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OZET

LABADA (Rumex cristatus DC)’NIN ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

Labada (Rumex cristatus DC) Tirkiye’de giinliik diyette yaygin bir sekilde kullanilan
bir bitkidir.

Bu ¢aligmada, labada’nin antioksidan 6zelligi olup olmadig1 ve bitkinin cesitli gelisme
evrelerinde (Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarinda) antioksidan aktivitelerinde
farklilik olup olmadig1 arastirildi. Labada yapraklarindan hazirlanan sulu, etil alkolli ve
etil asetath ekstrelerin antioksidan aktiviteleri indirgeme giicii, serbest radikal giderme
aktivitesi (DPPH), hidroksi radikali giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme
aktivitesi, DMPD radikali giderme aktivitesi gibi ¢esitli antioksidan testleri ile tayin
edildi. Elde edilen sonuclar a-tokoferol asetat, butillenmis hidroksianisol, butillenmis
hidroksitoluen ve Troloks gibi dogal ve sentetik antioksidanlarla karsilagtirildi.
Ekstrelerin total fenolik bilesik ve flavonoid miktarlar1 da tayin edildi. Bunun yani sira
labada yapraklarinda beta karoten igerigi ve askorbik asid tayinleri de yapildi.
Antioksidan aktivitenin ekstrelerin konsantrasyonuyla dogru orantili olarak arttigi

bulundu.

Rumex cristatus DC’nin antioksidan aktivitesinin bitkinin ¢esitli gelisme evrelerinde

farklilik gosterdigi ve en yiiksek aktivitenin Haziran ay1 ekstresinde oldugu saptandi.

Ekstrelerde yapilan biitiin testlerde antioksidan aktivite gozlemlendiginden ve
antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesikler, flavonoidler, beta karoten ve askorbik
asid bakimindan zengin bir bitki oldugu saptandigindan, labada ekstrelerinin dogal bir

antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

ANTIOXIDANT ACTIVITY of Rumex cristatus DC

Rumex cristatus DC is widely used in daily diet in Turkey.

In our study, the antioxidant capacity of Rumex cristatus DC as well as the dependence
of this capacity on different maturing stages of the plant was investigated. The
antioxidant activity of water, ethyl alcohol and ethyl acetate extracts of Rumex cristatus
was investigated by different antioxidant tests such as DPPH radical scavenging
activity, ABTS radical scavenging activity, DMPD radical scavenging activity,
hydroxyl radical scavenging activity and reducing power. All results were compared
with natural antioxidants; a-tocopherol acetate and synthetic antioxidants such as BHA,
BHT and Trolox. Total phenolic and flavonoid contents of all extracts as well as B-
caroten and ascorbic acid contents of the extracts were determined. It is found out that

antioxidant activity of the extracts increased with increasing concentration.

It is observed that antioxidant activity of Rumex cristatus DC depends on different
maturing stages of plant. Generally, June extracts of Rumex cristatus DC showed

maximum antioxidant activity.
It is concluded that Rumex cristatus DC is a fine natural antioxidant source because it

has high antioxidant activity and phenolic compounds, flavonoids, beta caroten and

ascorbic acid contents.
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1.GIRIS

Yasam formlarinin pek ¢ogu icin esansiyel bir molekiil olan oksijenin yasayan dokular
icin toksik etkisi oldugu yeni yeni anlagilmaktadir. Oksijenin toksik etkisi, oksidasyon
tepkimeleri sonucu olusan serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerinden
kaynaklanmaktadir. Yapisinda eslesmemis elektron iceren ve son derece reaktif olan bu
molekiiller, baska molekiillerle reaksiyona girerek onlarmn yapisin1 bozmaktadirlar.
Fazla miktarda serbest radikal olusumu membran lipidleri, hiicresel proteinler, DNA ve
enzimlerin oksidasyonuna neden olarak yikict ve oldiirlicii hiicresel etkilere neden
olmaktadir [1]. 35 yas iistii insanlarda goriilen patolojilerin, % 95’1 serbest radikal

olusumu ve birikimiyle ilgilidir [2].

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina ¢ok sayida hiicre koruyucu enzimler
ile kars1 koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar1 sinirlandirilmaya ¢aligilir.
Viiciittaki hiicre i¢i antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest radikallerin
birbirleri arasindaki iligski bir denge olusturmaktadir [3]. Oksidanlar ve prooksidanlar
arasindaki dengenin oksidanlar lehine kaymasiyla oksidatif stres olusmaktadir.
Oksidatif stres siiresince Tlretilen reaktif tiirlerin yaslanmaya sebep oldugu da
bilinmektedir. Ciinkii yaslanmayla beraber reaktif oksijen tiirlerinin biyomolekiiller

tizerindeki oksidatif hasarinda bir artig s6z konusudur [4].

Gidalardaki yaglarin oksidasyonu gidanin tadinin bozulmasina ve kotii kokulara yol
acar. Bu durumda olusan sekonder ve muhtemelen toksik olan bilesikler, gidanin
kalitesinde bozulmaya neden olur [5]. Gidalardaki bozunmay1 énlemek amaciyla dogal
ve sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Gidalarda en ¢ok kullanilan sentetik
antioksidanlar; butillenmis hidroksianizol, butillenmis hidroksitoluen, propil gallat ve
tersiyer butil hidrokinondur. Sentetik antioksidanlar ucuz olmalari, yiiksek stabiliteleri
ve giiclii antioksidan etki gostermeleri nedeniyle tercih edilmektedirler [6]. Fakat
sentetik antioksidanlarin toksik etki gostermeleri ve tiiketicilerde gida katkilarina olan

bilincin artmasi sebebiyle alternatif dogal antioksidanlara gerek duyulmaktadir.
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Bitkilerde antioksidan 6zellik gosteren fenolikler, flavonoidler ve vitaminler (A, C, E)
bulunmaktadir. Epidemiyolojik calismalar yiliksek oranda fenolik bilesik iceren meyve
ve sebzelerin tiiketilmesinin kalp-beyin damar hastaliklarin1 ve kanseri dnleyebilecegini
gostermistir [7]. Son yillarda dogal beslenmenin yaninda bitkilerle tedavi de Oonem
kazanmistir. Bu amagla halkin gida maddesi olarak kullandig1 ve ayrica halk arasinda
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerin biyokimyasal etkileri incelenerek,
bu kullanimlarinin bilimsel kaynagi olup olmadigi arastirilmaktadir. Bitkilerin diabet,
midevi rahatsizliklar, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklar1 iyilestirici etkilerinin dogal
antioksidanlardan ileri geldigine dair bilgiler literatiirde mevcuttur. Dogal
antioksidanlarin  antibakteriyel, antiviral, antimutajenik [8], antialerjik [9],

antitilserojenik etkileri [10] oldugu da ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Halk arasinda alternatif tipta yaygin kullanimi olan bitkilerin antioksidan aktiviteleri
arastirilmaktadir. Bu nedenle halk arasinda yaygin olarak cesitli amaclarla kullanilan
bitkilerin antioksidan aktivitelerinin ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin yapilarinin

aydinlatilmasi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmustir.

Calismamizda kullanilan labada bitkisinin iilkemizde sebze olarak yaygin kullanimi
vardir. Bu calismada, labada (Rumex cristatus DC)’nin antioksidan igerige sahip olup
olmadigi, farkli polaritedeki ¢oziiciilerde ekstreleri hazirlanarak DPPH radikal giderme,
ABTS radikal giderme, DMPD radikal giderme, hidroksil radikali giderme, ve
indirgeyici glic denemeleri ile tayin edildi. Ayrica bitkide antioksidan aktiviteden
sorumlu oldugu diisiliniilen toplam fenolik bilesik ve total flavonoid miktarlar1 saptandi.
Bunun yani sira bitkilerde bulunan dogal antioksidanlardan olan, askorbik asid ve -
karoten miktarlar1 saptandi. Calismada labadanin farkli olgunlasma doénemlerinde,
Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarinda antioksidan aktivitesinin, fenolik ve
flavonoid bilesen igeriginin, icerdigi askorbik asid ve B-karoten miktarlarinin farklilik
gosterip gostermedigi incelendi. Bunun i¢in Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylart gibi
farkl1 donemlerde toplanan bitkinin sulu, etil alkollii ve etil asetath ekstreleri hazirlandi.
Elde edilen veriler standart antioksidanlar ile karsilastirilarak labadanin iyi bir

antioksidan kaynagi olup olmadig tartisildi.
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2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER

Bir ya da daha fazla sayida eslesmemis elektron igeren atom veya molekiillere serbest
radikaller denir. Bu tip maddeler, eslesmemis elektronlar1 nedeniyle oldukga kararsiz ve
cok reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller 6nemli role sahiptirler. Serbest
radikaller herhangi bir etkilesime girerek elekton alirlar ve elektron verirler. Serbest
radikaller anyonik, katyonik ve noétral olabilirler. Serbest radikal reaksiyonlar1 hayvanlar
ve bitkiler i¢in ¢ok zararl olan dallanmig zincir reaksiyonlarini baslatabilmek i¢in ¢ok

az enerjiye gereksinim duyar [11].

Insanlarda ve hayvanlarda gesitli kosullarda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif

azot tiirleri (RAT) ve reaktif klor tiirleri organizmadaki baslica serbest radikallerdir.

Serbest radikaller 3 yolla ortaya ¢ikabilirler [12, 13]:

.1. Elektron Transferi
Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiile bir elektron eklenmesi veya molekiilden bir
elektron ¢ikarilmasi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron bulunmasi sonucu serbest

radikal meydana gelir.

A€ ———— Ay

AH, _’AHz+' + é
@.1)

2. Homolitik Pargalanma
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600°C) kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda kovalent bag yapisindaki iki

elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa homolitik yikim meydana gelir.

AB 5 A+PB
(2.2)
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3. Heterolitik Parcalanma

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden tek bir elektronun kaybi sirasinda dis
yoriingede eslesmemis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin; molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksid anyon radikalinin
olusumuna neden olur. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik parcalanmasi

durumunda z1t yiiklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

A:B ——— > A'+B
(2.3)

2.1.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Molekiiler oksijen elektron konfigilirasyonu dolayisiyla reaktif degildir. Oksijen elektron
vererek veya enerjiyle aktive olur. Bunu takip eden elektron kayiplar1 enerjiye bagimli
degildir ve kendiliginden olabilir. Uygun bir ¢ / H" donérii gereklidir. Canli sistemlerde
gecis metal iyonlar1 (Fe*", Cu®") ve semikinonlar ¢ donérii gibi davranabilirler.
Oksijenin solunum elektron transport zincirinde 4 e alarak indirgenmesinin yani sira
kismen 1-3 ¢ da alabilir. Bu da reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna neden olur.
ROT terimi sadece siliperoksid ve hidroksil radikali gibi serbest radikalleri degil,
hidrojen peroksid, singlet oksijen ve ozonu da kapsar. Siiperoksid ve hidroperoksil
radikali kendiliginden bozulup H,O; olusturur.

ROT’larin biyolojik sistemlerde olusum mekanizmalari enzimatik ve non-enzimatik

reaksiyonlarla olur.

ROT’lar, aynt zamanda kloroplastlarda, mitokondride ve plazma membranindaki

elektron transport zincirinde yan {iriinler olarak meydana gelebilirler [14].

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyonla adenozintrifosfat (ATP) {iretimi
acisindan Onemli Olgiide yarar saglarken birtakim tehlikeleri de beraberinde
getirmektedir. Serbest radikal kaynaklari biyolojik, hiicre i¢i sivisi veya toksik maddeler
olabilir. Bu kaynaklar endojen ve eksojen olmak iizere iki genel baghk altinda

siniflandirilabilir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Serbest radikal kaynaklari [15]

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR

e Mitokondriyal elektron transport e (Coziciler

zinciri e Anestezikler
e Mikrozomal elektron transport e Ilaglar

zinciri e Iyonize radyasyon
e Kloroplast elektron transport zinciri e X-Ism
e Oksidan enzimler e Giines 15181 (UV)
e Proteinler e Isisoku
e Arasidonik asid dongiistliniin e Ozon

aktivasyonu e Sigara dumani
e Oksidatif stres e Kirleticiler
e Peroksizomlar e Egsoz gazlari
e Plazma membrani e Glutatyonu okside eden maddeler
e Transizyon metalleri - Asetaminofen - kokain
e Fagositik hiicreler e Metal iyonlar1
e Endojenik bilesiklerin otooksidasyon

reaksiyonlar1
e Egzersiz

2.1.2. Hiicrede Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Kaynag: [16-18]
Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde
ara urlinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest radikal
ara tirtinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle etkilesirler ve sonugcta
serbest oksijen radikalleri olusur.

e Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal

elektron transport zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis
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oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit radikal {iretimi artar.
e Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi,
membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.
e Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin énemli bir
kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine yol
acar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal ara
iirlinleri meydana gelirler.
Arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal {iretimine "enzimatik lipid
peroksidasyonu" denir.
e Serbest radikallerle prostaglandin metabolizmasi birbiriyle yakindan iligkilidir.

Reaktif oksijen metabolitleri, fosfolipaz aktivasyonu yoluyla prostaglandin E,,
prostaglandin F, 6-keto prostaglandin F, ve tromboksan B, sentezini saglarlar.
Prostaglandin E, ve I, (prostasiklin) de adenilat siklazi aktive ederek cAMP
sentezini artirirlar. PGA, PGE1 ve PGEz'nin burun mukozast damarlarinda

vazokonstriksiyona neden oldugu bilinmektedir.

o Ogzellikle demir ve bakir olmak iizere gecis metalleri, fizyolojik sartlarda
elektron aligverisi seklinde gergeklesen oksido-rediiksiyon reaksiyonlarinda
gorev alirlar. Gegis metalleri bu 0Ozellikleri nedeniyle serbest radikal
reaksiyonlarint hizlandiran katalizor vazifesi goriirler. Demir ve bakir,

tiyollerden tiyil sentezini H,0, ve O’ — den OH' sentezini katalizlerler.

Mn®" nin Oy — tarafindan oksidasyonu Mn’" veya Mn-Oksijen kompleksinin olusumunu
saglar, bunlar da O, —den daha ¢ok oksitleyicidirler.
Metal iyonlarmin  serbest radikal reaksiyonlarindaki asil  Onemi lipid
peroksidasyonundaki etkileriyle ilgilidir. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu
baslatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin  (LOOH)
par¢alanmalarimi ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarmi katalize ederler.
Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirirler.
e Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal
patlama sirasinda da c¢esitli serbest radikaller olusur. Fagositik hiicreler,

enfeksiyona karsi viicudun hiicresel cevabini baglatan hiicrelerdir. Bu hiicreler:
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notrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller, lenfositler, endotelyal
hiicrelerdir. Fagosit hiicreler, fagositoz sirasinda bakterileri 6ldiirmek igin
hidrojen peroksid veya hipokloréz asid meydana getirirler. Bu islemleri 6nemli

iki tiir mekanizma ile gerceklestirirler [19]:

1) MPO (miyeloperoksidaz) sistemi
2) NADPH (indrgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) oksidaz sistemi

e Bazi yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal {iretimini artirirlar. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal tiretirler ya da serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasini saglayan antioksidan aktiviteyi diigiiriirler. Bu tip maddeler dort
grupta toplanabilirler:

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin kirli havanin koyu rengini veren azot
dioksit gazi (NO;) boyle bir maddedir. Azot dioksit (NO,) etkili bir lipid

peroksidasyonu baslaticisidir.

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru temizlemede kullanilan
toksik bir madde olan karbon tetrakloriir (CCly), karacigerde sitokrom P450 tarafindan
triklorometil serbest radikaline (CCl;") doniistiiriiliir. Triklorometil serbest radikali de
molekiiler oksijenle (O,) etkileserek peroksil serbest radikali (CCI30;") olusturur.

Triklorometil serbest radikali (CCl;") ve peroksil serbest radikali (CCl;0,") kuvvetli
lipid peroksidasyonu baglaticisidirlar. Bdylece reaktif serbest radikal {iretimi
karacigerde antioksidan savunmalar1 asar, hiicre zarlarinda oksidatif yikim ve ciddi

doku hasar1 meydana gelir.

3) Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Ornegin
ozellikle karacigerde biriken parakuat, bir serbest radikale indirgendikten sonra tekrar
ylkseltgenerek rejenere edilirken, oksijen indirgenir ve bdylece bol miktarda stiperoksid

radikali (O -) iiretilmis olur.
4) Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Ornegin parasetamoliin karacigerde sitokrom
P450 tarafindan metabolizmas1 antioksidan aktivitede onemli yeri olan glutatyonla

reaksiyona giren bir liriin olusturarak sonucta glutatyon miktarini azaltir.
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2.1.3. Eksojen Kaynaklar

2.1.3.1. Ilaclar

Herbisidler, pestisidler, parasetamol, aminotriazol, asetaminofen, bleomisin,
doksorubisin, hiperbarik oksijen, klonazin, klosapin, 3,4- metilendioksimetamfetamin,
nitrofurantoin, siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antidepresanlar ve troglitazon serbest

radikal olusumuna yol agan ilaglardir [20].

2.1.3.2. Metal Iyonlar
Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom ve civa iyonlar1 serbest radikal olusumuna neden

olurlar [20].

2.1.3.3. Kirleticiler
Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbonmonoksid, nitrik oksid, azot dioksid, silika,

baz1 ¢oziiciiler, toksinler, hipoklorid, kiikiirt dioksid, parakuat, dikuat, plumbagin,
juglon gibi kirleticiler serbest radikal kaynaklarindandir [20].

2.1.3.4. Radyasyon
Ultraviyole 151k, X 151n1, gamma 151n1 da radikal olusumuna neden olurlar [20].
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2.2. Serbest Radikal Tiirleri
Serbest radikal tiirleri ile radikal oOzellik gosteren bazi metabolitler Tablo 2.2’de

verilmistir.

