igerisindeki
sirkiilasyonu ile saglanmaktadir. Bununla birlikte beyinde GSH sentezi i¢in gereken
yapitaglar1 kan-beyin engelini gecerek beyne ulasmaktadirlar [208].

P. terebinthus ekstresinin Wistar ratlarin yag asidi bilesimi tizerindeki etkileri
karsilastirildiginda; bobrek dokusunda 22:6 ve 20:4 yag asitlerinin disindaki tim yag
asitlerinin kontrole gore azaldigi ve bu azalmanin PT grubunda daha belirgin oldugu
gozlemlenmistir. Buna karsilik karaciger dokusunda stearik asit disindaki tim yag
asitlerinin kontrole gore HP grubunda arttigi gozlenmistir. 18:0 yag asidi miktar1 HP
grubunda azalmistir. 16:0, 18:0, 18:1, 22:6 yag asitleri seviyeleri bitki ekstresi verilen
gruplarda azalirken, 18:2, 20:4 yag asitleri seviyeleri ise artmistir. Beyin dokusunda tiim
yag asitlerinin seviyelerinin kontrol grubuna gére HP grubunda azaldigi, buna karsilik bitki
ekstresi verilen gruplarda arttig1, 6zellikle bu artisin PH grubunda ¢ok daha belirgin oldugu
tespit edilmistir. Kas dokusunda yag asiti seviyelerinin HP ve PH gruplarinda kontrol
grubuna gore arttigl tespit edilmistir. PT grubunda ise sadece 20:4 ve 22:6 yag asidi
seviyelerinin arttigi diger yag asidi miktarlarinin  degismedigi saptanmistir. Kalp
dokusunda 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 yag asitlerinin seviyelerinin HP grubunda arttigi, buna

karsilik bitki ekstresi verilen gruplarda tim yag asitlerinin azaldigi gozlenmistir.
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Ozsahin’in ¢alismasinda da bulgularimiza benzer sonuclar gozlenmistir. Kayis1 ve tiziim
ekstraktinin ratlarin yag asidi bilesimi tizerindeki etkileri karsilastirildiginda; bobrek
dokusunda tiim yag asitlerinin kontrole gore azaldigi, buna karsilik serum, karaciger ve
beyin dokularinda biitiin yag asidi degerlerinde artis oldugu bulunmustur [191].

Insanlarin da iginde yer aldign memeli grubunda iki farkli yag asiti metabolizmasi
etkili olmaktadir. Bunlardan birincisi viicutta karbonhidrat ve aminoasit onciillerden de
nove olarak sentezlenen ve doku fosfolipitlerinde ve depo lipitlerinde yer alan palmitik,
palmitoleik, stearik, oleik, eikosenoik, dokosanoik ve lignoserik asit ile nervonik asitler;
ikincisi ise linoleik (18:2, n6) ve linolenik asitler (18:3, n3) ile baslayan esansiyel yag asiti
metabolizmasidir. Ikinci yag asiti metabolizmasi memeliler i¢in esansiyel yag asiti
metabolizmasi olarak bilinir. Ciinkii bu metabolizmanin baslamasi icin gerekli olan 18:2,
n6 ve 18:3, n3, 6zellikle karasal ortamda yasayan memeli organizmalar i¢in A-12 desaturaz
ve A-15 desaturaz enzimleri bulunmadigl i¢in de nove olarak sentezlenemezler; ancak
besin yoluyla viicuda alinmasi gerekir [39,41,209]. 14:0, 16:0, 18:0, 18:1 gibi yag asitleri
endojen olarak sentezlenen yag asitleridir.

Calismamizda palmitik asit diizeyinin serum, beyin ve kas dokusunda kontrol
grubuna gore bitki ekstrakti verilen gruplarda arttigi, karaciger, bobrek ve kalp dokusunda
azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglardan bitkilerin lipit biyosentezinde gorevli olan asetil
CoA karboksilaz ile yag asidi sentetaz enzimlerinin aktivitesi tizerinde etkili olduklarimi
diistinmekteyiz. Ciinkti palmitik asit yag asidi sentezinde son {iriinii olup, yag asidi sentetaz
enzimi tarafindan sentezlenir. Daha sonra bu madde degisik enzimatik reaksiyonlarla

serbest hale gelir. Palmitik asidin artmasi ise sentez olaymin artisiyla tanimlanabilir.