Tablo 2. 2. Serbest radikal tiirleri ile radikal 6zellik gosteren bazi metabolitler [21]

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Reaktif Tiirler
Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri
Singlet Oksijen (O2') Ozon (03)
Stiperoksid Radikali (O2") Hidrojen Peroksid (H,O,)
Hidroksi Radikali (HO") Organik Peroksidler (ROOH)
Alkoksil Radikali ( RO") Peroksinitrit Radikali (ONOO")
Peroksil Radikali ( ROO") Peroksinitrik asid (ONOOH)
Hidroperoksil Radikali (HO2') | Peroksonitrat (O,NOO")
Karbonat Radikali (CO3" ) Peroksomono karbonat (HOOCO2)
Karbondioksid Radikali (CO2") | Hipobromik asid (HOBr)
Reaktif Kloriir Tiirleri Reaktif Klortir Tiirleri
Klor radikali (CI") Hipoklorik Asid (HOCI) Klor gazi (Cl,)
Nitril klorit (NO,CI) Brom klortir (BrCl)
Kloraminler Klordioksit (ClO,)
Reaktif Brom Tiirleri Reaktif Brom Tiirleri
Brom radikali (Br) Hipobromik Asid (HOBYr)
Brom gazi (Br»)
Brom kloriir (BrCl)
Reaktif Azot Tirleri Reaktif Azot Tiirleri
Azot Dioksid (NO2') Nitrik asit (HNO,); Peroksinitrat (O,NOQO)
Diazot Trioksid (N203) Nitrosil katyonu (NO") Peroksinitrik asid (ONOOH)
Nitrat Radikali (NO5) Nitrosil anyonu (NO) Nitronyum katyonu (NO,")
Nitrik Oksid (NO") Dinitrojen tetraoksid (N,O4) Alkil peroksinitritler (ROONO)

Dinitrojen trioksid (N2O3)  Alkil peroksinitratlar(RO,ONO)

Peroksinitrit (ONOQO") Nitril klorit (NO,CI)

Peroksiasetil nitrat [CH3;C(O)OONO,]
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2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, radikal olan ve olmayan oksijen merkezli tiirler olmak iizere
ikiye ayrilabilir. Radikal olanlar siiperoksid anyonu (O,”), hidroksi radikali (OH),
alkoksi radikali (RO’) ve peroksi (ROO) radikalidir. Radikal olmayanlar ise singlet
oksijen ('0,) ve hidrojen peroksiddir (H,O,). Diger reaktif tiirler ise nitrik oksid (NO"),
nitrik dioksid (NOy’) ve peroksinitrit (OONQ") gibi azot bilesikleridir [22, 23]. Singlet
oksijen ve hidrojen peroksid gibi biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri, radikal
olmasalar bile serbest radikallerle ilintilendirilmistir. Serbest radikal, atomik veya
molekiiler orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igerir. Serbest radikaller
genellikle stabil olmayan, yiiksek reaktivite gosteren, enerji yiiklii molekiillerdir.
Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller prooksidatif enzim
sistemleri, lipid peroksidasyonu, irradyasyon, enflamasyon, sigara icilmesi, hava
kirleticiler ve glikoksidasyon sonucu olusabilir [24, 25]. Reaktif oksijen tiirlerinin gesitli

doku ve organlarda neden oldugu hastaliklar ve hasarlar Tablo 2.3’de belirtilmektedir.

Tablo 2.3. Serbest radikallerin neden oldugu bazi hastaliklar

1. Kalp hastaliklar1 9. Alzheimer hastaligi

2. Bulasici hastaliklar; sitma, AIDS | 10. Down sendromu

3. Seker hastalig 11. Astim

4. Kanser 12. Romatizmal hastaliklar

- Akciger, Losemi, Deri, Prostat,

- Karaciger v.b.

5. Yaglanma 13. Sok

6. Parkinson hastalig1 14. 1ltihabi durumlar

7. iskemi; beyin, kalp 15. Epilepsi

8. Anoksia 16. Mide mukozas iilserleri

2.2.1.1. Siiperoksid Radikali (O2)
Dogal oksijen molekiiliiniin baska bir molekiilden elektron almig hali olan O,”
mitokondriyal elektron transfer zincirinde indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid

(NADH)’ 1n, okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’a okside olmasi ile iiretilir.
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Stiperoksid anyonu mitokondriyal elektron transport sistemlerindeki baslangi¢ serbest
radikalidir.

O2+¢ 0O2” (2.4)

Stiperoksid anyonu canlilarda hidrojen peroksid, hidroksi radikali veya singlet oksijen
gibi diger reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Siiperoksid
anyonu nitrik oksidle reaksiyona girerek hidroksi radikali ve nitrik dioksid gibi
bilesikler olusturan peroksinitriti meydana getirir [24].

OONO™ +H"

OH +NOy (2.5)
2.2.1.2. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali Fe ve Cu gibi metal iyonlar1 varlifinda siiperoksid anyonu ve
hidrojen peroksidden olusabilen en reaktif radikal tiiriidiir.

O, + H,O, OH + OH + O, (2.6)

Hidroksil radikalleri lipidler, polipeptidler, proteinler ve DNA (6zellikle tiamin ve

guanozin) ile reaksiyona girerler [26].

Hidroksil radikali son derece reaktif bir radikal olmasindan dolay1 hiicre bilesenleri ile
diflizyona gerek kalmadan tepkimeye girer. Bu tepkimeye Haber-Weiss reaksiyonu
denir ve tepkime katalizorsiiz ortamda oldukc¢a yavasken, demir katalizorliigiinde

olduk¢a hizlidir [27].

w ——>
—>

0O, + F62+

Fe** + OH + OH

O,” +Fe
F62++ H202

0, + H,0, > OH + OH + 0, 2.7)

23



2.2.1.3. Hidrojen Peroksid (H>0)
Hidrojen peroksid, siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya
molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksidin iki proton ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

0O, + e +2H H>,0O,
0O, + 2e¢ +2H H,0, (2.8)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi, siiperoksidin siiperoksid
dismutaz tarafindan dismutasyonu sonucu olusur.

20, +2H" ’

HyO, + O, (2.9)

Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina
girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir yer tutar. Ciinkii Fe’" veya diger
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksid radikali varliginda
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali

olan hidroksil radikalini olusturur.

Amino asid oksidaz ve ksantin oksidaz gibi enzimler de siiperoksid anyonundan
hidrojen peroksid aciga ¢ikarabilirler. Hidrojen peroksid kolaylikla difiize olup plazma

membranlarindan gegebilir.

Hidrojen peroksid reaktif oksijen tiirleri arasinda en az reaktif olanidir ve metal iyonlar1
bulunmadiginda, fizyolojik pH ve sicaklikta stabildir. Hidrojen peroksid zayif bir
yukseltgeyici ve indirgeyici ajan olmasi nedeniyle reaktivitesi diisiik olarak kabul

edilmektedir [28].
Hidrojen peroksid siiperoksid anyonu, HOCI ve kloraminlerle reaksiyona girerek singlet

oksijen olusturabilir [25, 29]. Hemoglobin gibi baz1 hem proteinlerini demir agiga

¢ikarmak {izere bozundurabilir.
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2.2.1.4. Singlet Oksijen (0,])

Biradikal oksijenin elektronlarindan birisinin enerji alarak spini degismesi ile singlet
oksijen olusur. Singlet oksijen eslesmemis elektronu olmadigr i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Enerji verilmek suretiyle meydana gelebilen oksijenin
olduke¢a reaktif sekli olan singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina
neden olmasi agisindan Onem tagimaktadir [13, 30]. Singlet oksijenin molekiiler
orbitalleri Sekil 2.1°de gosterilmistir. Diger radikal tiirleriyle karsilastirildiginda memeli
hiicrelerinde zararsizdir ve toksik degildir. Singlet oksijen kolesteroliin oksidasyonuna
katilir [31]. Singlet oksijen hiicre ve dokularda siiperoksid anyonu, HOCI ya da
kloraminlerle etkilesen hidrojen peroksid tarafindan olusturulabilir.  Insan
organizmasinda, singlet oksijen mikroplar, viriisler ve kanser hiicrelerine karsit olan

lyilestirici potansiyeli nedeniyle hem bir silahtir, hem de bir sinyaldir [25].

dONO
' M olelailer

—_— Oﬁ‘ Atomik
QOB B-LINDOE

2Px 2Py 2Pz 2Pz 2Py 2Px
4]

23 28

q Ill

Singlet oksijen ('A)

S

)

Sekil 2.1. Singlet oksijenin molekiiler orbitalleri ve siiperoksid anyonu

2.2.1.5. Peroksil ve Alkoksil Radikalleri
Peroksil radikalleri (ROO"), oksijenin alkil radikalleri (R’) ile reaksiyonu sonucunda

olusur. Lipid radikalleri ve oksijen arasindaki reaksiyon buna bir Ornektir. Alkil
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peroksidlerinin (ROOH) dekompozisyonu sonucunda da peroksil (ROO") ve alkoksil
(RO) radikalleri olusabilir. UV 1s1minin irradyasyonu veya ortamda ge¢is metallerinin
bulunmas1 peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumuna yol acan peroksidlerin

hemolizine yol agabilir [32].

ROOH —» ROO +H
ROOH + Fe’” —p ROO" +Fe*" +H (2.10)

2.2.2. Reaktif Azot Tiirleri

Azotun oksidleri ve peroksi nitrit gibi reaktif azot tiirleri nitrik oksidin oksijen ve
siiperoksidle reaksiyonundan meydana gelirler [33]. Reaktif azot tiirlerinin agir1 iiretimi
nitrosatif stres olarak adlandirilir. Nitrosatif stres proteinlerin yapisini degistirip onlarin

normal fonksiyonlarini inhibe eden nitrolizasyon reaksiyonlarina yol acar [34-36].

2.2.2.1. Nitrik oksid (NO ) ve Nitrik dioksid (NO;)

Nitrik oksid ¢iftlenmemis bir elektron igeren serbest bir radikaldir ve bu nedenle RAT
olarak kabul edilir. Nitrik oksid sentaz (NOS) tarafindan L-argininden olusur [37].
Nitrik oksid kendi basina ¢ok reaktif bir serbest radikal degildir fakat asir1 liretimi
iskemi-reperflizyon, ndrodejeneratif ve romatoid artrit ve iltihapli bagirsak hastaligi gibi
kronik iltihapli hastlaliklarin olusumunda rol oynar. Insan plazmasinda aciga cikan
nitrik  oksid, askorbik asit ve iirik asit konsantrasyonunu diisiiriip lipid
peroksidasyonunu baglatabilir [38]. Nitrik oksid, sitotoksik, mikrobisidal ve
mikrobiostatik aktivitelerde bir savunma molekiiliidiir [39]. Ayrica nérotransmisyon,
kan basinci diizenlenmesi, savunma mekanizmasi, diiz kas gevsemesi ve immun
savunma gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarda onemli bir oksidatif biyolojik sinyal

molekiiliidiir [11, 36].

Nitrik dioksid, peroksil radikali ve NO’nun reaksiyonundan, hava kirliligi, sigara igme

gibi nedenlerle olusur [40]. Askorbik asidi yiikseltger [41].

2.2.2.2. Peroksinitrit(ONOQ)

NO ve siiperoksid radikalinin reaksiyonu peroksinitrit olusumuna yol agabilir.
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0, + NO > ONOO 2.11)

Peroksinitrit sitotoksik bir tiirdiir ve diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) oksitler.

2.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada siirekli reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROT ve RAT) iiretilmekte, buna
karsilik antioksidan sistem tarafindan istenilmeyen bu etkiler giderilmektedir. Bu durum
bir denge halinde siireklilik arz eder. Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumu
ise “Oksidatif Stres” olarak degerlendirilir. Oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve
azot tiirlerinin miktarinda artis olur ve dolayistyla bu {riinlerin reaksiyon hizlari artar.
Bu durumdan basta lipidler, proteinler ve niikleik asidler olmak iizere metabolizmadaki
birgok sistem olumsuz etkilenir [42]. Olumsuz etkilenen bu sistemler, diger periferik
sistemleri de etkilerler. Bu durum zincirleme olarak, radikalik zincir reaksiyonu
sonlanincaya kadar antioksidan sistem tarafindan siirecin bir yerinde devam eder. Aksi
durumda bu reaktif tiirler hiicrenin dogrudan ya da dolayli olarak 6liimiine sebep olurlar

[43].

Yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri hiicre yapilari, niikleik asidler, lipidler
ve proteinlerdeki hasarin 6nemli bir isaret¢isi olabilirler [44]. Hidroksil radikalinin
DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi ve purin ve pirimidin bazlarina
ve ayni zamanda deoksiriboz iskelete de zarar verdigi bilinmektedir [45]. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda oksidatif DNA hasarinin gostergesi olarak baz hasarlari
gosterilmektedir. Cu®™ iyonlart DNA’da G-C’den zengin boélgelerde bulundugundan
oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu nedenle en fazla dl¢iilen baz
hasar1  8-hidroksi-2 -deoksiguanozindir (8-OHdG). 8-OHdG oksidatif DNA baz
hasarinin bir biyogostergesi olarak kabul edilmektedir [46]. Oksidatif hasar sonucu
genetik materyalin kalic1 hasari, mutajenez, karsinojenez ve yaslanmanin ilk adimidir

(Sekil 2.2).
Metal indiiksiyonlu ROT’lar, yalnizca DNA’ya degil oksidasyona son derece duyarli

olan c¢oklu doymamis yag asidleri ve fosfolipid kalintilar1 gibi diger hiicresel

komponentlere de saldirirlar [47]. Lipid peroksidasyonunun major aldehid {iriinii
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malondialdehidden ¢ok 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’dir. Malondialdehid bakteri ve
memeli hiicrelerinde ve sicanlarda karsinojenik o6zellik gosteren bir maddedir. HNE

zay1f mutajenik ozellik gosterir, fakat lipid peroksidasyonunun ana toksik tiriiniidiir.

Reaktif Oksijen ve Azot
Tiirleri
& J
|
1 1 1
. . . \ ( . . \ (
Lipid Oksidasyonu Protein Modifikasyonu DNA Hasari
& J & J .
I . \ ( . I . . \ ( . I
Aldehidler Protein karbonilleri Baz modifikasyonlari;
peroksidler Tirozin nitrasyonu 8-hidroksideoksiguanozin
. J (. J .

Sekil 2.2. Oksidatif hasarin biyogostergeleri

Oksidatif stresin neden oldugu hasarlar1 baslica 3 baglik altinda toplamak miimkiindiir:

2.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu bir serbest radikal zincir reaksiyonudur ve reaktif oksijen tiirleri
bu reaksiyonu hizlandirabilir. Hiicre membranlar1 disinda proteinler bulunan fosfolipid
cift tabakalardan olusur ve lipid oksidasyonunun direkt hedefidir [48]. Hiicre
membranlarinin lipid oksidasyonu arttikca, lipid faz yiizey yiikiiniin polaritesi ve protein
oligomerlerinin olugumu artarken lipidlerin molekiiler mobilitesi, SH gruplarinin sayisi
ve termodenatiirasyona karsi dayanikliligi azalir. Malondialdehid lipid oksidasyonunun
bir iirliniidiir ve proteinlerle, fosfolipidlerle ve niikleik asidlerle reaksiyona girerek
immun sistemin disfonksiyonuna yol acan yapisal degisikliklere neden olur. Lipid
oksidasyon {iiriinlerinin artmasi diabet, aterosklerozis, karaciger hastaligi, apopleksi ve
inflamasyon durumlarinda goriiliir [49]. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari, iki
lipid peroksid radikali etkilesinceye kadar devam etmekte ve siklik peroksid olusumu ile
sonlanmaktadir (Sekil 2.3) [50]. Oksidasyonun ilk iriinii peroksidlerdir ve
kokusuzdurlar, fakat daha sonra hidrokarbonlar, aldehidler, ketonlar, alkoller ve organik

asidlere parcalanirlar [51, 52].
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Coklo doymamis yaf asidi (LH)

Lipid radikali (L')

Dien konjugat

Lipid peroksid radikali (LOO')

Lipid hidroperoksid (LOOH)

Parcalanma iirfinleri (aldehitler ve dier karbonil bilesikler, etan, pentan vs.)

Sekil 2.3. Lipid Peroksidasyonu

2.3.2. Protein Oksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri proteinlere saldirarak karboniller ve metiyonin siilfoksid, 2-

oksohistidin ve protein peroksidler de dahil olmak {izere diger amino asid
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modifikasyonlarina yol acarlar [53]. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme
dereceleri amino asid kompozisyonlarina baglhidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikaller reaktivitesi yiliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller meydana gelir. Bu reaksiyon sonucu immunuglobulin G ve albumin gibi fazla
sayida disiilfid bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Béylece normal

fonksiyonlarini yerine getiremezler [54].

2.3.3. DNA Hasan

Her tiirli radyasyon (U.V., goriiniir 151k, 151 ve X 1simlar1 v.b.) hiicrelerde iyonlarin,
serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekiillerin olugsmasina neden olur (Sekil 2.4).
Hidroksil radikalleri, DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla
reaksiyon verirler. Reaksiyon sonucu, DNA bazlarin1 modifiye eder ve riboz-fosfat
zincirinin kirilmasina yol acar. in vitro olarak sulu ¢ozeltilerde yapilan calismalarda,
OH radikalinin, deoksi-riboz ve tetrasiklik bazlarla kolaylikla reaksiyon verdigi
gozlenmistir. Fakat, ¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar OH radikallerine
kars1 sterik olarak ¢ok iyi korunmuslardir. Ayrica, enzimatik radikal yakalayicilar, 6ncii

OH radikallerinin konsantrasyonunu diisiirerek DNA’y1 korurlar [55].

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana
gelebilir veya DNA ile protein arasinda capraz baglanma olabilir [56, 57]. Bu
lezyonlardan bazilar1 fizyolojik kosullarda da olusabilmektedir. Ornegin purin kaybr ile
apurinik alanlarin  olusmasi insan genomunda giin i¢inde 10* kez meydana
gelebilmektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik  karakter
kazanmakta ve anti DNA antikorlar1 olusmaktadir [45].
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Sekil 2.4. Serbest radikallerin olusturdugu DNA hasar1 [58]

2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI ve ANTiIOKSIDANLAR

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 azaltan
bilesiklere antioksidanlar adi verilir [59]. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve gesitli
antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengesizlik, antioksidanlarin yetersizliginden
ve/veya reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminden dogan oksidatif stresle sonuglanir [37].
Antioksidanlar organizmada iretildikleri gibi gida yolu ile de viicuda
aliabilmektedirler. Ayrica antioksidanlar, gidalarda dogal olarak bulunduklar1 gibi gida
endistrisinde irtinlerin kalitesini korumak ve besin degerlerini muhafaza etmek
amaciyla gidalara sonradan da ilave edilirler, 6rnegin yaglarda, havadaki oksijenin

sebep oldugu otooksidasyonu yavaslatmak i¢in kullanilmaktadirlar.

Memeli hiicrelerinde antioksidan savunma ¢esitli yollarla gerceklesmektedir.
Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttiric1 etkenlerin ve risk faktorlerinin
belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi gereken girisim olmalidir.

Ikincisi ise reaktif oksijen partikiilleriyle tetiklenen biokimyasal reaksiyonlar1 bir ya da
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birkag basamaginda kirmaktir. Uciincii savunma yolu, olusan mediyatdrlerle aktive olan
inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1 birikmesini dnlemektir.
Oksidan molekiillere karsi savunmada esas rol ise belirli diizeyi asmis oksidanlara

direkt etki edip onlar1 inaktif hale getiren antioksidanlardadir [60].

2.4.1. Enzimatik Savunma

Hiicre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar oksijen ara
metabolitlerini azaltmak i¢in hizl1 ve spesifik olarak calisirlar. Antioksidan savunmada
oncelikli etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siiperoksid dismutaz, katalaz,

glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir [16].

2.4.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)
Stiperoksid dismutaz (EC 1.15.1.1), reaktifligi yiiksek olan siliperoksid serbest radikalini
daha sonra katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan yok edilebilsin diye daha az

reaktif olan hidrojen perokside doniistiirtir.

SOD

0, +0, +2H" ’ H,0, + O, (2.12)

Stiperoksid dismutazin baska bir gorevi ise dehidratazlari1 (dihidroksi asid dehidrataz,
akonitaz, 6-fosfoglukano dehidrataz ve fumaraz A ve B) siiperoksid serbest radikali

tarafindan inaktivasyonuna kars1 korumaktir [61].

Stiperoksid dismutazlar kofaktorlerine gore diniikleer Cu, Zn iceren ve mononiikleer
Mn, Fe ve Ni igerenler olmak tizere dort sinifa ayrilmigtir [62]. Cu/Zn SOD agirlikl
olarak okaryotlarin sitosollerinde, kloroplastlarda ve bazi bakteri tiirlerinde, Mn SOD

okaryot mitokondrisinde ve prokaryotlarda , Fe SOD ise prokaryotlarda bulunur [63].
2.4.1.2. Mangan Siiperoksid Dismutaz (Mn-SOD)

Mn-SOD her bir altbiriminde bir mangan atomu igeren homotetramer (96 kDa) bir

. . . e ge ep e . +3 +2
molekiildiir. Stiperoksidin iki asamali bozunmasi esnasinda énce Mn ™~ , Mn “’ye , sonra
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da tekrar Mn™%, Mn"’e déniisiir. Mitokondrideki solunum zinciri oksijen radikallerinin
baslica kaynagidir. Mn-SOD siiperoksid radikalini ¢ikarmada gorev yapan niikleer
olarak kodlanmis primer bir antioksidandir [64]. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin,
karaciger, bobrek gibi yiiksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir.

2.4.1.3. Cu/Zn Siiperoksid Dismutaz (Cu-Zn SOD)
Cu-Zn SOD, 32 kDa agirliginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve
santral sinir sisteminde bulunur. iki protein altbirimi igerir ve her bir altbirimde Cu ve

Zn atomlar1 bulunur [65, 66].

2.4.1.4. Ekstraselliiler Stiperoksid Dismutaz (Ekstraselliiler SOD)

Ekstraselliiler SOD, tetramerik yapida, Cu ve Zn igeren bir glikoproteindir. Heparin ve
heparan siilfat gibi baz1 glikozaminoglikanlara yiiksek affinitesi vardir. Dokularda ve
ekstraselliiler sivilarda bulunarak, plazma, lenf ve sinovyal sivilardaki SOD

aktivitesinin 6nemli bir kismini olusturur [67].

2.4.1.5. Nikel Siiperoksid Dismutaz (Ni-SOD)

Ni-SOD, Streptomyces sp. ve Streptomyces coelicolor’un sitosolik fraksiyonlarindan
saflastirilmistir. Herbiri 13.4 kDa’luk dort alt birimden olusmustur. 70°C’ye kadar ve
pH: 4.0-8.0 arasi1 stabildir. Amino asid kompozisyonu Fe-SOD, Mn-SOD ve Cu,Zn-
SOD’dan farklilik gosterir [68].

2.4.1.6. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6), 60 kDa’luk 4 altbirimden olusan, hem grubu igeren tetramerik
bir enzimdir. Bu nedenle, her bir molekiiliinde 4 ferriprotoporfirin igerir ve molekiil
agirhig 240 kDa’dur. Katalaz bilinen en etkin enzimlerdendir [69]. Peroksizomlarda
bulunur ve SOD’un olusturdugu H,O;’i, katalaz peroksidazlarla beraber su ve
molekiiler oksijene parcalar. Katalaz aktivitesi eritrosit, bobrek ve karacigerde yogundur

[70].

CAT
2 H,0, 2H,0 + O, (2.13)
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2.4.1.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), selenyum iceren ve g¢esitli hidroperoksidlerin
glutatyon ile indirgenmesini katalizleyerek, memelileri oksidatif strese karst koruyan bir

enzimdir.

GPx

ROOH + 2 GSH > ROH + GSSG + H,0 (2.14)

Glutatyon peroksidazin H,O,’e karsi Km’i katalaza goére daha diisiiktiir. Diislik
konsantrasyonlarda H,O,’1, glutatyon peroksidaz parcalar, yiiksek konsantrasyonlarda

ise katalaz aktivite gosterir [70].

2.4.1.8. Glutatyon -S- Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar (EC 2.5.1.18), detoksifikasyon enzimlerinin onemli bir
simifidir. GST’ler bir tripeptid olan glutatyonun lipofilik bilesiklerin elektrofilik
merkezlerine konjugasyonunu katalizleyerek, ¢oziiniirliigiiniin artmasina ve hiicreden
salgilanmasina yardim eder. Oksidatif stres esnasinda, makromolekiillerin in vivo
yikilma iriinleri olarak olusan reaktif doymamus karboniller, reaktif DNA bazlari,
epoksidler ve organik hidroperoksidler gibi endojen substratlari da iceren genis bir
substrat spesifitesine sahiptirler. Glutatyon transferazlar dokular1 oksidatif hasarlara ve

oksidatif strese karsi korumada hayati 6nem tagirlar.

2.4.1.9. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7), yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2
altbirimden olusan bir dimerdir. Her bir altiinite NADPH baglayan alan, FAD baglayan
alan ve arayliz alan olmak tizere 3 yapisal alan igerir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda elektronlar siklikla NADPH’tan FAD’ye transfer edilir [71]. Bu
nedenle NADPH serbest radikal hasarina karsi gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat

yoludur [72].
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2.4.2. Non-Enzimatik Antioksidan Savunma (Dogal Antioksidanlar)

Non-enzimatik antioksidan savunmada esansiyel mikronutrient bilesiklerin 6nemli pay1
vardir. Bu bilesikler dogal antioksidanlardir. Dogal antioksidanlar hemen hemen biitiin
bitkilerde, meyvalarda, sebzelerde, mikroorganizmalarda ve mantarlarda ve hatta biitiin
hayvansal dokularda bulunmaktadirlar. Bu antioksidanlarin en Onemlileri tokoferol
asetat (E vitamini) ve askorbik asittir (C vitamini). Son yillarda sentetik antioksidanlarin
kendilerinin ya da bulunduklar1 ortamda olusturduklar1 ¢esitli yan iiriinlerin karacigerde
harabiyet olusturdugu, hatta kanserojen etki gosterdigi literatiirde pek ¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir [73,74]. Bu nedenle dogal kaynakli olan antioksidanlara kars1
egilim gittikce artmaktadir.

2.4.2.1. Tokoferoller ve Tokotrienoller (E vitamini)

Tokoferoller bir kroman halkasi ve uzun doymus bir fitil zincirinden olusurlar.
Biyolojik membranlarin  dogal bilesenlerindendirler. Membranlarda oksijen
radikallerinin ana temizleyicisidirler. Tokoferoller membranda ve LDL’deki ¢oklu
doymamis yag asidlerini koruyabilir ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve protein

kinaz C aktivitesini inhibe edebilirler.

E vitamini ilk olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Tokoferoller yagda
¢Oziinen vitamin oldugu i¢cin hem selliler hem de subselliler membranlarda ve
lipoproteinlerde bulunurlar. En aktif formu a—tokoferoldiir (Sekil 2.5). a—Tokoferol,
zincir kirici antioksidan olarak gorev yapar. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla
verebilen OH grubu baglhidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil
ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine o—tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri
kirilmig olur [70]. Membranlarda tokoferoller lipid peroksil radikalleriyle reaksiyona
girerek relatif stabilite gosteren lipid hidroperoksil radikalleri olusturur ve tokoferoksil
radikali, radikal reaksiyon zincirini kirmis olur. Boylelikle lipid peroksidasyonuna karsi
koruma saglanmis olur. Aslinda, E vitamini plazma ve kirmiz1 kan hiicrelerinde lipidleri
peroksidatif hasara kars1 koruyan yagda ¢6ziinen bir antioksidandir [75]. Tokoferoller

baslica bitkisel {irtinlerde, 6zellikle bitkisel yaglarda bulunmaktadirlar.
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CHj

o-Tokoferol

Tokotrienollerin genel yapisi
R= CH3

Sekil 2.5. a-Tokoferol ve tokotrienollerin genel yapisi

2.4.2.2. Askorbik Asid (Vitamin C)

C vitamini veya L-askorbik asid suda c¢oziinebilir ve bir¢ok fizyolojik sartlarda
indirgenmis halde bulunur (Sekil 2.6). Hiicre dis1 sivilarda en 6nemli antioksidandir
[76] ve antioksidan Ozelliginin yani1 sira birgok hiicresel aktiviteye sahiptir. C
vitamininin siiperoksidi, hidrojen peroksidi, hipokloridi, hidroksi radikalini, peroksi

radikallerini ve singlet oksijeni etkin bir sekilde yakalayabildigi gorilmiistiir [75].

Sekil 2.6. C vitamininin kimyasal yapisi

Askorbik asid tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglar (Sekil 2.7).
Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. Siiperoksid disinda Fe™ii Fe™’ye
indirgeyen baska bir ajandir. Bu sekilde demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun
hale getirir. Boylece plazma diizeyleri diisik oldugu zaman siiperoksid fiiretimine

katkida bulunur.
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Sekil. 2.7. Tokoferoliin lipid serbest radikallerini sondiirdiikten sonra tokoferoksil radikaline
dontismesi [77]
2.4.2.3. Karotenoidler
Karotenoidler bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen, hayvanlarda

sentezlenemeyen dogal pigmentlerdir. Iki smif karotenoid vardir; karotenler ve

ksantofiller. Karotenler hidrokarbon karotenoidlerdir, ksantofillerse hidroksil, metoksil,
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karboksil, keto veya epoksi gruplar1 seklinde oksijen igerirler. Likopen ve B-karoten
tipik karotenlerdir. Yesil yapraklardaki lutein ve misirdaki zeaksantin ise ksantofildirler

(Sekil 2.8).

B-Karoten
= T NS D x
Likopen
OH
2 N e
H
Lutein
OH
T R R R R YT R
H

Zeaksantin

Sekil 2.8. B-Karoten, likopen, lutein ve zeaksantin’in kimyasal yapis1

Karotenoidlerin arteroskleroz, katarakt, yasa bagli kas dejenerasyonlar1 ve multipl

skleroz gibi ¢esitli radikal kaynakli hastaliklar1 6nledigi bildirilmistir.
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Karotenoidlerin antioksidan aktivitelerinin peroksil radikallerini ve singlet oksijeni
tutmalarindan kaynaklanmaktadir [78]. Likopen, dogal karotenoidler arasinda en etkili
singlet oksijen tutucularindandir [79]. B-karoten Ozellikle diisiik oksijenden kaynakli
gerilimlerde peroksil radikali tutucusudur. B-karoten, a-tokoferolden daha diisiik

antioksidan aktiviteye sahiptir.

Karotenoidler renkli meyve ve sebzelerde bulunmaktadirlar. Seftali, havug, bal kabagi

ve patates o ve B-karoten igerir. Domates, kavun ve greyfurt ise likopen kaynagidir [80].

2.4.2.4. Polifenoller

Bitkilerde, fenolik bilesikler veya polifenollerin 8000 den fazla tiirii bulunmaktadir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan, antimutajenik ve serbest radikal giderme etkilerinin
oldugu bildirilmistir [32]. Antioksidan aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir [81,82].
Bitki fenolleri ¢ok fonksiyonlu olup, hidrojen atomu verici, singlet oksijen siipiiriicii ve
indirgeyici olarak davranir. Bazi polifenoller ise antioksidan o6zelliklerini metal
iyonlarini kelatlama 6zelliklerine borgludurlar [83]. Epidemiyolojik ¢aligmalar yiiksek
oranlarda fenolik bilesiklerin tiikketilmesinin, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve belli kanser

tiirleri riskini azalttigin1 gdstermistir [32]. Fenolik bilesenler ¢esitli siniflara ayrilirlar

(Tablo 2.3).
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Tablo 2.4. Fenolik bilesenlerin siniflari

Simif Temel Iskelet Temel Yap1
OH
Basit fenoller Cs @
. Ce r )_;:I‘I =
Benzokinonlar S
Q
Ce—C4
OH
Fenoik asidler
Cs—C, y
Asctofenonlar ¢ ook
Fenil asetik asidler OH
Cs—C, 0
Hidroksisinamik asidler Ce-Cs Y |
b F=GH
|
Fenil propenler Cs- G5 &I
.4"0"'-- -
Kumarinler Ce- Cs |, J
(] 7
Kromonlar Cs-Cs \/Ti”j
. .--,:5". - --"JJ‘"“-,-_:J
Antrakinonlar Cg—Cy - C { l ]
N
4
Flavonoidler Cs-C3-Cs [ ° | =
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2.4.2.5. Flavonoidler

Flavonoidler insan saglig1 iizerinde olumlu etkileri olan, bitkilerde dogal bir sekilde
olusan bilesiklerdir. Insan metabolizmasinda sentezlenemezler. Bitkilerin yaprak,
tohum, kabuk ve cicek kisimlarinda 4000°den fazla farkli yapida flavonoid
belirlenmistir [84].

Molekiil yapilar1 aromatik A halkast yaninda bulunan heterosiklik C halkas1 ve bu
halkaya bagli ikinci aromatik B halkasindan olusurlar (Sekil 2.9). Bu halkalara baglanan
cesitli fenolik hidroksil gruplari, bu yapilarin antioksidan aktivite gdstermelerini saglar.

Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.10°da gosterilmistir.

Sekil 2.9. Flavonoidlerin genel yapist

Flavonoidlerin ve metabolitlerinin antioksidan aktiviteleri aromatik halkalara bagli olan
fonksiyonel gruplarin yerlesmesine baglidir. Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri
yapidaki hidroksillenme derecesine gore artar. Yapiya baglanan sekere ve seker cinsine

gore de azalir [85].

Flavonoidler, yapisal olarak genellikle difenil propan (Ce¢Cs;Cs) karbon iskeletiyle
karakterize edilirler. Aglikon veya glikozid seklinde bulunabilirler.
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Flavon Flavonol Flavonon

Antosiyanin Izoflavon

Sekil 2.10. Flavonoidlerin kimyasal yapilari

Flavonoidler, reaktif oksijen ve azot tiirlerini yakalama 0&zelligine sahiptirler.
Flavonoidler, reaktif oksijen tiirlerininin olusumunu azaltmada mitokondriyal siiksin
oksidaz, NADH-oksidaz ve arasidonik asid metabolizmasina katilan enzimler gibi
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimleri etkileyerek aktif rol
oynarlar [86]. Flavonoidlerin aterosklerozda o6nemli rol oynayan LDL

peroksidasyonunu 6nledigi bildirilmistir.

Flavonlar, meyvelerde ¢ok bulunmamalarina ragmen tahil ve otlarda bulunurlar. En ¢ok
bilinenleri apigenin ve luteolindir. Apigenin maydanozda bulunmaktadir. Luteolin ise

tahillarda ve otlarda bulunmaktadir (Sekil 2.11).

OH

OH O

Apigenin Luteolin
Sekil 2.11. Apigenin ve luteolinin kimyasal yapis1
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Flavonlar, yiiksek konsantrasyonlarda veya metal iyonlartyla kompleks
olusturduklarinda bitki dokusunun rengine katkida bulunurlar. Lezzete de katkida

bulunurlar.

Flavonollerin, en dnemli bilesikleri kuersetin ve kamferoldiir (Sekil 2.12). Kuersetin

meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur.

OH
OH

OH
OH © OH O

Kuersetin Kamferol

Sekil 2.12. Kuersetin ve kamferoliin kimyasal yapisi

[zoflavonoidler, dstrojenik aktiviteleriyle bilinirler. En 6nemli bilesikleri; daidzein ve
genisteindir. En ¢ok kuru baklagillerde bulunurlar. Soya fasulyesi 6nemli bir daidzein

ve genistein kaynagidir (Sekil 2.13).

OH
Daidzein Genistein

Sekil 2.13. Daidzein ve genisteinin kimyasal yapisi

Flavononlar, flavonlarin dihidro tiirevleridir. Flavononlarin ana kaynag: turunggillerdir.