Hiicrenin ihtiyacina gore fosfolipit, sifingolipit, trigliserit, kolesterol esteri sentezi ve A9
deseturaz (stearoil CoA) enzimi tarafindan palmitoleik asite ¢evrilir ya da elongaz enzimi
tarafindan stearik asit sentezinde kullanilir. Palmitik asit ve stearik asit substrat olarak
kullanilan, stearoil CoA deseturaz enzimi tarafindan palmitik asitten palmitoleik, stearik
asitten oleik asit gibi tek ¢ift bagh yag asitlerin olusumunu katalize eder. Caligmamizda
palmitoleik asidin kontrol grubuna gore bitki ekstrakti verilen gruplarda serum ve kas
dokularinda arttig1 buna karsilik bobrek dokusunda azaldigi gozlemlenmistir. Stearik ve
oleik asit miktarlar1 ise serum, beyin ve kas dokularinda artmis karaciger, bobrek ve kalp
dokularinda azalmistir. Dokulardaki bu artmanin steroil CoA desaturaz enzim aktivitesinin
uyarilmasindan kaynaklandigini, buna karsilik miktarda azalis gosteren dokularda ise bu

enzimin aktivitesinin engellenmesinden kaynaklandigini dusiinmekteyiz. Steroil CoA
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desaturaz enzimi, palmitik asit ve stearik asidi substrat olarak kullanmaktadir. Bu yag
asitlerinden palmitoleik asit ve oleik asit gibi yag asitlerinin olusumu gergeklesir. Bu
enzim aktivitesi diyet, hormonal faktorler ve diger bazi faktorlerden etkilenmektedir.
Steroil CoA desaturaz enzimi endoplazmik retikulum membranina bagli bir enzim oldugu
icin bu olaylarin ger¢eklesmesi endoplazmik retikulumda meydana gelir. Doymus yapida
olan palmitik asit ve stearik asidin doymamis formu olan tek-¢ift bagl palmitoleik ve oleik
asit formuna doniistiirilmesi hiicredeki denge i¢in ¢ok Onemlidir. Stearik yag asidi ise
palmitik asit yag asidinden zincir uzatilma reaksiyonlariyla sentezlenmektedir. Bu enzim

hiicre membrani yapisinin akiskanligimin korunmasinda olduk¢a 6nemli bir konumdadir.

Yag asidi sentetaz ve A9 deseturaz enzimlerinin aktiviteleri farkli diyetlerle beslenme,
degisik hormonlar ve diyetteki ilave maddeler tarafindan etkilenmektedir [210]. Bizim
sonuclarimiza benzer sonuglar baska bir calismada da gosterilmistir. Ozsahin’in buldugu
sonuclara gore, palmitik asit diizeyinin bobrekte azaldigi, karaciger beyin ve serum
dokularinda kontrol grubuna gore meyve ekstrakti verilen gruplarda arttig1 tespit edilmistir.
Palmitoleik asidin ise serum ve bobrek dokularinda azaldigi buna karsilik karaciger ile
beyin dokularinda arttigi gézlemlenmistir. Ozellikle meyve ile reaktif (kayisi, tiziim +
fenton reaktifi) verilen gruplarda artisin cok daha anlamli oldugu bulunmustur [191].
Insanlarda ve memeliler grubunun diger iiyelerinde de nove olarak sentezlenen ve
monoenoik yag asidi sentezi disindaki, diger yag asidi metabolizmasi, asir1 doymamis yag
asitlerinin sentezlendigi, esansiyel yag asiti metabolizmasidir. Esansiyel yag asiti
metabolizmas1 biitiin dokularda 18:2, n6 ve 18:3, n3 yag asitleriyle baglar. Bu yag

asitlerinin metabolizmasi zincir uzatilmasi ve hidrokarbon zincire ¢ift bag girisini saglayan

12
enzimlerin aktivitesiyle devam eder. 18:2, n6 ve 18:3, n3 yag asitleri, memelilerde A

15
desaturaz ve A desaturaz enzimleri bulunmadigi i¢in bu yag asitlerini sentezleyemezler.

Bunlar besinler yoluyla memeliler tarafindan alindigi icin esansiyal yag asidi olarak

bilinirler. Bu yag asitleri, memelilerin hiicrelerinde bulunan A6 desaturaz ve AS desaturaz
enzimlerinin aktivitesiyle, linoleik asitler (18:2, n6), eikosadienoik asit (20:2, n6)
cikosadienoik asit (20:3, n6), arasidonik asit (20:4, n6), dekosadienoik asit (22:2, n6),
dekosatetroenoik asit (22:4, n6), dekosapentaenoik asit (22:5, n6) gibi daha uzun zincirli ve
asirt doymamis yag asitlerinin meydana gelmesini katalize ederler.18:3, n3 bu enzimler
tarafindan kullanilmasiyla steridonik asit (18:4, n3), eikosadienoik asit (20:5, n3),

dekosadienoik asit (22:5, n3) ve dekosaheksaenoik asit (22:6, n3) gibi uzun zincirli ve asir
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6 5
doymamis yag asitlerinin olusumu meydana gelir. 18:2, n6 ve 18:3, n3 asitlerin A ve A

desaturaz enzimleri tarafindan substrat olarak kullanildigi ve zincir uzatilmasinin meydana

geldigi metabolik yola A6 desaturazyon yolu adi verilir [39,41,44,209,210]. Serbest
radikaller, hiicredeki doymamis yag asitleri, DNA molekiilleri ve protein molekiillerindeki
stilfidril baglariyla reaksiyona girerek hiicre ve dokulara zarar verir [211].

Aragsidonik asit, linoleik asitten delta 6 desaturaz yoluyla sentezlenen bir yag asididir.
Arastirmalarimiz sonucunda bobrekte linoleik asit miktarinin bitki gruplarinda azaldigi,
arasidonik asit miktarinin ise PT grubunda azaldigi, PH grubunda anlamli bir farklilik
bulunmadigi, buna karsilik serum, karaciger, kas ve beyinde ise linoleik asit miktarindaki
artisin yani sira arasidonik miktarinda da artis oldugu belirlenmis olup, bu durumun ortaya
cikmasinda sentez disinda bagka faktorlerin de etkili oldugu sonucunu akla getirmektedir.
Serum, beyin ve kas dokularinda kontrole gére PH grubunda artma HP grubundakinden
daha fazla oldugu i¢in bitki ekstraktlarinin H,O,’ye kars1 esansiyel yag asitlerini koruma
yontinden olumlu etki gosterdigi diistintilmektedir. Hem linoleik hem de arasidonik asit
miktarindaki azalis, eikosenoidlerin sentezi ile ilgili olabilir. Ciinkii eikosenoidler
aragidonik asidin lipoksigenez ve siklooksigenaz enzimleri tarafindan kullanilarak
l6kotrienler ve prostoglandinlere doniistiiriilmesini saglarlar. Arasidonik asidin azaligi bu
metabolik yolun aktif olmasiyla agiklanabilir. Delta 6 desaturasyonun bagka bir son {irtinii
olan dokosahekzaenoik asidin ise karaciger ve kalp dokularinda miktarinin 6nemli bir
farklilik gostermemesine karsilik, diger dokularda miktarinin arttig1 ve PH grubunda artisin
daha anlamli oldugu belirlenmistir. Ayrica patolojik sartlarda bu yag asit diizeyinin
yiikseldigi bildirilmistir. Bunun sebebi olarak ise bu maddenin sentezinde gérev yapan
enzimin hastalik faktorlerinden etkilendigi ileri siiriilmiistiir [44]. Ozsahin’in yaptigi
calisma sonucunda ise bobrekte kayisi va liziim ekstraktlart verilen gruplarda kontrol
grubuna kiyasla, linoleik asit ile arasidonik asit miktarinin azaldigi buna karsilik serum,
karaciger ve beyinde ise linoleik ve aragidonik asit miktarmin arttig1 belirlenmistir [191].
Salvia hispanica bitkisi ile beslenen siganlarda serumda linoleik asit igeriginde farklilik
bulunmamustir, fakat arasidonik asit anlamli derecede duisiik miktarda bulunmustur. Chia
bitkisi ile beslenen ratlarda -3 (a-linolenik asit) yag asidi miktar1 artmis, ®-6/®-3 orani
azalmistir.