Hesperidin kimyon ve nanede bulunur (Sekil 2.14).
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L

Sekil 2.14. Hesperidinin kimyasal yapist

Antosiyanidinler dogal bitki pigmentleridirler ve glikozidleri antosiyaninler olarak
bilinirler. Antosiyaninler, dut, kiraz, erik, kirmizi lahana, patlican ve turbun kirmizi ve
mavi rengini verirler. Antosiyaninlarin renkleri pH’a bagimhidir. Meyvelerdeki
antosiyanin igerigi meyve olgunlastikca genellikle artar. Antosiyaninler, icecek ve diger
gidalarda renklendirici olarak kullanilirlar. En Onemlileri; apigenidin, siyanidin,

malvidin ve delfinidindir (Sekil 2.15).

OH
Apigenidin Siyanidin

Sekil 2.15. Apigenin ve siyanidinin kimyasal yapisi

Flavanlarin yapilar1 ve isimlendirilmeleri karigiktir. Monoflavan, biflavan ve triflavan
olarak bulunurlar. Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda bulunurlar.
Cayda onemli oranda flavan vardir. Biflavanlar ve triflavanlar, meyve ve tahillarda
bulunurlar. Elma, bogiirtlen, kizilcik, tiziim, seftali ve cileklerde bulunurlar. Tahillarda

ise dar1 ve arpa tanelerinde bulunurlar [86].

2.4.2.6. Glutatyon (GSH)

Tripeptid yapisindaki GSH oksidatif strese ve radyasyona karsi hiicrelerin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Hiicrelerin i¢inde toplanmis okside glutatyon ve
GSH/GSSG orani organizmadaki oksidatif stresin bir ol¢iimidiir [87,88]. GSSG’nin

konsantrasyonunun ¢ok yliksek olmasi oksidatif olarak bircok enzime zarar verebilir.
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2.4.2.7. Albumin
Albumin viicutta bir¢ok fonksiyonun ek olarak bakir iyonunu baglama yetenegine de
sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagli lipid peroksidasyonunu ve hidroksil radikali

olusumunu inhibe eder [60].

2.4.2.8. Bilirubin

In vivo ortamda bilirubin, lipid peroksidasyonunda antioksidan olarak rol oynar [60].

2.4.2.9. Urik Asid
Insanlarda purin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasinin temel iiriinii

tirik asidir. Metal baglayici ve serbest radikal temizleyici olarak gorev yapar [89].

2.4.2.10. Selenyum
Selenit ve selenometionin, UV 1sinlari ile olusan oksidatif DNA hasarin1 6nemli 6l¢iide

indirgemektedir [90].

2.4.2.11. Lipoik Asid
Lipoik asid, ette, karacigerde ve kalpte bulunur. Proteinlerin oksidatif hasarin1 onler.

Kan glukoz konsantrasyonunu diisiirmede énemli rol oynar [32].

2.4.3. Sentetik Antioksidanlar

2.4.3.1. Butillenmis Hidroksianizol (BHA)

Piyasada bulunan BHA, baslica iki izomeri olan 3-tersiyer butil-4-hidroksi anizol
(% 85) ile 2-tersiyer butil hidroksianizoliin (% 15) karisimi halindedir. BHA beyaz,
mumsu kat1 bir yapiya sahip, erime noktas1 yaklasik 48-63°C olan ve hem hayvansal
hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda ¢oziinmeyen bir antioksidan olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.16). Bu antioksidanin gidalarda kullanimina ilk olarak 1948
yilinda ABD'de izin verilmis olup, giiniimiizde pek ¢ok tilkede gida olarak tiiketilen kati
ve sivi yaglarda kullanilmaktadir. Bazi durumlarda tersiyer butil grubunun, fenolik
hidroksil (-OH) grubu iizerinde koruma meydana getirdigi ileri siirlilmektedir. Bu

durum molekiilii dis reaksiyonlardan korumakta ve daha az ugucu ve daha ¢ok yagda
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¢Oziinlir forma doniistiirmektedir. Yapisindaki hidroksil gruba karsi orto veya meta
pozisyonunda yer alan tersiyer butil grup nedeni ile BHA’ya "engelleyici fenol" adi
verilmektedir. Bu sterik engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin antioksidatif
aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu neden ile BHA'nin bitkisel yaglarda

etkisinin az olmasina neden oldugu one siiriilmektedir [91].

BHA, gidalarda % 0.02 oraninda kullanilir. Ozellikle hayvansal yaglarla yapilan

biskiivi, patates cipsi ve pastada etkili antioksidan olarak kullanilir [92].

Sekil 2.16. BHA nin kimyasal yapisi

2.4.3.2. Butillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Butillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sekil 2.17), (CisH240); 2,6-ditersiyer butil-4-metil
fenol'un (Sekil 2.17), 1954 yilinda gliseridler {izerinde etkili ve koruyucu bir
antioksidan oldugunun belirlenmesi sonucunda gida olarak tiiketilen yaglarda ve diger
bazi gidalarda kullanilmaya baglanmistir. BHT'nin gosterdigi 6zelikler biiylik olgiide
BHA'ya benzemektedir.

oH

[CH4)4C CCHy)s

CH;

Sekil 2.17. BHT nin kimyasal yapisi

Erime noktast 69.7°C’dir. Suda ¢6ziinmez, yaglarda iyi ¢oziinlir. Bu madde BHA gibi

bitkisel yaglarda diisiik aktiviteye sahip olmasina karsin diger antioksidanlar ile beraber

46



kullanildiginda yagin ilave edildigi gidayr koruma 6zelliginden yararlanilmaktadir.
Yiiksek sicakliklara dayanikli degildir. Gidalarda % 0.01 oraninda kullanilir. Genellikle

tahil ve sekerli tiriinlerde kullanilir [92].

2.4.3.3. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)
TBHQ yaglarda orta derecede, suda ise ¢ok az ¢oziiniir (Sekil 2.18). Beyaz ile sarimsi
kahverengi arasi renkte, kristal yapida bir madde olup, erime noktasinin 127°C oldugu

belirtilmektedir. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Gidalara % 0.02 oraninda katilir [92].

TBHQ’nun kullanimmna ilk kez 1972 yilinda izin verilmistir. Monotersiyer butil
hidrokinon yapisinda olan bu antioksidan, beyaz, kristalimsi ve karakteristik kokusu
olan bir maddedir. Son yillarda 6zellikle gidalarin islenmesinde ve insan beslenmesinde
yer alan bitkisel yaglar oksidasyona karsi oldukc¢a duyarli olduklari i¢in kuvvetli
antioksidanlara olan gereksinimleri arttirmistir. Gilinlimiizde tersiyer butil hidrokinon
(TBHQ)’un bitkisel yaglarda stabiliteyi arttirmak amaci ile kullanimina bir ¢ok iilke
tarafindan izin verilmektedir. TBHQ nun bitkisel yaglardaki antioksidatif etkisi diger
antioksidanlara gore daha fazladir. TBHQ doymamis bitkisel yaglarda ve bircok
yenilebilir hayvansal yaglarda ¢ok etkili bir koruyucudur. Fe metali varliginda bile rengi

degismez ve ilave edildigi materyalin rengini ve kokusunu degistirmez [91].

H
0 CH3
| /é—cus
|
0
H

Sekil 2.18. TBHQ’nun kimyasal yapis1

Findik triinleri ve sekerleme imalatcilari tarafindan da fazla miktarda kullanilan sentetik

bir antioksidandir.

2.4.3.4. Propil Gallat (PG)
Propil gallat, ticari olarak gallik asidin propil alkol ile esterifikasyonu sonucu iiretilir.

Beyaz renkli kristal toz halinde bir madde olup suda az ¢oziiniir, erime noktas: da
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148°C’ dir (Sekil 2.19). Propil gallat, demir iyonlar1 ile mavi-siyah renkte bir kompleks
olusturur. Bunu 6nlemek i¢in PG daima sitrik asidle birlikte kullanilir. Propil gallatlar,
BHA ve BHT ile iyi sinerjist etki gosterirler. PG, bitkisel ve hayvansal yaglarda, et

tiriinlerinde, taze ve dondurulmus salam ve sosislerde antioksidan olarak kullanilir [91].

CO0 — CHy— CH,— CH3

HO oH
OH

Sekil 2.19. Propil gallatin kimyasal yapist

2.4.3.5. Nordihidroguayeretik Asid (NDGA)

NDGA, Lurrea divaricata bitkisinden elde edilen dogal bir antioksidandir (Sekil 2.20).
Ayrica yapay olarak iiretilmektedir. Bu amacla firincilik triinlerinde, eterik yaglar,
domuz yag1 ve balik yaglarinda kullanilmaktadir. ABD’deki uygulamalarda NDGA

limon asidi, tartarik asid, askorbik asid gibi maddelerle birlikte kullanilmaktadir.

Nordihidroguayeretik asid (NDGA)'in en 6nemli 6zellikleri gallatlarda oldugu gibi 1s1ya
kars1 duyarli olmasi ve kalinti demir ile renk bozulmasina neden olabilmesidir [91].
Toksik etkisi yiiksek olan bu maddenin gidalarda kullanimina iilkemiz de dahil olmak

tizere pek cok iilkede izin verilmemektedir. Gidalara % 0.01 oraninda katilir [92].

HO CHy

HO

Ho OH
OoH

Sekil 2.20. NDGA’nin kimyasal yapisi
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2.5. LABADA (Rumex cristatus DC)

Kuzukulagigiller (Polygonaceae) familyasindandir. Kuzukulagigiller (Polygonaceae),
otsu, c¢alimsi bitkileri ve kii¢iik agacgciklar1 iceren bir ¢igekli bitkiler familyasidir.
Yaklasik 50 cins ve 1120 tiirle temsil edilirler. Yapraklar almacli ve alternat dizilisli,

govdeleri cogunlukla bogumludur [93].

Labada (Rumex) igerisinde 200 kadar bir yillik, iki yillik ve ¢ok yillik bitki tiiriinii
barindiran bir bitki cinsidir. Bazi tiirleri kuzukulagi adiyla anilir. Bu familyanin
tiyelerine oldukca cok ve sik rastlanir. Genellikle kuzey yarimkiirede yetismesine
ragmen her yere yayilmis ¢ok yillik bitkilerdir. Bazilar1 zararli otlar olup, bazilar1 da
yenilebilen yapraklar1 icin yetistirilmektedir [94]. Anadolu’nun c¢ogu yerinde
yetismektedir. Haziran-Eyliil aylar1 arasinda yesilimtrak renkli, kiigiik ¢igekler agan, 50
cm-2 m boylarinda, ¢cok yillik otsu bitkilerdir. Daglik, orman ve ¢ayirlarda, ekilmemis
alanlarda yayilir. Govdeleri dik, silindirik ve kirmizimsi renklidir. Alt yapraklar biiyiik,
ist yapraklar kiigiiktiir. Cigekler gdvdenin ucunda toplanmislardir. Biiylik kuzukulag:
(R. acetosa) ve kiiciik kuzukulagi (R. acetosella) tiirleri bulunmaktadir [94].

Rumex tiirleri antrakinonlarin zengin kaynagidirlar. Diinya ¢apinda 200 farkli Rumex
tiird vardir. Tiirkiye florasinda Rumex’in 25 tiirii bulunmaktadir [95]. Ayrica 5 adet de

hibridi bulunmaktadir [96].

Bunlardan en yaygimi olan adi labada (R. patienta), sulak yerlerde kendiliginden
yetisen, ayni zamanda tarimi da yapilan ve 0.5-2 m. arasinda boylanabilen, ¢ok yillik
otsu bir bitkidir. Kazik kokii dalli olup dis1 kahverengi ve i¢i saridir. Yuvarlak kesitli
dik govdesi, uzunlamasina ¢izgili ve genellikle kirmizims1 renklidir. Yapraklar: almasik
dizili, sapli, uzunca, oval ya da elips bi¢imli ve kenarlar1 hafif dalgali olur. Yazin agan
cicekleri gdvdenin tepesinde kirmizimsi yesil renkli salkimlar halinde bulunur. Bitki,

ciceklerinden olgunlagsan meyvesindeki tohumlarla ¢ogalir.

Labadanin yapraklarinda ¢esitli mineral ve vitaminler; kazik koklerinde nisasta,
sekerler, regine ve antrakinon tiirevleri bulunur. Bunun yani sira C vitamini de igerir.
Anadolu'nun bazi yerlerinde labada yapraklariyla salata, sebze yemekleri ve 'efelek
dolmast' denilen 6zel etli yemegi yapilir. Meyvelerinin demlendirilmesiyle yapilan

'g1815 ¢ay1' bazi yerlerde ¢ay yerine igilir [97].
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Rumex tiirleri geleneksel tipta ¢esitli tedavi edici amaglar i¢in kullanilmaktadir [98].
Kokleri, laksatif etkisi dolayisiyla kullanilmaktadir. Ayrica kanamalara, akintilara, ezik,
yanik, sisme gibi bazi deri lezyonlarina karsi etkilidir. Rumex tiirlerinin yapraklar1 ve
kokleri geleneksel tipta iltihaplarda, kani temizlemede ve kabizlikta kullanilmaktadir.
Yiksek oranda okzalik asid icerdiginden oOzellikle c¢ocuklarda okzalik asid
zehirlenmelerine de neden olmaktadirlar [99]. Yanik ve su toplamalarina karsi basit bir
pansuman olarak uygulanir. Rumex tiirleri iilkemizde sebze olarak tiiketilmektedir.

Yapraklar asidiktir ve salatalara ¢esni olarak kullanilmaktadir [100,101].

Rumex acetosa L. Kore ve Japonya’da bulunan uzun émiirlii bir bitkidir. Halk arasinda
hafif miishil etkisi nedeniyle ve bunun yani sira deri hastaliklarinda da kullanilmaktadar.
Bu bitkinin kokleri antioksidan aktivite gosterir ve polisakkarid karigimlarinin
sarkomali farelerde antitimor etki gosterdigi bildirilmistir [102]. Akut ve kronik iist
solunum yollar1 enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir [103]. Bitkinin yerin iistiinde kalan
kisimlarinin rutin, hiperozid, kuersitrin, kuersetin-3-O-glukuronid, avikularin, viteksin,
orientin, isorientin ve tiirevleri gibi flavonoidler, krizofanol ve 8-O-glukozidi, fizikon,
fizikoantron, emodin ve 8-0-glukozidi, emodinantron, aloeemodin,
asetoksilaleoemodin, okzalik asid, flavan-3-ol, katesin ve epikatesin, gallik asid,
pirokatekuik asid, ferulik asid ve p-kumarik asid gibi fenolik asidler ve
ramnoglukturolaktan, arabinogalaktan tipi polisakkaridleri yiiksek oranda igerdigi

bildirilmistir [ 104-107].

Rumex steudelii, Etiyopya’da geleneksel olarak antifertilite de kullanilan bir bitkidir. Bu
bitkinin kokleri diger bitkisel ilaclarla karistirilarak rektal prolapsus, hemoroid, yara
iyilestirme, sisme, ciizzam, tonsilit, abdominal kolik ve Tinea nigra’da kullanilir, ayrica
kiirtaj ve dogum kontroliinde de kullanilmaktadir [108]. Hidroalkolik kok ekstreleri

saponinler, fitosteroller ve polifenollerden olusmaktadir [109].

Rumex maritimus Linn. yapraklar1 yaniklarda, tohumlari tonik olarak, sirt agrilarini
dindirmede ve afrodizyak olarak kullanilir. Banglades’in birgok bolgesinde ise bitkinin
kokleri ishalde kullanilir [110]. Yapilan kimyasal arastirmalarda, Rumex maritimus‘tan

antrakinon, kromon ve flavon tiirevleri saflastirtlmistir [111]. Ayrica Rumex
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maritimus’un metanol ekstraktlarinin ishali kesmede onemli o6l¢lide etkili oldugu

bulunmustur [112].

Rumex nervosus akne ilaci, hipoglisemik ajan ve oftalmik antiseptik olarak
kullanilmaktadir [113]. R. abyssinicus ile birlikte yara iyilestirmede, egzema da, tifiis ve
kuduzda kullanilmaktadir [114]. R. nervosus’un yaprak, kok, govde, kabuk kisimlar ile
R. abyssinicus’un koklerinin su, metanol ve kloroformdaki ekstrelerinin S. aureus ve P.
aeruginosa gibi c¢esitli bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur [114,115]. R. abyssinicus’tan okzalik asid, krisofanik asid, krizofanol,
emodin ve physcion daha 6nceki ¢alismalarda izole edilmistir [116]. R. nervosus’tan ise

flavonoidler, stereoidler, tanninler, tartarik ve sitrik asid izole edilmistir [117,118].

Halk arasinda R. abyssinicus, hipertansiyon, migren, romatizma, gogiis kanseri, mide
siskinligi, kulak agrisi, karaciger hastaliklari, hemoroid, tifiis ve kuduzda
kullanilmaktadir [119]. R. abyssinicus’un diger Rumex tiirlerinde oldugu gibi Tinea

nigra ve Tinea versicolor’a karsi etkili oldugu bulunmustur [120].

Rumex japonicus Houtt. (RJH) Kore, Japonya ve Cin’de atopik dermatiti de igeren
cesitli deri hastaliklarinda kullanilmaktadir ve antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir.
RJH’nin emodin, krizofanol ve fizikon gibi antrakinon tiirevleri icerdigi ve
antibakteriyel, antifungal, antienflamatuar, immunosupresif ve antiviral aktiviteleri
oldugu bildirilmistir [121]. Ayrica kokleri Cin ilaci olarak 1s1 duyarsizligi, sarilik,
kabizlik, uyuz ve do6l yatagi kanamalar1 tedavisinde kullanilmaktadir [122].
Antioksidan, sitotoksik ve antimikrobiyal aktiviteler gibi c¢esitli biyolojik ve

farmakolojik aktivitelerinin oldugu bildirilmistir.