Kullandigimiz ekstraktlarin Wistar ratlarin vitamin ve kolesterol degerleri tizerindeki
etkileri karsilastirildiginda; tiim vitamin degerlerinin farkli dokularda farkli miktarlarda

bulundugu gozlemlenmistir. Serumda A, E, D3 ve K1 vitaminlerinin seviyelerinde kontrol
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grubuna gore HP grubunda anlamli olarak azalma bulunmus, PT ve PH gruplarinda ise A
ve E vitaminlerinde anlamli olarak artma bulunmustur. Karacigerde HP grubunda Kl
vitamini azalmis, diger vitaminler artmistir. Bitki gruplarinda ise a-tokoferol asetat miktari
azalmis, diger vitaminler ve kolesterol miktar1 artmistir. Bobrekte K1 ve K2 seviyeleri HP
azalmis, retinol seviyesi artmistir. PT grubunda K2 vitamini artmis, D2 ve retinol miktari
azalmigtir. PH grubunda ise biitiin vitaminler artis gostermistir. Kolesterol ise biitiin
gruplarda azalmistir. Beyinde Kolesterol ve [-sitosterol seviyeleri biitiin gruplarda
artmistir. K1 vitamini HP ve PT grubunda artmis, a-tokoferol sadece PT grubunda
atrmistir. Kasta Kolesterol ve B-sitosterol seviyeleri biitiin gruplarda artmistir. K1, K2 ve
a-tokoferol miktarlar1 biitin gruplarda artmis, D3 vitamini bitki gruplarinda azalmistir.
Retinol ise sadece HP grubunda artmistir. Kalpte K1 vitamini bitki gruplarinda azalmis,
K2 ise HP ve PT gruplarinda artmistir. D2 vitamini biitiin gruplarda azalmis, D3 vitamini
HP grubunda artmis PT ve PH gruplarinda azalmistir. a-tokoferol miktar1 PT grubunda
azalmistir. [B-sitosterol seviyeleri biitiin gruplarda azalmistir. Kolesterol sadece HP
grubunda artmistir. Retinol ise HP ve PT gruplarinda artmistir. Domitrovic ve ark., [212]
calismalarinda zeytin ve musir yagi ile beslenen farelerde diyete demir ilavesinin
karacigerde retinol ve a-tokoferol miktarlar {izerine artisa neden oldugunu bildirmislerdir.
Cesitli calismalarlada demir yoniinden yetersiz bir diyetle rat karacigerinde ve plazmasinda
retinol seviyesinde azalmaya neden oldugu ortaya konmustur [213,214]. Bizim
calismamizda da a-tokoferol miktarimin bitki ve H,O, reaktifi igeren gruplarda artmasinin
bu sonuglari dogrular sekilde paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Yine Ozsahin’in
calismasinda da D vitamininin serum, karaciger, bobrek, beyin dokularinda belirli
oranlarda arttig1 saptanmistir. a-tokoferol miktarinin da tiim dokularda kontrole gore kayisi
ve lizim gruplarinda arttig1 belirlenirken, a-tokoferol asetat diizeyinin serum ve bobrekte
kontrole oranla azaldig1 ancak karaciger ile beyin dokularinda 6zellikle meyve gruplarinda
arttig1 tespit edilmistir. Retinol diizeyinin ise karaciger, bobrek dokularinda kontrole gore
artt1ig1, beyin dokusunda genel olarak azaldigi gozlemlenmistir [191]. Baska bir ¢calismada
chia (Salvia hispanica) bitkisi ile beslenen sicanlarda serumda linoleik asit igeriginde
farklilik  bulunmamistir, fakat arasidonik asit anlamli derecede dusiik miktarda
bulunmustur. Yine chia bitkisi ile beslenen ratlarda ®-3 (a-linolenik asit) yag asidi miktari
artmig, 0-6/w-3 orani azalmistir [215]. Orta zincirli doymus yag asitleri, 6zellikle miristik
asit (14:00) ve palmitik asit (16:00) hindistan cevizi yagi beslenen ratlarin serum