Rumex crispus yapraklar1 halk arasinda tedavi amacglh kullanilmasinin yani sira ayni
zamanda besleyici bir gidadir. Rumex tiirleri zengin hidroantrakinon kaynagidirlar.
Bitkideki hidroantrakinon tiirii ve miktar1 genetik faktorlere ve g¢evresel kosullara
baghdir. Baskan ve arkadaslar1 tarafindan, Rumex crispus’tan 1,5-dihidroksi-3-metil
antrakinon, 1,3,5-trihidroksi-6-hidroksimetil antrakinon ve 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-

metil antrakinon bilesikleri izole edilmistir [123].
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Ingiliz 1spanag: adiyla bilinen Rumex patientia 6zellikle Tiirkiye ve Hindistan olmak
lizere diinyanin ¢esitli bolgelerinde yesil bir sebze olarak tiiketilir. Yapilan fitokimyasal
analizler bitkinin antrakinonlar, taninler ve naftalen tiirevlerince zengin oldugunu
gostermistir. Bitkiden izole edilen bilesiklerden bazilari; rumeksozid, labadozid ve
oryantaloziddir. Rumex patientia, Tlrk halk tibbinda laksatif, diliretik, antipiretik, yara
tyilestirici ve antienflamatuar olarak bilinmektedir. Rumex patientia Anadolu’da yaygin
bir sekilde kullanilan bir sebzedir. Bu da bitkinin gilivenli oldugunu goéstermektedir
[124,125]. Rumex patientia, fitokimyasal ve biyolojik olarak incelenmis ve
antienflamatuar, analjezik, antipiretik, mide koruyucu etki ve antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bulunmustur [126]. Rumex patientia Tiirk geleneksel tibbinda diyabeti
onlemede de kullanilmaktadir [127].

Bir¢ok Rumex tiirlerinin biyolojik aktiviteleri calisilmistir. Bu ¢alismalar sonucu
viicuttaki ve serumdaki amino asid ve mineral diizeyini etkiledigi [128],
fizikofarmakolojik [129], miishil [130], antioksidan ve sitotoksik [131], antifertilite
[132], antimikrobiyal ve iltihap Onleyici [120], ishali kesici [112] ve antiviral [133]

aktiviteleri agiga ¢cikmustir .

Yapraklari, deri hastaliklarinda etkilidir, ¢ibanlari olgunlagtirir, yara ve egzamalari
iyilestirir. Bu etkileri saglamak tizere, labadanin yapraklariyla yara lapasi hazirlanir ve

sikayet edilen yerlere distan uygulanir [97].

Rumex tiirlerinin diinyada ve iilkemizde sebze olarak ve hastaliklar1 iyilestirmede
yaygin kullanimi vardir. Dolayisiyla bu tiirlerin antioksidan ve diger tedavi edici
ozelliklerine dair arastirmalar yapilmistir. Ulkemizde yetismekte olan Rumex’in bir
tiirli olan Rumex cristatus DC ile ilgli literatiir ¢aligmasina rastlanmamustir. Bu nedenle
yurdumuzda yetisen ve sebze olarak kullanilan bu tiiriin antioksidan aktivitesi g¢esitli

antioksidan deneylerle arastirilarak, antioksidan aktivitenin varligir dogrulandi.
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Sekil 2.21. Labada (Rumex cristatus DC ) [97]
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Sekil 2.22. Labadanin gesitli goriiniimleri [134]

54



3. MALZEME ve YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ALETLER

Buzdolabi : Arcelik

Destile Su Cihazi : Brand MonoDest 3000

Derin dondurucu : Beko

Etlv : Niive FN500

Rota Evaporator : Bibby Rotary Vacum Evaporator
Firm : Heraus

pH Metre : Beckman pH Meter H5

Santrifiij Cihazi : Denley BS400

Spektrofotometre : Shimadzu UV Visible UV-120-02
Sonikator : Bandelin Sonorex

Su Banyosu : Bibby Waterbath RE100B

Su Banyosu : Niive BM 101

Su Banyosu : Memmert

Terazi : Mettler 110 Hassas Terazi
Terazi : 1Gec Avery Terazi

Vorteks : Fisons Whirlimixer
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3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Labadanin etil alkollii ve etil asetatl ekstrelerinin hazirlanmasinda etil alkol (% 96) ve

etil asetat (teknik) gibi ¢oziiciiler kullanildi.

Ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktar1 tayininde sodyum tungstat (Na,WO,; Merck
106673), sodyum molibdat (Na,MoOs; Merck 386021), derisik fosfat asidi (H3POu;
Merck 100563), derisik hidroklorik asid (HCl; Merck 100314), lityum siilfat
(Li2SO4.H,0; Fluka 62609) ve brom (Merck) kullanilarak Folin reaktifi hazirlandi.
Hazirlanan Folin reaktifi ile sodyum karbonat (Na,COs3; Merck 106398) kullanilarak
ekstrelerin fenolik bilesik miktarlar1 tayin edildi. Toplam fenolik bilesik tayininde
standart olarak pirokatesol kullanildi.

Total flavonoid miktar tayininde ise sodyum nitrit (NaNO,; Merck 6544), aluminyum
kloriir (AICl3; Merck 1064) ve sodyum hidroksid (NaOH; Merck 106498)’den
yararlanildi. Standart olarak katesin kullanildi.

Askorbik asid miktar tayini ise metafosfat asidi (HPOs; Carlo Erba 407465) ve 2,4-
diklorfenol-indofenol (Merck 3028) kullanilarak yapildi.

B-Karoten icerigi denemesinde ise heksan (Merck 4368) ve aseton (Merck; 100013)
kullanildi.

DPPH radikal giderme aktivite deneyinde ise 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH; Sigma
D9132) ve metanol (CH30H; Riedel-de Haén 24229) kullanildi. Standart olarak BHA
ve BHT (Fluka 34750) kullanildi.

Indirgeyici giic denemesinde sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4;.2H,0; Merck
106345) ve sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,0; Merck 106573) kullanilarak
fosfat tamponu hazirlandi. Deneyde potasyum ferrisiyaniir (K3;Fe (CN)g; Riedel de Haén
12643), triklor asetik asid (TCA; Merck 100807), demir-3-kloriir (FeCls; Merck 3948)
ve standart olarak a-tokoferol asetat (Sigma T-3376) kullanildu.
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Hidroksi radikali giderme aktivitesi deneyinde ise, sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,P0O4.2H,0; Merck 106345) ve sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,O;
Merck 106573) kullanilarak fosfat tamponu hazirlandi. 2-deoksiriboz (Fluka 31170),
demir siilfat-etilendiamin tetra asetik asiddeki ¢ozeltisi (FeSO4.2H,0; Riedel de Haén
351859, EDTA; Merck 2604134), hidrojen peroksit (H,O,; Merck 108600), triklor
asetik asid (TCA; Merck 100807), tiyobarbitiirik asid (TBA; Fluka 88481) ve sodyum
hidroksit (NaOH; Merck 106498) kullanilarak aktivite tayini yapildi.

ABTS radikal giderme aktivitesi deneyinde ise 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-
siilffonik asid) (ABTS; Fluka 11557), potasyum persiilfat (K;S,0s; Merck 12615),
metanol (CH3OH; Merck 1006007) ve standart olarak Troloks (Calbiochem 648471) ve
a-tokoferol asetat (Sigma 3765) kullanildu.

DMPD radikali giderme aktivitesi deneyinde N,N-dimetil-1,4-fenilen diamonyum
diklorid (DMPD, Merck 103067), demir-3-kloriir (FeCl; Merck 3948) ve sodyum asetat
(CH3COONa; Merck 6265) kullanildi. Standart olarak ise troloks (Calbiochem 648471)
kullanildi.

3.3. BITKIi MATERYALI

Istanbul Universitesi Avcilar Yerleskesinden Nisan, May1s, Haziran ve Aralik aylarinda
toplanan labada (Rumex cristatus DC) yapraklar1 destile su ile yikand1 ve golgede
kurutuldu. Labadann tiiriiniin teshisi I. U. Eczacilik Fakiiltesi emekli Ogretim Uyesi,
Prof. Dr. Kerim ALPINAR tarafindan yapildi. Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik
aylarinda toplanan labadalardan sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstreler hazirlandi.

Ekstre hazirlanmasinda bitkinin sadece yaprak kismi kullanildi.

3.3.1. Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi

30 g bitki balona konularak iizerine 300 mL destile su ilave edildi. Karigim geri ¢eviren
sogutucu altinda 3 saat refliikks edildi. Elde edilen karisim sogutuldu ve siizgeg
kagidindan siiziildii. Siiziintli, 6nceden darasi alinan balona konuldu. Balon rota

evaporatore yerlestirildi ve karisimin suyu diisiik basingta uzaklastirildi. Elde edilen
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ekstre miktar1 332 mg/g bitki olarak bulundu ve ekstre -20°C’de derin dondurucuda

saklandu.

3.3.2. Etil Alkollii Ekstrenin Hazirlanmasi

25 g bitki tartildi. Sokslet cihazinin kartusuna yerlestirildi. Kartug Sokslet ekstraksiyon
sistemine konuldu. Sokslet cihazinin balonuna 250 mL % 96’lik etil alkol konularak
karisim 4 saat ekstrakte edildi. Elde edilen karisim sogutularak siizge¢ kagidindan
stizlildii. Siiziintii 6nceden daras1i alinan balona konuldu. Balon rota evaporatore
yerlestirilerek diisiik basincta etil alkol karisimdan uzaklastirildi. Elde edilen ekstre
miktar1 84 mg/g bitki olarak bulundu. Ekstre -20°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.3.3. Etil Asetathh Ekstrenin Hazirlanmasi

25 g bitki Sokslet ekstraksiyon cihazi kartusuna konuldu. Kartus Sokslet sistemine
yerlestirilerek, cihazin balonuna 250 mL teknik etil asetat ilave edildi. Karisim Sokslet
cihazinda 4 saat ekstrakte edildi. Elde edilen karisim sogutuldu ve siizge¢ kagidindan
stiziildii. Siizlinti O6nceden darasi alinan balona konuldu. Balon rota evaporatore
yerlestirilerek diisiik basingta etil asetat karistmdan uzaklastirildi. Elde edilen ekstre
miktar1 18 mg/g bitkidir. Ekstre daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de derin

dondurucuda saklanda.

Calismamizda, Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarinda hazirlanan tiim ekstrelerin

UV goriiniir absorbsiyon spektrumlari alinda.

3.4. ANTIOKSIDAN AKTIiVITE

3.4.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteau ayiract ile Slinkard ve
Singleton’un gelistirdigi metoda gore tayin edildi [135]. CuSOy alkali ortamda protein
veya antioksidanla kompleks olusturur. Folin reaktifi ilave edildiginde Folin reaktifi

protein ile baglanir. Protein veya antioksidanla Cu (II)’ nin reaksiyonundan agiga ¢ikan
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Cu (I) molibdotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye

doniistir.

Calismada standart fenolik bilesik olarak pirokatesol (Sekil 3.1) kullanildi. Standart egri
cizmek i¢in 25 mg pirokatesol 25 mL destile suda ¢oziilerek (1 mg/mL) stok ¢ozelti
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 25, 50, 75 ve 100 pg/mL lik ¢ozeltiler hazirlandi. Tiiplere
0.1 mL standart ¢ozeltiden ilave edildi. Sonra tiiplere sira ile 4.5 mL distile su ve 0.1
mL Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edildi. 3 dakika sonra % 2’lik Na,COj3 ¢dzeltisinden
0.3 mL ilave edildi. Tiipler vorteksde karistirildi ve karisim 2 saat boyunca karanlikta
oda sicakliginda bekletildi. Numuneler ve korde benzer sekilde hazirlandi. Kore standart

veya numune yerine 0.1 mL distile su ilave edilerek ayni islemler yapildi.

Daha sonra standardin ve numunelerin absorbanst 760 nm’de kore karsi okundu.
Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen pirokatesol miktar1 standart egri

yardimiyla hesaplandi ve sonuglar pirokatesol ekivalenti seklinde ifade edildi.

H

Sekil 3.1. Pirokatesoliin kimyasal yapist

3.4.2. Total Flavonoid Miktar1 Tayini

Bitki ekstrelerinde total flavonoid miktar1 Zhishen, Mengcheng Jianming metoduna

gore yapildi [136].

Calismada standart flavonoid bilesik olarak katesin (Sekil 3.2) kullanildi. Standart egri
cizmek amaciyla 20, 40, 60, 80 mg/mL’lik katesin ¢ozeltileri hazirlandi. Katesin
cozeltilerinden ve bitki ekstrelerinin farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerinden (1000 - 4000
pg/mL) 0.25 mL alindi. Uzerine 1.25 mL destile su ve 75 pL % 5’lik NaNO, ilave
edildi. 6 dakika oda temperatiiriinde bekletildi. Uzerine 150uL % 10’luk AICI; ¢ozeltisi
ilave edilerek tekrar 5 dakika bekletildi. 0.5 mL 1 M NaOH c¢ozeltisi ve 275 pL destile
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su ilavesinden sonra tiipler vorteksde iyice karistirilarak meydana gelen rengin

absorbansi 510 nm’de ayira¢ koriine karsi okundu.

Ekstrelerin flavonoid miktar1 pg katesin/gram ekstre olarak ifade edildi.

OH
H O D o @
i OH

OH
Sekil 3.2. Katesinin kimyasal yapist

3.4.3. Askorbik Asit (C vitamini) Miktar Tayini

Askorbik asid miktar tayini Omaye ve arkadaslarinin [137] metoduna gore tayin edildi.
Metod askorbik asidin, diklorofenol indofenol (DCIP) boyasini indirgemesi esasina
dayanmaktadir. Metafosforik asid, mavi olan DCIP boyasini pembe renkli indirgenmis
sekline doniistiirmektedir (DCIPH). Olusan bu DCIPH ise askorbik asid tarafindan
renksiz DCIPH;’ye indirgenmektedir.

b=
LR .l N
HO™ 0 HO™ 7
Cl

DCIP (mavi) DCIPH; (renksiz)

Sekil 3.3. Diklorindofenol boyasinin indirgenmesi

5 mg ekstre, 5 mL % 1 m-fosfat asidi ¢ozeltisinde oda sicakliginda 45 dakika bekletildi
ve siiziildi. Stiziintiiniin 2 mL’sine 0.1 mg/mL 2,6-diklorofenol indofenol ¢ozeltisinden
1 mL ilave edildi ve 15 saniye sonra 520 nm’deki absorbansi kore karsi dl¢giildi. Kor

olarak % 1’lik m-fosfat asidi ¢ozeltisi kullanildi. Ekstrenin askorbik asid miktar1 L-
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askorbik asid (20-160 pg/mL) (Sekil 2.6) ile hazirlanan standart egri yardim ile
hesaplandi.

Askorbik asid standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in Once L-askorbik asidin
% 1’lik m-fosforik asitteki 160 uM’lik ¢dzeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltide yine % 1°lik m-
fosfat asidi ile seyreltilerek 20, 40, 80, 120 ve 160 pg/mL konsantrasyonundaki
standartlar elde edildi. Deney sonucunda 0 pM’lik ¢ozeltinin absorbans degerinden
standartlar i¢in bulunan absorbans degerlerinin ¢ikarilmasiyla bulunan degerlere en
kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla askorbik asidin regresyon denklemi elde

edildi.

3.4.4. B-Karoten Miktar Tayini

B-karoten (Sekil 2.8) miktar1 Nagata ve Yamashita [138] metoduna gore tayin edildi. 25
mg’lik ekstreler 10 mL aseton—heksan karisimi (4:6) ile 1 dakika siireyle calkalandi ve
stiziildii. Siiziintiilerin absorbans1 435, 505 ve 663 nm’de dlgiildii. B-karoten miktar

asagidaki formiile gore hesaplandi.

B-karoten (mg/100 mL bitki ekstresi) = 0.216 Agez — 0.304 Asps + 0.452 Ayss

3.4.5. indirgeme Giicii

Ekstrelerin indirgeme giicli tayini Oyaizu metoduna gore yapildi [139]. 50-200
ng/mL’lik standart ve bitki ekstresi ¢ozeltileri hazirlandi. Standart olarak E vitamini
kullanildi. Uzerine pH= 6.6 olan 0.2 M fosfat tamponundan 2.5 mL ilave edildi. Daha
sonra %1 lik K5[Fe(CN)g]’dan 2.5 mL ilave edilerek karigim su banyosunda 50°C’de 20
dakika inkiibe edildi. Bu igslemden sonra reaksiyon karisimlarina 2.5 mL % 10’luk
triklorasetikasid (TCA) ilave edildi. Tiipler karistirildi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Cozeltinin iist fazindan 2.5 mL alindi. Uzerine 2.5 mL destile su ve 0.5 mL
% 0.1°’1ik FeClsilave edildi. 10 dakika beklenildi. Spektrofotometrede 700 nm’de kore
kars1 absorbans degerleri Olgiildii. Koriin hazirlanmasinda 5 mL destile su alind1.

Uzerine 2.5 mL FeCls ilave edildi.
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Ekstrelerin ve standardin indirgeyici gii¢ egrileri, konsantrasyon (50-200 pg/mL) ve bu

konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar arasinda cizildi.

3.4.6. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH radikal giderme aktivitesi Brand-Williams metoduna gore 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali (Sekil 3.4) kullanilarak yapildi [140,141].

DPPH, bir serbest radikaldir. Bir elektron veya hidrojen radikali ile etkileserek stabil
diyamagnetik bir molekiil olma egilimindedir [142, 143].

O,N O,N
i
N—N- NO, + R ~— N—N NO,
O,N O,N
Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) Difenilpikrilhidrazin (nonradikal)

Sekil 3.4. DPPH radikalinin indirgenmesi

20 mg/L. DPPH ¢o6zeltisi metanolde ¢oziilerek giinliik hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 1.5 mL
almarak {zerine farkli konsantrasyonlarda (12.5-50 pg/mL) hazirlanan bitki
ekstrelerinden 0.75 mL ilave edildi. 5, 10, 30 ve 60. dakikalarda kore kars1 absorbans
degeri 517 nm’de spektrofotometrede Ol¢iildii. Kontrol olarak 0.75 mL metanol ve 1.5
mL DPPH ¢ozeltisi kullanildi. Kor olarak sadece metanol, standart olarak BHA ve BHT
cozeltileri (12.5-50 pg/mL) kullanildi. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH

¢Ozelti miktarin1 yani DPPH radikal giderme aktivitesini verir.

DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimu ile hesaplandi:
DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = (Ao-A1) / Ao x 100
Ap=Kontroliin absorbans degeri

A,=Ornek ve standardin absorbans degeri
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3.4.7. Hidroksi Radikali Giderme AKktivitesi

Hidroksi radikali giderme aktivitesi deoksiriboz metoduna goére yapildi [144].
Genellikle deoksiriboz degredasyonunu inhibe eden molekiiller Fe iyonlarim
kelatlayabilirler. Bu sayede bu iyonlarin deoksiribozla kompleks olusturmasini
engelleyip, onlar1 Fenton reaksiyonu i¢in inaktif hale getirir. Fenolik bilesiklerin radikal
giderme aktiviteleri hidroksil gruplarindaki aktif H verebilme kapasitelerinden

kaynaklanmaktadir[145].

450 puL 0.2 M sodyum fosfat (pH:7.0), 150 uL 10 mM 2-deoksiriboz, 150 pL 10 mM
FeSO4+-EDTA, 525 pL bidistile su ve 75 puL o6rnek numune (100-400 pg/mL)
cozeltisinden ibaret olan reaksiyon karisimina 150 pL 10 mM H,0O, ilave edilerek
reaksiyon baglatildi. 37°C’de 4 saat inkiibasyondan sonra sirasiyla 750 uL % 2.8’lik
TCA ve 50 mM NaOH’deki % 1°lik TBA ¢6zeltisinden 750 pL ilave edildi ve tiipler 10
dakika kaynatildi. Tiipler sogutularak 520 nm’de absorbans degerleri okundu. Numune
icermeyen reaksiyon karisimi kontrol olarak kullanildi. Standart olarak, a-tokoferol

asetat (100-400 pg/mL) ile ¢alisildi.

Hidroksi radikal giderme aktivitesi (%) asagidaki formiil yardimi ile hesaplanda:

Hidroksi Radikal Giderme Aktivitesi (%) = (Ao-A1) / Ag x 100
Ao¢=Kontroliin absorbans degeri

A=Ornegin ve standardin absorbans degeri

3.4.8. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi

ABTS radikal giderme aktivitesi deneyi, antioksidanlarin dayanikli bir radikal katyonu
olan ABTS" radikalini giderme aktivitesinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Sekil

3.5) [146,147]. Denemede standart olarak Troloks kullanilmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) amonyum tuzunun persiilfatla
oksidasyonu sonucu radikal olusumu [147]

HO O

OH
)

Sekil 3.6. Troloksun kimyasal yapisi

1 mL destile suda 7.4 mM ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-siilfonik
asid) ¢oziildi. Uzerine 2.6 mM K,S,05’den 1 mL ilave edilerek karistirildi ve 12-16
saat karanlikta bekletildi. Daha sonra bu karisimin iizerine 60 mL metanol ilave edildi.
Bu ¢ozeltinin 734 nm’de spektrofotometrede absorbansi metanole karsi okundu. ABTS
radikal katyonunun 734 nm’ deki absorbansi 0.7 + 0.02 dir. Her deney i¢in bu karigim
giinliik olarak hazirlandi. Hazirlanan metanollii ABTS ¢o6zeltisinden 2.850 mL alindi.
Uzerine 150 uL bitki ekstresi (250-1000 pg/mL) konuldu. 2 saat karanlikta bekletildi.
Spektrofotometrede 734 nm’de absorbans degeri okundu. Standart olarak Troloks ve a-
tokoferol asetat (250-1000 pg/mL) kullanildi. Kontrol olarak numune yerine metanol
iceren reaksiyon karigimi kullanildi. ABTS radikal giderme aktivitesi (%), asagidaki
formiil yardimiyla hesaplandi [148].

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) = (Ag-A1) / Ao x 100
Ao= Kontroliin absorbans degeri

A= Ornek ve standardin absorbans degeri
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3.4.9. DMPD Radikali Giderme Aktivitesi

DMPD radikali giderme aktivitesi Fogliano’nun [149] metoduna gore yapildi.
DMPDrradikal giderme aktivitesi, asidik pH ve uygun bir oksidan ¢dzeltinin varliginda
DMPD’nin kararli ve renkli bir radikal katyonu olusturmasi esasina dayanir. DMPD
505 nm’de maksimum absorbans degeri gosterir. DMPD’ye bir H atomu transfer

edebilen antioksidanlar bu rengi giderir ve ¢6zeltide bir renksizlesme meydana gelir.

DMPD renksiz) + oksidan ( Fe’ )+ H" __3 DMPD™" (o)
DMPD" (moyt AOH ~ —— DMPD" (renksiz) + AO (3.1)

DMPD radikalinin absorbansi 505 nm’de maksimumdur. DMPD radikaline bir H atomu
transfer edebilen antioksidan bilesikler rengi gidererek, konsantrasyonla dogru orantili
bir sekilde ¢ozeltide renksizlestirme meydana getirirler. Bu reaksiyon hizli gerceklesir
ve stabildir. Antioksidatif etkinligin bir gostergesidir. Bu nedenle bu deneme radikal

hidrojen dondriiniin DMPD’den single elektronu giderebilmesini gdsterir [150].

209 mg DMPD radikali 10 mL bidistile suda ¢oziildii. Bu ¢6zeltiden 1 mL alinarak 0.1
M pH:5.3 olan Na-asetat tamponunun 100 mL’sine ilave edildi. 0.05 M FeCls
cozeltisinden 0.2 mL ilave edilmesiyle renkli DMPD radikal katyonu elde edildi. Bu
karigim stabilitesini ancak 12 saate kadar korudugundan giinliik olarak hazirlandi.
Karigimin ilk hazirlandig1 andaki absorbanst 0.9 + 0.1 olmalidir. Karigimin 1 mL’si 0.5
mL standart (10-20-30-40 pg/mL) ve ekstre (10-20-30-40 pg/mL) ¢ozeltilerine ilave
edildi. 10 dakika sonra 505 nm’deki absorbanslari tampon ¢ozeltiye karsi okundu.
Standart olarak Troloks kullanildi ve sonuclar DMPD radikali giderme aktivitesi (%)

olarak ifade edildi. Sonuglar asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:
DMPD radikali giderme aktivitesi (%) = (Ao-A1)/ Ag x 100

Ay : DMPD baslangi¢ absorbansi

Ay : Numunenin absorbansi
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4. BULGULAR

Calismamizda fenolik bilesikleri kalitatif olarak tayin etmek i¢in UV-goriiniir
absorpsiyon spektrofotometresi kullanildi. Fenolik bilesikler UV-goriiniir absorpsiyon
spektrofotometresinde 2 maksimum absorpsiyon bandi gosterirler. Birinci band 320-380
nm arasinda, ikinci band ise 250-285 nm arasindadir. Biitlin antosiyaninler ve flavon,
flavanol tiirevleri 250-285 nm arasinda spektrum verir [151-153]. Bitkinin Nisan,
Mayis, Haziran, ve Aralik aylarina ait sulu, etil alkollii ve etil asetathi ekstrelerinde

birbirine benzer spektrumlar elde edildi.

Elde edilen spektrumlarda 250-275 nm arasinda yiiksek absorbanslar goézlendi.
Maksimum absorbans 200-210 nm’ler arasinda goriildii. Bundan sonraki en yiiksek
absorbanslar ise 250-275 nm’de elde edildi. Bu bulgu labadada fenolik bilesikler

oldugunu gostermektedir.

2.5 -
Sulu Ekstre
2 _
— Etil alkollt ekstre

1.5 1 — Etil asetath ekstre
2
=
@]
[72) 1 _
=
0.5 1

O T T T T T T T T T

225 275 325 375 425 475 525 575 625 675
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Nisan ayina ait sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin UV-goriiniir spektrumlari
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Sekil 4.2. Mayis ayina ait sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin UV-gdriiniir spektrumlar
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Sekil 4.3. Haziran ayina ait sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin UV-goriiniir spektrumlari



1.8

1.6 -

14 - Sulu Ekstre

1.2 1 — Etil alkollG ekstre

1 —— Etil asetath ekstre

Absorbans

0.8

0.6 A

0.4

0.2

0 T T T 1
225 325 425 525 625

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. Aralik ayma ait sulu, etil alkollii ve etil asetath ekstrelerin UV-goriiniir spektrumlart

4.1. TOPLAM FENOLIK BILESIiK MIKTAR TAYINI

Toplam fenolik bilesik miktar1 Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik ayindaki degisik
polaritedeki ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstrelerde tayin edildi. Toplam fenol igerigi

pirokatesol ekivalenti olarak ifade edildi (Tablo 4.1-4.4).

Calismada en yiiksek miktarda fenolik bilesik miktar1 Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik
aylarindaki etil asetath ekstrelerde tespit edildi. Ayrica alinan ekstre miktarina bagh
olarak toplam fenolik bilesik miktarinda da artis oldugu saptandi. Sulu ve etil alkollii
ekstrelerin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla Haziran > Nisan = Mayis olarak
bulundu. Fenolik bilesik iceriginin Aralik ay1 ekstrelerinde ise hesaplanamayacak kadar
diisiik oldugu bulundu. Elde edilen verilerden, sulu ekstrenin toplam fenolik bilesik
miktariin etil alkollii ekstrelerden daha yiiksek oldugu saptandi. Etil asetath ekstrelerin
toplam fenolik bilesik igerigi sirasiyla Mayis = Haziran > Nisan > Aralik olarak

bulundu (Tablo 4.1-4.4).
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Tablo 4.1. Labadanin Nisan ay1 sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerinin fenolik

bilesik miktarlarmin pirokatesol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ng/mL)"

Bitki ekstresi Sulu Ekstre Etil Alkolli Ekstre Etil Asetatli Ekstre
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
pg/mL
1000 7.69+2.7 11.22+5.44 11.86 £3.73
2000 2440+ 3.7 3.60+2.29 27.39+9.22
3000 35.65+4.6 2436+ 5.77 57.93 +14.97
4000 50.74+13.6 31.40+9.93 74.11 £22.62
*Ortalama + sd

Tablo 4.2. Labadanin Mayis ay1 sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerinin fenolik

bilesik miktarlarmm pirokatesol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ug/mL)’

Bitki ekstresi Sulu Ekstre Etil Alkolli Ekstre Etil Asetatli Ekstre
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL)
pg/mL
1000 17.31 £2.86 7.69 +£2.58 4276 +£21.22
2000 26.94 + 3.08 22.10+6.74 92.14+19.29
3000 36.09 +7.32 2425+ 441 102.01 £17.92
4000 46.04 +4.42 3222 +5.34 128.83 £ 19.85
*Ortalama + sd

Tablo 4.3. Labadanin Haziran ay1 sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerinin fenolik bilesik
miktarlarmin pirokatesol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (pg/mL)"

Bitki ekstresi Sulu Ekstre Etil Alkolli Ekstre Etil Asetatli Ekstre
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
ug/mL
1000 26.95+7.48 9.63 +3.89 32.50+10.20
2000 26.30+8.10 24.96 + 5.34 4091 +11.15
3000 52.09 +5.95 37.03+8.74 102.74 +32.98
4000 75.37 +£ 6.68 55.27+£9.72 127.18 £ 35.51
*Ortalama + sd
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Tablo 4.4. Labadanin Aralik ay1 sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerinin fenolik
bilesik miktarlarmin pirokatesol ekivalenti olarak degerlendirilmesi (pg/mL)"

Bitki ekstresi Sulu Ekstre Etil Alkollii Ekstre Etil Asetatli Ekstre
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
ug/mL
1000 nd nd nd
2000 nd nd 0.56 +2.54
3000 0.99 + 0.86 nd 10.65 +2.48
4000 7.75+£2.5 nd 20.79 +£7.32

nd : Belirlenemedi

*Ortalama =+ sd

4.2. TOTAL FLAVONOID BILESIK MIiKTAR TAYINI

Labadanin sulu, etil alkollii ve etil asetath ekstrelerinin total flavonoid miktarlar1 Tablo
4.5, 4.6 ve 4.7°de verildi. Ekstrelerin flavonoid miktarlar1 pg/mL katesin esdegeri olarak
ifade edildi.

En ytiksek total flavonoid bileseninin etil asetat ekstrelerinde oldugu tayin edildi. Sulu
ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 Tablo 4.5°de verildi. Sulu ekstrelerin total
flavonoid igerigi Haziran > Mayis > Nisan > Aralik ay1 seklinde azalmaktadir.

Ekstrelerin konsantrasyonuna bagli olarak total flavonoid miktar1 da artmaktadir.

Tablo 4.5. Labadanin sulu Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik ay1 ekstrelerinin flavonoid
miktarlarmin katesin ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ug/mL)"

Bitki ekstresi Nisan May1s Haziran Aralik
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
pug/mL
1000 25.38 +£10.20 44.81 +£29.18 82.32 +£21.40 1.10 £ 0.46
2000 78.60 +27.33 90.94 + 34.99 119.04 + 46.27 20.10+2.27
3000 110.10 £ 21.59 145.29 +28.79 211.16 £27.91 3546 +3.13
4000 126.14 £72.50 | 183.32+18.45 290.69 + 30.64 54.59 +2.62

*Ortalama + sd
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Tablo 4.6. Labadanin etil alkollii Nisan, May1s, Haziran ve Aralik ay1 ekstrelerinin
flavonoid miktarlarimin katesin ekivalenti olarak degerlendirilmesi (ug/mL)"

Bitki ekstresi Nisan May1s Haziran Aralik
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
ug/mL
1000 25.294+27.18 32.94 + 31.36 4552 +£15.75 nd
2000 55.28 £23.91 93.66 +47.43 127.25 +16.61 9.67+1.97
3000 112.52 +£19.82 128.96 + 24.48 214.15 £ 56.57 21.79 +4.41
4000 156.29 + 38.13 218.24 £ 92.50 272.60 £ 55.24 40.24 +4.30

nd: Belirlenemedi

*Ortalama + sd

Labadanin etil alkollii ekstrelerinde en yiiksek flavonoid miktari, sulu ekstrelerde

oldugu gibi Haziran ay1 ekstresinde bulunmustur. En diistik flavonoid miktar1 ise Aralik

ay1 ekstrelerinde bulunmustur.

Tablo 4.7. Labadanin etil asetatli Nisan, Mayi1s, Haziran ve Aralik ay1 ekstrelerinin
flavonoid miktarlarinin katesin ekivalenti olarak degerlendirilmesi

(ng/mL)’
Bitki ekstresi Nisan May1s Haziran Aralik
konsantrasyonu (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
pg/mL
200 52.96 +27.17 44.26 +£27.10 38.57 +38.09 23.53 +5.75
300 74.02 + 30.10 65.60 + 28.74 65.27 +£23.33 27.15+5.40
400 94.26 +31.11 99.19 + 52.27 77.69 +£39.61 41.85+5.48

*Ortalama + sd

Etil asetath ekstrelerde 1000-4000 pg/mL’lik konsantrasyonlarda yiiksek absorbans

degeri bulundu. Bu nedenle 200-400 pg/mL’lik konsantrasyonlar arasinda calisildi. Bu

ekstrelerde ise en yiiksek aktivite Nisan ay1 ekstresinde goriiliirken, bunu sirasiyla

Mayis, Haziran ve Aralik ay1 ekstreleri takip etmistir. Bu degerler etil asetath

ekstrelerde, 200-400 pg/mL araliginda elde edilen degerlerdir.
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4.3. ASKORBIK ASID (C VITAMINI) MIKTAR TAYINi

Cesitli aylara ait ekstrelerde yapilan askorbik asid denemelerinde en yiiksek askorbik
asid igeriginin sulu ekstrelerde oldugu goriilmiistiir. Etil alkollii ve etil asetath

ekstrelerin askorbik asid i¢eriginde ise onemli bir fark olmadig1 goriildii (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Labadanin sulu, etil alkollii, etil asetatli Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik ay1
ekstrelerinin askorbik asid miktari (ug/g)"

Sulu Ekstre Etil Alkollii Ekstre | Etil Asetatli Ekstre
Aylar
Nisan 134.85 + 7.30 115.86 +£7.95 113.27 £4.78
Mayis 125.82 £9.07 114.53 £5.58 113.27 £4.82
Haziran 126.22 +11.26 113.27 £5.95 111.54 +7.49
Aralik 133.99 +£4.28 114.46 + 4.43 111.68 +5.39

"Ortalama + sd

4.4. B-KAROTEN (PROVITAMIN A) MIKTAR TAYINI

Bitki ekstrelerinde B-karoten miktar tayini Nagata ve Yamashita [138] metoduna gore
yapildi. Tablo 4.9°da goriildiigii gibi en yiliksek B-karoten igerigi Haziran ay1 etil asetat
ekstresinde bulundu. Sulu ekstrelerdeki B-karoten degerleri ¢ok diisiik bulundugundan

thmal edildi.

Tablo 4.9. Labadanin etil alkollii ve etil asetatl ekstrelerinin p-karoten icerigi (mg/100 mL)"

Aylar Etil Alkollii Ekstre Etil Asetatli Ekstre
Nisan 0.69 £ 0.04 0.62 £ 0.06
Mayis 0.66 £0.05 0.67 £0.05
Haziran 0.63 £0.09 0.70+0.03
Aralik 0.34+0.31 0.58 +£0.06
*Ortalama + sd
4.5. INDIRGEME GUCU

Maddelerin indirgeme giicii ile antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal bir
baglanti vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o maddenin
antioksidan aktivitesi hakkinda bize bilgi verebilir. Caligmada kullanilan biitiin

.. . . . . + . + . . .
ekstrelerin indirgeme kuvveti Oyaizu metoduna gére Fe™’ iin Fe™ ye indirgenmesine
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gore yapild1 [139]. Bir bilesik veya ekstrenin indirgenme kapasitesi o bilesik veya
ekstrenin antioksidan aktivitesinin onemli bir indikatorii olarak bilinmektedir [154].
Calismada ekstrelerin indirgeme glicleri Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de verilmistir.
Caligmamizda labada ekstrelerinin indirgeme giiciiniin ekstre miktarina bagli olarak artt1
(Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7). Sulu ekstrelerden en yiiksek indirgeme giiciine Haziran ay1
ekstresinin, en diisiik indirgeme giiciine ise Mayis ay1 ekstresinin sahip oldugu Sekil
4.5°de goriilmektedir. Standart olarak calisilan a-tokoferol asetatin ise bitki ekstresinden

daha diisiik bir indirgeme giiciine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5).