lipitlerinde anlamli olarak yiiksek bulunmustur. On sekiz karbonlu yag asitleri, 6zellikle
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stearik asit (18:0), zeytinyag1 veya hindistancevizi yagi ile beslenen sicanlarda serum
lipitlerinde yiiksek bulunmustur. Oleik asit (18:1 N9) diizeyleri zeytinyagi ile beslenen
ratlarin serum lipitlerinde yiiksek bulunmusgtur. Linoleik asit (18:02 n6) ve arasidonik asit
(20:04 n6) miktarlar1 hindistan cevizi yagi ile beslenen sicanlarda serum lipidlerinde
yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde, Uzun zincirli yag asitleri, hem 24:0 gibi doymus ve
hem de 22:2, 22:5 and 22:6 gibi doymamis yag asitlerininde yiiksek oldugu saptanmistir
[216].

Kolesterol miktarlarinin dokularda kontrol grubuna gore karsilastiriimasinda,
karacigerde, beyinde, kasta bitki gruplarinda arttigi, buna karsilik bobrek dokusunda
azaldigr gozlenmistir. Kalpte ise onemli farkliliklarin olmadigir saptanmistir. Tiim bu
sonuglar kullanilan bitki ekstraktlarindan farkli dokularin farkli diizeylerde etkilendigini,
bunun sonucunda da vitamin ve kolesterol bilesimlerini degistirdigini diisiindiirmektedir.

Yapilan calismalarla da bitki igeriginin dokuda farkli kolesterol profili olusmasina
neden oldugu saptanmustir. Ozsahinin [191] sonuglarinda da kolesterol miktarlarinin
serumda lziim gruplarinda arttigi gozlenmistir. Karacigerde kontrole gore kolesterol
diizeyi tiim gruplarda artmis, bobrek dokusunda ise kayisi ve Uziim ekstrakti verilen
gruplarda kolesterol seviyesinde yine artis oldugu belirlenmistir. Beyinde ise tiim
gruplarda (kayisi, tizim gruplart ve meyve + fenton reaktifi verilen gruplar) kontrol
grubuna oranla kolesterol miktarinda artis oldugu gozlemlenmistir. Ntanios ve Jones [217]
fitosterol icerikli beslenme ile hamsterlarda plazmada kolesterol seviyesinde azalma
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bazi arastirmacilar firosteroller igerisinde o6zellikle B-
sitosteroliin plazmada kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir
[218]. Bitkisel sterollerin kolesterol {iizerindeki bu etkilerinin yan1 sira fenolik
bilesiklerinde kolesterol tizerinde olumlu etkilerinin oldugu yapilan c¢aligmalar ile
belirlenmigtir. Tebib [219] tiziim ¢ekirdeklerinin igerdigi tannin flavonoidinin plazma
kolesteroliine karsi koruyucu etki gosterdigini saptamistir. Bowers ve ark., [220] bir
fitoestrojen olan resveratroliin kanser olusumu ve gelisimini 6nledigini ayrica kolesterol
seviyesini de diistirdiigiinii ileri stirmiistiir. Laden ve Porter [221] resveratroliin kolesterol
biyosentezini inhibe ederck kalp hastaliklarina karsi koruyucu etkisi oldugunu rapor
etmislerdir. Zern ve ark., [222] ise ¢aligmalarinda kontrol ile karsilastirildiginda tiziim ile
beslenen deney grubunda hepatik agil CoA kolesteril agiltransferaz aktivitesinin %27
oraninda azaldigini ortaya koymuslardir. Bu sonuca paralel olarak iiziim ile beslenen gunia

piglerde kolesterol seviyesinin %33 azaldigin1 gézlemlemislerdir.
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Tim bu arastirmalarin aksine bizim c¢alisgmamizda kullandigimiz ekstraktlarin
dokularda kolesterol miktarin1 arttirmasi oldukca sasirtict bir sonuctur. Bu artigin
nedenlerinden biri olarak kullandigimiz bitkinin igeriklerinin kolesterol biyosentezini
aktive edici o0zellik gosterdigini dustinmekteyiz. Bunun yaninda yapilan biitiin
aragtirmalarda bitkisel sterollerin ve fenolik bilesiklerin kolesterol dusiiriicii etkisi oldugu
bildirilmektedir. Ancak bizim ¢aligmamizda bu bilesikler kolesterol seviyesini azaltmada
yukarida da belirttigimiz gibi olumlu bir etki gésterememistir. Bunun bir diger nedeninin
ise bitkide bulunan fitosterol ve fenollerin dokularda yeterli miktarlarda bulunmamasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir.

Calismamiz sonucunda kullandigimiz bitki 6meginin in vivo ortam sartlarinda bu
bitkinin lipit peroksidasyonunu 6nlemede etkili olduklar1 ortaya konmustur. Kullandigimiz
bitkinin bu sonuca Wistar ratlarda yag asidi ile vitamin profilleri ve glutatyon ile total

protein miktarlar izerindeki etkileri de arastirmamizda belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Her gegen giin, radikallerin ¢esitli hastaliklarin patojenezindeki etkileri ve yeni
antioksidantlar ortaya konmaktadir. Ozellikle radikallerin giiniimiiz tibbim1 en ¢ok
ugrastiran hastaliklar olan diabetes mellitus, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile
yaslanma olayindaki etkileri ¢ok biiytik ilgi uyandirmistir. Hastaliklardaki bu artis insanlari
bitkisel ilaglar gibi alternatif yontemler aramaya itmistir.

Guntumiizde kullanilan ilaglarin 1/4’tniin temel veya tamamlayici etkin maddesi
bitkisel kaynaklidir. Bitkisel ilaglarin, bitkilerin de hiicrelerden olugmasindan dolay1
biyokimya seyrinde mithim uyumluluklar1 vardir. Bu sebeple bitkilerdeki aktif maddeler
zehirli olsalar bile sentetik ilaglar gibi hiicrelerde ani ve kuvvetli tahribat yapmazlar.
Bitkisel kaynakli ilaglarin bu 6nemli etkilerinden dolay1 ¢alismada P. ferebinthus (¢cedene,
menengi¢), M. alba (dut), S. multicaulis (adacay1) bitkilerinin tohum, ¢icek, yaprak, ham
meyve ve meyvelerinin su ve etanol ekstrelerinin antioksidant 6zellikleri incelenmistir.

Cansiz ortamda ¢esitli antioksidant sistemlerde P. terebinthus (¢edene, menengic), M.
alba (dut), S. multicaulis (adagay1) bitkilerinin su ve etanol ekstrelerinin gii¢lii bir
antioksidant kapasiteye sahip oldugu bu ¢alismanin sonucunda bulunmustur. Bitkilerin ilag
endistrisi ve gida katki endiistrisi i¢in dogal antioksidantlarin kolay bulunur bir kaynagi
olarak kullanilabilir. Bununla birlikte numune ekstraktinin antioksidant aktivitelerinden
sorumlu olan bilesenleri tam olarak agik degildir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda
bitkilerin igerdigi aktif bilesikler farkli yontem ve teknikler kullanilarak kimyasal analizleri
yapilabilir ve farmakolojik 6zellikleri incelenebilir. Bitkinin igerdigi aktif bilesikler izole
edilerek canli sistemlerdeki antioksidant 6zellikleri arastirilabilir. Ayrica bitkinin igerdigi
aktif maddeler dikkate alinarak antioksidant aktivitesi ile birlikte baska tedavi edici
ozellikleri de arastirilabilir.

Ayrica, in vivo calisma sonuglarma gore yag asitlerinin miktarlarinda goézlenen
beklenmeyen artislarin sebebini ortaya koymak i¢in ¢alismalar yapilabilir. Bunun igin
farkli doz ve siirelerde dizayn edilmis farkli ¢calismalarla bu farkli sonug¢larin nedenleri
ortaya cikarilabilir.

Calismamizda kullandigimiz ~ ekstraktlarin ~ dokularda  kolesterol =~ miktarini
arttirmasinin nedenleride sonraki g¢aligmalar icin bir arastirma konusu olabilir. Ciinki

bitkilerin igerdigi bitkisel sterollerin ve fenolik bilesiklerin kolesterol disiiriicii etkisi
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oldugu bir ¢ok calismada bildirilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda bu bilesikler kolesterol
seviyesini azaltmada yukarida da belirttigimiz gibi olumlu bir etki gosteremediginden, bu

sonuglarin nedenleri de arastirma konusu olabilir.
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