0.350 -
—~ 0.300 -
g 0.250 —e—Nisan
S | —-—
= 0.200 - v
2 0150 Hazran
g : h — Aralik
§ 0.100 - —x— a-Tokoferol asetat
<C 0.050
0.000

50 100 150 200

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.5. Labadanin sulu ekstrelerinin ve a-tokoferol asetatin (E vitamini) indirgeme gii¢leri

0.250 -
E 0.200 | —e—Nisan
o
£ 0.150 - /; —=— Mayis
2 Hazran
g 0100 - /,: Aralik
§ 0.050 - —x— a-Tokoferol Asetat
<
0.000

50 100 150 200

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.6. Labadanin etil alkollii ekstrelerinin ve a-tokoferol asetatin (E vitamini) indirgeme
giicleri
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Etil alkollii ekstrelerde yapilan indirgeyici gii¢ denemesinde, en yiiksek aktivite Mayis
ay1 ekstresinde goriiliirken, onu sirasiyla Nisan ve Haziran ay1 ekstreleri ve Aralik ay1
ekstresi takip etmistir. Standart olarak kullanilan a-tokoferol asetatin, Nisan, May1s ay1

ekstrelerinden daha diisiik bir indirgeme giiciine sahip oldugu bulunmustur (Sekil 4.6).

0.700 -
0.600 -
0.500 | /. —e— Nisan
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/ Hazran

0.300 + - Aralik

0.200 - / —x— a-Tokoferol asetat
0.100 - o«

0.000

Absorbans (700 nm)

50 100 150 200
Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.7. Labadanin etil asetatli ekstrelerinin ve a-tokoferol asetatin (E vitamini) indirgeme
giicleri

Etil asetath ekstrelerde ise tiim ekstrelerin indirgeyici gii¢ aktivitesinin standart olarak
calisilan a-tokoferol asetattan yiiksek oldugu goriilmiistiir. indirgeyici giic aktivitesi etil
asetath ekstrelerde sirasiyla Haziran, Mayis, Nisan ve Aralik ay1 ekstreleri seklinde

azalmaktadir (Sekil 4.7).

Labadanin toplam fenolik bilesik icerigi ile indirgeyici giicii arasinda yiiksek bir
korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrelerde Nisan, Mayis, Haziran aylarinda bu degerler
(r* = 0.830, 0.947, 0.977) olarak bulunurken, etil alkollii ekstrelerde ise (> = 0.822,
0.949, 0.982) olarak gozlendi. Etil asetath ekstrelerde ise yine Nisan, Mayis ve Haziran
aylarmda yiiksek korelasyon (r* = 0.996, 0.938, 0.978) bulundu.

Yapilan bir¢ok arastirmada indirgeyici gii¢ ile fenolik bilesik igerigi arasinda ytiksek
korelasyon bulunmustur [155]. Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitesinin bir gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda da
indirgeyici gii¢ ile fenolik bilesik arasinda bir iliski olmasi antioksidan aktivitenin bu

bitkide yiiksek degerde oldugunu bize gostermektedir. Bitkilerde antioksidan aktivitenin
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bitkinin cesitli gelisme zamanlarma gore degistigi literatiirde belirtilmektedir [156].
Calismamizda sulu ekstrelerden en yiiksek indirgeyici glic deneyinde en yiiksek aktivite
Mayis ayimnda, en diisiik indirgeme giicii aktivitesi de Aralik ayr ekstresinde
goriilmektedir. Buna gore calismada bitkinin gelisme, biliylime déneminde Haziran
ayinda indirgeme giicii fazla olup, Mayis ayinda ise bitki tam gelisme doneminde
olmas1 nedeni ile indirgeme giiciiniin diger aylara gore sulu ekstrede diisiik oldugu

diistiniilebilir.

Sulu, etil alkollii, etil asetath ekstrelerdeki indirgeme giiciliniin standart olarak kullanilan
a-tokoferol asetattan yliksek oldugu goriilmektedir. Bu da labadanin 1yi bir antioksidan

kaynag1 olarak kullanilabilecegini bize gdstermektedir.

Calismamizda etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerde en yiiksek indirgeme giicii Mayis
ayinda en diislik indirgeme giicii ise Aralik ayinda goriildii. Bu durum, sicakligin ve
bitkinin gelisme doneminin, indirgeme giicii lizerinde 6nemli bir etki yaptigini bize

gostermektedir.

4.6. DPPH RADIKAL GIDERME AKTIVITESI

Genel olarak kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid peroksidasyonuna
kars1 gosterdikleri antioksidan aktivitenin sonucudur. DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi hidrojen verme potansiyelinin arastirllmasit i¢in en kisa ve en ucuz
yontemlerden biridir [157]. Viicuttan zararli ve hastalik yapict serbest radikallerin
uzaklastirilmasi insan organizmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu amacla azot merkezi
stabil radikal olan DPPH radikali serbest radikallerin giderilmesi i¢in kullanilmistir
[158]. Ekstrelerin, DPPH radikal giderme aktiviteleri Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°da

verilmigtir.

Calismada sulu, etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerin DPPH serbest radikal giderme
aktiviteleri % inhibisyon olarak degerlendirildi ve sentetik antioksidan olan BHA ve
BHT nin serbest radikal giderme aktivite degerleri ile karsilastirildi (Sekil 4.8).
Ekstrelerde, 12.5-25-37.5 ve 50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda caligildi. Test edilen

madde konsantrasyonu ile antioksidan aktivitesinin birbiriyle dogru orantili bir sekilde
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arttig1 goriildi. 5, 10, 30 ve 60. dakikalarda hesaplanan % inhibisyon degerleri 60.
dakikada en ytiksekti. En yiiksek DPPH radikali giderme aktivitesinin sulu ekstrelerde
oldugu bulundu. Sulu ekstrelerin 60. dakikadaki radikal giderme aktivitesinin (%
83.40), standart olarak c¢alisilan BHA’ya c¢ok yakin (% 83.75), BHT den ise daha
yiiksek (% 52.05) oldugu bulundu.

Sulu ekstrelerle ilgili ¢izilen grafiklerden de gorildiigii gibi en yiiksek aktiviteyi

Haziran ekstreleri gostermistir. Bunu da sirasiyla Nisan, Mayis ve Aralik ay1 ekstreleri

takip etmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait sulu ekstrelerinin ¢esitli konsantrasyonlarmin 5, 10, 30 ve 60.dakikalardaki % DPPH
radikali giderme aktiviteleri
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Sekil 4.9. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait etil alkollii ekstrelerinin ¢esitli konsantrasyonlarinin 5, 10, 30 ve 60. dakikalardaki %
DPPH radikali giderme aktiviteleri
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Sekil 4.10. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait etil asetatli ekstrelerinin gesitli konsantrasyonlarinin 5, 10, 30 ve 60. dakikalardaki
% DPPH radikali giderme aktiviteleri
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Etil alkollii ekstrelerle yapilan denemelerde en yiiksek aktiviteyi Nisan ay1 ekstreleri
gosterirken onu sirastyla Haziran, Mayis ve Aralik ay1 ekstreleri takip etmistir (Sekil 4.9).
Etil asetathi ekstrelerle yapilan denemelerin sonucunda en yiiksek aktivite Mayis ay1
ekstrelerinde goriilirken en diisiik aktivite Aralik ay1 ekstrelerinde goriilmiistiir (Sekil

4.10).

Sulu ekstrelerin toplam fenolik bilesik igerigi ile DPPH radikal giderme aktiviteleri
arasinda yiiksek korelasyon gozlenmistir. Nisan ayma ait sulu ekstrelerin korelasyon
degerleri 5, 10, 30 ve 60. dakikalara gore sirastyla (r"= 0.992, 0.985, 0.982 ve 0.961) olarak
bulundu. Mayis ay1 sulu ekstrelerinde bu degerler (r*= 0.817, 0.859, 0.712 ve 0.527) olarak
bulunurken, Haziran ay1 ekstrelerinde ise ("= 0.915, 0.943, 0.969 ve 0.955) olarak
bulunmustur (Sekil 4.8).

Etil alkollii ekstrelerde de yine sulu ekstrelerde oldugu toplam fenolik bilesen icerigi ile
DPPH radikal giderme aktivitesi arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur. Nisan ay1
ekstrelerinde 5, 10, 30 ve 60. dakikalardaki degerler (= 0.803, 0.783, 0.750 ve 0.732)
olarak bulunurken, Mayis ay1 ekstrelerinde (r’= 0.978, 0.988, 0.951 ve 0.992) olarak
bulunmustur. Haziran ay1 ekstrelerinde ise yine ayni siralama ile (*= 0.972, 0.997, 0.995 ve

0.995) degerleri elde edilmistir (Sekil 4.9).

Etil asetatli ekstrelerin toplam fenolik bilesen igerigi ile DPPH radikal giderme aktiviteleri
arasinda yiiksek korelasyon degerleri gozlenmistir. Bu degerler 5, 10, 30 ve 60.
dakikalarda Nisan ayinda sirasiyla (r2= 0.955, 0.943, 0.922 ve 0.862) olarak bulunurken,
Mayis ayinda (= 0.946, 0.931, 0.869 ve 0.905) olarak bulunmustur. Haziran ayimda ise bu
degerler yine aym siralamayla (r*= 0.937, 0.925, 0.932 ve 0.935) olarak bulunmustur (Sekil
4.10).
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4.7. HIDROKSIi RADIKALi GIDERME AKTIiVITESI

Labadanin etil alkollii ekstrelerinin hidroksi radikali giderme aktivitesinin konsantrasyonla
dogru orantili olarak artmadigi goriildi (Sekil 4.11). En yiiksek aktiviteyi gosteren
ekstrenin Aralik ay1 ekstresi oldugu bulundu. Onu da sirastyla Haziran, Nisan ve Mayis ay1
ekstreleri takip etti. Nisan ve Mayis aylarma ait etil alkollii ekstrelerin hidroksi radikali
giderme aktiviteleri arasinda Onemli bir fark goriilmedi. 100-200 pg/mL‘lik
konsantrasyonlarda Haziran ve Aralik ay1 ekstrelerinin hidroksi radikali giderme
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu bulundu. 300-400 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise a-
tokoferol asetatin hidroksi radikali giderme aktivitesinin tiim etil alkollii ekstrelerden

yiiksek degerde oldugu goriildii.
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Sekil 4.11. Labadanin etil alkollii ekstrelerinin konsantrasyonlarina gére % hidroksi radikali

giderme aktiviteleri
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Etil asetatli ekstrelerde de aynen etil alkollii ekstrelerde oldugu gibi en yiiksek aktivite
Aralik ay1 ekstresinde bulundu (Sekil 4.12). Bunu da Haziran ay1 ekstresi takip ederken,
Nisan ve Mayis ay1 ekstrelerinin aktivitelerinin birbirine ¢ok yakin oldugu bulundu.
Standart olarak ¢alisilan a-tokoferol asetatin hidroksi radikal giderme aktivitesinin tiim etil

asetatl1 ekstrelerden daha yiiksek degerde oldugu bulundu.
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Sekil 4.12. Labadanin etil asetat ekstrelerinin konsantrasyonlaria gore % hidroksi radikali giderme
aktiviteleri

Sulu ekstrelerde ise hidroksi radikali giderme aktivitesi c¢alisilan konsantrasyonlarda tayin
edilemedi. Ayrica, labadanin hidroksi radikal giderme aktivitesi ile toplam fenolik bilesen

igerigi arasinda bir korelasyon bulunamadi.

4.8. ABTS RADIKAL GIDERME AKTIiVITESI

Sulu ekstreler igin ABTS radikal giderme aktivitesi yontemine gore elde edilen degerler
Sekil 4.13” de verilmektedir. Bu yonteme gore aylik ekstrelerin aktivite siralamas1 Haziran
> Nisan > Mayis > Aralik ay1 seklindedir. Konsantrasyon artisina bagli olarak ABTS
radikali giderme aktivitesinde de artig goriilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Labadanin Nisan, May1s, Haziran ve Aralik aylarina ait sulu ekstrelerinin
konsantrasyonlara gére ABTS radikal giderme aktiviteleri

E 120.0 -

>

3 100.0 - * X X X

Q —e— Nisan
g > —a— Mayis
O 60.0 - Haziran
2 —e— Aralik
T 40.0 -

x —x— Troloks
2 200 -

m

<

X 0.0

250 500 750 1000

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.14. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait etil alkollii ekstrelerinin
konsantrasyonlara gére ABTS radikal giderme aktiviteleri

Etil alkollii ekstrelerde en yiiksek aktivite Haziran ayma ait ekstrede goriiliirken, Nisan
ayina ait olan ekstrenin de ona ¢ok yakin degerde oldugu bulunmustur (Sekil 4.14). Daha

sonra sirastyla Mayis ve Aralik ekstreleri gelmektedir.
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Sekil 4.15. Labadanin Nisan, May1s, Haziran ve Aralik aylarina ait etil asetath ekstrelerinin
konsantrasyonlara gore ABTS radikal giderme aktiviteleri

Etil asetatli ekstrelerde, diger ekstrelerden farkli olarak en yiiksek aktivite Aralik ay1
ekstresinde gozlemlendi. En diisiik aktivite ise Nisan ay1 ekstresinde gézlemlendi. Haziran
ekstresinin radikal giderme aktivitesi Aralik ay1 ekstresine ¢ok yakin degerde oldugu

bulundu (Sekil 4.15).

Toplam fenolik bilesen igerigi ile ABTS radikal giderme aktivitesi arasinda da yiiksek
korelasyon bulunmustur. Sulu ekstrelerle toplam fenolik bilesen igerigi arasindaki
korelasyon Nisan, Mayis, Haziran aylarinda sirastyla (I* = 0.992, 0.857, 0.973) olarak
bulunmustur. Etil alkollii ekstrelerde ise bu degerler, (r* = 0.816, 0.998, 0.999) olarak
siralanmaktadir. Etil asetatli ekstrelerinin korelasyon degerleri ise yine ayni siralama ile
(r* = 0.969, 0.966 ve 0.985) olarak bulunmustur. Bu da ekstrelerin ABTS radikal giderme

aktivitelerinin bitkinin igerdigi fenolik bilesenlerden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

4.9. DMPD RADIKAL GIDERME AKTIVITESI

Labadanin sulu, etil alkollii ve etil asetath ekstrelerinin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik

aylarina ait DMPD radikali giderme aktivitesi Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Labadanin Nisan, May1s, Haziran ve Aralik aylarina ait sulu ekstrelerinin ve Troloksun

konsantrasyonlara gore DMPD radikali giderme aktiviteleri

Labadanin sulu ekstrelerinde en yliksek DMPD radikali giderme aktivitesi Nisan ayina ait

ekstrede bulunurken, en diisiik aktivite ise Aralik ve Mayis ayina ait ekstrelerde bulundu

(Sekil 4.16).

80.00 -
70.00 -

X

60.00 -
50.00 -
40.00 - R

30.00 -

l

—e—Nisan

—a— Mayis
Hazran
Aralik

—x— Troloks

20.00 A
10.00 -

% DMPD Radikali Giderme Aktivites

0.00

10 20 30 40

Konsantrasyon pyg/mL

Sekil 4.17. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait etil alkollii ekstrelerinin ve
Troloksun konsantrasyonlara gére DMPD radikali giderme aktiviteleri
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Etil alkollii ekstrelerde de en yiiksek DMPD radikali giderme aktivitesi Nisan ayimnda
goriiliirken en diisiik aktivitenin ise sulu ekstrelerle ayni sekilde Aralik ve Mayis

ekstrelerinde oldugu goriildii (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Labadanin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarina ait etil asetatl ekstrelerinin ve
Troloksun konsantrasyonlara gore DMPD radikali giderme aktiviteleri

Etil asetath ekstrelerde de % DMPD radikali giderme aktivitesi siralamast degismedi. En
yiiksek aktivite Nisan ayina ait ekstrede goriiliirken, bunu sirasiyla Haziran, Aralik ve
Mayi1s ayi ekstreleri takip etti. Standart olarak ¢aligilan Troloksun DMPD radikali giderme

aktivitesinin ¢aligilan tiim ekstrelerden daha yiiksek oldugu bulundu.

Toplam fenolik bilesen igerigi ile DMPD radikali giderme aktivitesi arasinda bir

korelasyon bulunamadi.
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TARTISMA VE SONUC

Beslenmenin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolii oldugu bilinmekte olup, bu konu ile
yapilan caligmalarda besinsel faktorlerin ¢esitli mekanizmalarla oksidatif stresi azaltiklari
tespit edilmistir [159]. Antioksidanlar lipid oksidasyonunu engellemekte veya
geciktirmektedir. Boylece hem gidalarin kalitesi korunmakta hem de bu gidalarin raf dmri
uzamaktadir. Oksidasyonu Onlemek veya ortadan kaldirmak amaciyla gidalara
antioksidanlar ilave edilmekte ve bu amagla antioksidan olarak BHT, BHA, TBHQ gibi
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir [160].

Meyve ve sebzeler, hem yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmalart hem de iyi bir
antioksidan karisimi ve kombinasyonunu temsil etmeleri acgisindan ¢ok Onemli dogal
antioksidan kaynaklar1 arasinda sayilmaktadir. Meyve ve sebzeler E vitamini, C vitamini,
karotenoid gibi bilesiklere ilaveten giiclii antioksidan aktiviteye sahip flavon, katesin,
antosiyanin, izoflavon gibi fenolik bilesikler de icermektedir [84]. Baz1 ¢aligmalarda kalp
hastaliklarina bagli 6lim oraninin azalmasinin C vitamini alimi ile iligkili oldugu
belirlenmistir [161]. Bu ve buna benzer yapilan c¢aligmalarda kalp hastaliklart ile
antioksidanlarin tiiketimi arasinda bir iligki oldugu belirlenmis ve antioksidan aliminin
kardiovaskiiler hastaliklarin azalmasina neden olabilecegi ileri siirtilmiistir [162].
Beslenme ile alinan antioksidanlarin rolii sadece kalp hastaliklar1 ile sinirli degildir.
Antioksidan kanser arasindaki iliskiyi incelemek icin yapilan ¢aligmalar, antioksidanlarca
zengin sebze ve meyvelerin alimmin azalmasinin karaciger, akciger, pankreas ve daha

bir¢cok organda kanserin gelismesinde major bir risk oldugunu géstermistir [163].

Bitkilerin gesitli biokimyasal ve farmakolojik etkilerinin antioksidanlarla ilgili oldugu son
yillarda One siiriilmekte ve bu iliski tartisilmaktadir. Polifenolik bilesikler dogal
antioksidanlarin en 6nemli gruplarim1 olusturmaktadirlar. Fenolik bilesikler igcerisinde en

fazla bulunanlar flavonoid ve fenolik asidlerdir [81,164].

Fenolik bilesikler ve flavonoidler yaygin olarak bitkilerde bulunan ve biyolojik
membrandaki lipid peroksidasyonunu inhibe eden dogal antioksidan yapilardir. Fenolik

bilesikler ve flavonoidlerin antioksidan aktivitesi serbest radikalleri giderme, metal
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iyonlarla bilesik olusturma ve singlet oksijen olusumunu engelleme veya azaltma gibi
ozelliklerinden kaynaklandigi One siirilmiistiir [165]. Antioksidanlar hidrojen atomu
vericisi olarak etki gosterirler ve zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere
dondstiirtirler. Bu sekilde olusan antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik halka
tizerindeki ciftlesmemis elektronun yer degistirmesi ile stabilize olur. Bu nedenle
antioksidan molekiiler yapilarinda genellikle fenolik fonksiyon tasirlar. Calismamizda
labada bitkisinde en yliksek toplam fenolik bilesen igerigi Mayis ay1 etil asetat
ekstrelerinde 128.83 + 19.85 pg/mL pirokatesin ekivalenti olarak bulundu. Total flavonoid
bilesen igerigi ise Haziran ay1 sulu ekstrelerinde 290.69 + 30.64 ng/mL katesin ekivalenti
olarak bulundu. Rumex tuberosus bitkisi ile yapilan caligmada ise toplam fenolik bilesen
icerigi 12.92 mg/g gallik asid ekivalenti olarak, total flavonoid igerigi ise 7.42 mg/g rutin
ekivalenti olarak bulunmustur [166]. Bunun yani sira labada bitkisinde toplam fenolik
bilesen igerigi ve total flavonoid bilesenlerin tayin edilmesi bitkinin gosterdigi indirgeyici
giic, DPPH radikali giderme, ABTS radikali giderme, hidroksi radikali giderme, DMPD
radikali giderme gibi antioksidan aktivitelerinin bitkide bulunan fenolik ve flavonoid

bilesiklerden kaynaklandiginin bir gostergesidir.

Fenolik bilesikler gidalarda buruk (prosiyanidinlerin 6-8 monomerli olanlar1) ve aci1 tadin
kaynag1 olup proteinlerle kompleks yaparak tortu olustururlar ve berrakligi olumsuz
etkilerler [167]. Calismamizda labada bitkisininde buruk bir tadi bulunmaktadir. Bu da

labadanin fenolik bilesikler agisindan zengin bir bilesik oldugunu bize gostermektedir.

Askorbik asid bitkilerin antioksidan aktivitesine katkida bulunan bilesenlerdendir. C
vitamini siiperoksid, hidrojen peroksid, hipoklorit, hidroksil ve peroksil radikalleri ile
singlet oksijen formundaki aktif oksijenlerin temizlenmesinde en etkili antioksidandir
[168]. Askorbik asidin suda ¢oziinen bir vitamin olmasi nedeni ile ¢alismamizda labadanin
askorbik asid igeriginin sulu ekstrelerde oldugu bulunmustur. Calismamizda labadanin
askorbik asid igeriginde en yliksek deger sulu ekstrelerde 0.134 mg/g olarak bulundu.
Rumex vesicarius bitkisinde ise askorbik asid degeri ortalama olarak 253 mg/100g kuru
agirlik olarak bulunmustur [169]. Literatiirde baska bir bitkide ise askorbik asid igerigi
bizim buldugumuz degere yakin olarak 0.191 mg/g olarak bulunmustur [170]. Askorbik
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asid igeriginin fazla olmasi antioksidan aktivitenin yesil bir bitki olan labadada fazla

miktarda oldugunu goéstermektedir.

Karotenoidler meyve ve sebzelerde bulunarak onlarin saridan kirmiziya renk almasini
saglayan dogal pigmentlerdendir. Insan sagligindaki Onemleri ise provitamin A,
antioksidan, hiicre farklilasma ve c¢ogalmasini diizenleyici, hiicrelerin birbiriyle
baglantisin1 uyarici, immun fonksiyon ve karsinojen metabolizma modiilatorii, mavi 11k
filtreleyici etkileri ile ilgilidir. Yapilan bircok aragtirma karotenoid aliminin, immun
sistemin iyilesmesi, kanser, kalp-beyin damar hastaliklar1 ve katarakt gibi bazi hastaliklarin

olusum riskinin azalmasi ile ilgili oldugunu géstermistir [171,172].

B-karoten antioksidan oOzelligini singlet oksijen aktivitesi (viicudun 1s18a hassasiyet
reaksiyonu) ve peroksil koklerine karst gostermektedir [168]. Bu ¢alismada, sulu
ekstrelerde B-karoten miktar1 ¢ok diisiik bulunmustur. Bu bulgunun da B-karotenin suda
¢Oziinmemesi ilgili oldugu diisliniilmiistiir. Bitkinin Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik ay1
ekstrelerinde yapilan B-karoten miktar tayininde etil asetatl ekstrelerde daha yiiksek
sonuglar bulunmustur. Aralik ay1 etil alkollii ve etil asetatli ekstrelerinde ise diger aylara
nazaran daha diisiik sonuglar elde edilmistir. Elde edilen bu sonuclar bitkinin toplam
fenolik bilesik ve total flavonoid bilesik miktarlariyla uygunluk géstermektedir. Bagka bir
bitkide ise metanol ve etil asetat ekstrelerinde, [-karoten miktar1 0.37-1.24 mg/g kuru

agirlik olarak bulunmustur [170].

Polygonaceae familyas1 iiyelerinin flavonoid glikozidleri, antrakinonlar, tanninler gibi
biyolojik aktivite gosteren sekonder metabolitler iirettikleri bilinmektedir [98]. Rumex’i de
iceren Polygonaceae familyasi eski geleneksel tipta ve giiniimiizde tedavi edici amaglarla
kullanilmaktadir. Rumex koklerinin hafif laksatif etkisi vardir [173]. Kanama, akint1 ve
ezik, yanik, sisme gibi bazi deri lezyonlarina karsi etkilidirler [99]. Rumex nepalensis
Spreng kokleri halk arasinda miishil ve bagirsak solucanlarini oldiiriicti etkileri igin
kullanilmaktadir [174]. Ayn1 zamanda bakteriyel enfeksiyonlara karsi da etkili oldugu
bulunmustur. Rumex nepalensis’in yapraklar1 sebze olarak pisirilmektedir. Yapraklarindan
hazirlanan inflizyon adet sancilarinda ve mide agrilarinda kullanilmaktadir. Cesitli

patojenlere kars1 etkili oldugu bildirilmistir [175]. Koklerinin ise geleneksel tipta
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karacigeri koruyucu, ates disiiriicli, analjezik, temizleyici ve bagirsak solucanlarini
oldiirticii etkisi oldugu iddia edilmektedir. Ghosh ve arkadaglar tarafindan R. nepalensis’in
geleneksel tibb1 destekler sekilde temizleyici etkisi oldugu ortaya konmustur [130]. Ayrica
antibakteriyel etkisi oldugu da bulunmustur [176]. R. nepalensis Spreng. koklerinden, bir
antrakinon olan aloe-emodin izole edilmistir. Bu bilesigin anti-bakteriyel etkisi oldugu
bildirilmistir [177]. Dolayisiyla R. nepalensis’in antibakteriyel etkisi aloe-emodinden
kaynaklantyor olabilir. Kalitatif testlerle koklerinde steroidler, indirgen sekerler, tanninler,

saponin ve zamklarinda varligi belirlenmistir [176].

Rumex patientia kok ekstrelerinin polifenollerce zengin oldugu ve indirgeyici giiciliniin
yiiksek oldugunun bulunmasi potansiyel olarak antioksidan aktivitesinin oldugunu
gostermektedir [124]. Rumex patientia’dan emodin-6-O-beta-D-gluko piranozid, 6-kloro
katesin ve katesin gibi bazi polifenolik bilesikler izole edilmistir [178]. Elde edilen bu
sonuclara gore Rumex patientia yapraklarinin polifenollerce zengin oldugu goriilmektedir.
Calismamizda Rumex cristatus’un diger tiirlerde oldugu gibi antioksidan &zellik

gostermesi yapisinda yliksek oranda polifenol bilesiklerinin olmasi nedeni iledir.

Flavonoidlerin, anti-enflamatuar, antioksidan, anti-allerjik, karacigeri koruyucu, anti-
trombotik, antiviral ve anti-karsinojenik aktivitelerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica
flavonoidlerin anti-enflamatuar aktivitesi tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegini

gosterir [179].

Indirgeyici giig, bitkinin potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir gostergesidir.
Rumex crispus’un etil alkollii ekstrelerinde indirgeyici giig, yliksek toplam fenolik bilesen
icerigiyle dogru orantili olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica ekstre miktar1 arttikca
indirgeyici gii¢ aktivitesinde de artis gozlenmistir [180]. Bu ¢alismada da Rumex
cristatus’un indirgeyici giliciiniin yiliksek fenolik bilesen igerigiyle uygunluk gosterdigi
buna uygun olarak ekstreler arasinda en yiiksek fenolik bilesen igerigine sahip olan etil
asetat ekstrelerinin, en yiiksek indirgeyici giice sahip oldugu bulundu. Rumex japonicus’ta
da bu calismaya benzer olarak en yiiksek total fenolik igerigi (200.4 mg/g gallik asid
ekivalenti) etil asetat ekstrelerinde bulunmustur. Yine bizim ¢calismamizla paralel olarak en

yiiksek fenolik bilesik icerigi tayin edilen etil asetat ekstrelerinin en yiiksek indirgeyici
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giice sahip oldugu bulunmustur [181]. Bizim calismamizda Rumex japonicus’a benzer
sekilde [181], ekstrelerin indirgeyici giicliniin standart olarak calisilan a- tokoferol
asetattan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada calisilan aylik ekstreler arasinda
sulu ekstrelerde en yiiksek absorbans degeri Haziran ay1 ekstresinde bulunmustur. Etil
alkollii ekstrelerde en yliksek deger Mayis ay1 ekstresinde bulunurken, etil asetath
ekstrelerde yine sulu ekstrelerde oldugu gibi Haziran ay1 ekstresinde en yiiksek deger

bulunmustur.

DPPH radikali antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitesini 6lgmede yaygin bir
sekilde kullanilan stabil serbest bir radikaldir [182]. Calismada tiim ekstrelerin DPPH
serbest radikal giderme aktiviteleri konsantrasyonla dogru orantili olarak artti. Rumex
crispus’un c¢alisilan ekstrelerinden, etil alkollii ekstrelerinin DPPH igerigi toplam fenolik
bilesen icerigiyle dogru orantili olarak yiiksek bulunmustur [180]. Fakat bu g¢alismada
Rumex cristatus’un en yiikksek DPPH radikali giderme aktivitesinin, en yiiksek toplam
fenolik bilesen igerigine sahip etil asetat ekstrelerinden farkli olarak sulu ekstrelerde
oldugu bulundu. Rumex patientia’nin etil alkol ekstreleri i¢in % DPPH radikal giderme
aktivitesi 5, 10, 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda sirasiyla % 72.4, 43, 12.5 ve 0.0
olarak bulunmustur [124]. Rumex crispus yapraklarinin % DPPH radikal giderme aktivitesi
literatiirde sulu ve etil alkollii ekstreleri icin sirasiyla % 12 ve % 4 olarak bildirilmistir

[180].

Hidroksil radikali oksijen radikalleri arasinda en reaktif olanidir ve biyomolekiillerde
Oonemli hasarlara yol acar. Rumex patientia’nin etil alkollii ekstresinin hidroksi radikali
giderme aktivitesinin 50 pg/mL konsantrasyonundaki ekstrede % 58.4 oldugu bildirilmistir
[124]. Bu calismada ise calisilan konsantrasyonlarda sulu ekstrelerde hidroksi radikali
giderme aktivitesi gozlemlenemezken, etil alkollii ekstrelerde 400 pg/mL konsantrasyonda
en yliksek hidroksi radikali giderme aktivitesi Aralik ayina ait ekstrede gozlenmistir. Etil
asetatli ekstrelerde de buna paralel olarak Aralik ay1 ekstresinde en yiiksek hidroksi

radikali giderme aktivitesi % 27.5 olarak bulunmustur.

ABTS radikal giderme aktivitesi ekstrelerin etkili antioksidan kapasitelerinin bir

6l¢iimiidiir. Bu metod uzun omiirlii bir radikal katyonu olan ABTS kromoforunun olusumu
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ve bunun bir antioksidan tarafindan giderilmesine dayanir. Bu degerin yiiksek olmasi
antioksidan aktivitenin de yiiksek oldugunu gosterir. Labadanin ABTS radikal giderme
aktivitesinin g¢alisilan {i¢ ekstrede en yiiksek oranda Nisan, May1s, Haziran, Aralik ay1 etil
asetat ekstrelerinde sirasiyla % 89.87, 99.27, 99.54 ve 95.27 olarak bulundu. Labadanin
ABTS radikal giderme aktivitesinin sulu, etil alkollii ve etil asetat ekstrelerinin tiimiinde
konsantrasyona bagli olarak arttigi bulundu. Rumex acetosa bitkisinde ABTS radikal
giderme aktivitesi Troloks ekivalenti cinsinden 0.88 mmol/g kuru agirlik olarak
bulunmustur [183]. Rumex hymenosepalus bitkisinde bu deger yine Troloks ekivalenti
cinsinden 672 pmol/g kuru agirlik olarak bulunmustur [184]. Baska bir literatiirde ise
Polygonaceae ailesinin bir iiyesi olan Polygonum aviculare bitkisinde ABTS radikal
giderme aktivitesi yine Troloks ekivalenti cinsinden 19.2 uM/100 g kuru agirlik olarak
bildirilmistir [185].

DMPD radikal giderme aktivitesi deneyi ile antiradikal aktivite tayin edilmistir. DMPD
radikal giderme aktivitesinin prensibi uygun bir oksidan ¢ozelti varliginda ve asidik pH’ta
DMPD’nin stabil ve renkli bir radikal katyonu olan DMPD™ yi olusturabilmesi esasina
dayanir. Bu reaksiyon hizli ve stabildir. Antioksidan kapasitenin bir 6l¢iisii olarak kabul
edilir. Bu nedenle bu deneme radikal hidrojen donérlerinin DMPD ™ den single elektron
yakalama kapasitesini gosterir [149]. Paz1 bitkisinin sulu ekstrelerinde DMPD radikal
giderme aktivitesi 10 pug/mL konsantrasyonda % 34.05, 50 pg/mL konsantrasyonda ise
47.51 olarak bulunmustur. Standart olarak c¢alisilan Troloks igin ise 50 pg/mL
konsantrasyonda bu deger % 96.53 olarak bulunmustur [186]. Bu calismada, 10 ug/mL
konsantrasyonda sulu ekstrelerde en yiiksek DMPD radikal giderme aktivitesi Nisan ay1
ekstresinde % 37.19 olarak bulunurken, etil alkollii ekstrelerde % 34.89 olarak
bulunmugtur. Etil asetatli ekstrelerde de yine diger ekstrelerle paralel olarak bu
konsantrasyon icin en yiiksek deger Nisan ay1 ekstresinde % 33.84 olarak bulunmustur.
Standart olarak ¢alisilan Troloksun DMPD radikal giderme aktivitesi, 10 pg/mL

konsantrasyonda ¢alisilan tiim ekstrelerden daha yiiksek oldugu % 48.24 bulunmustur.

Rumex cristatus’la yapilan 5 farkli antioksidan denemesi sonuglarina gére bu bitkinin iyi
bir antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir. Elde ettigimiz bulgular halk

arasinda cesitli tedavi edici amaglarla ve sebze olarak yaygin kullanimi olan labadanin bu
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kullantmin1 dogrular niteliktedir. Ayrica Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarinda
toplanan labadalardan yapilan denemeler sonucu, bitkinin antioksidan aktivitesinin bitkinin
cesitli olgunluk donemlerine gore farklilik gosterdigi bulunmustur. Genellikle, toplam
fenolik bilesik igeriginin de yiiksek bulundugu Haziran ay1 ekstreleri en yiiksek
antioksidan aktiviteyi gostermistir. Buradan bitkide bulunan ¢esitli fenoliklerin antioksidan
aktiviteye yol agabilecegi sonucuna varilmigtir. En diisiik aktivite ise bitkinin kis
aylarindaki ekstresi olan Aralik ay1 ekstresinde rastlanmistir. Bu ekstrede fenolik bilesik ve
flavonoid igerigi de diisiik bulundugundan antioksidan aktivitenin bitkinin bilesiminde
bulunan fenolik ve flavonoidlerden kaynaklandig1 goriisiinii desteklemistir. Daha sonraki

caligsmalarla labadadan bu bilesikler ¢esitli yontemlerle ayristirilip izole edilebilir.
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