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OZET

Hasbal, G. (2013). Sorbus torminalis (L.) Crantz. (Ak¢aaga¢c Yaprakli Uvez)in
Antioksidan Aktivitesinin incelenmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

S. torminalis meyvelerinin antioksidan aktivitesi su, etil asetat, metanol ve aseton
¢oziictileri kullanilarak elde edilen ekstrelerde incelendi. Ekstrelerin total fenolik bilesik
ve total flavonoid miktarlari, ABTS radikal katyonu, DPPH radikal ve siiperoksit
radikal giderme aktiviteleri ile ferri iyonu rediikleme antioksidan giicii (FRAP) tayin
edildi. En yiiksek ekstre edilebilen bilesik miktarinin sulu ekstrede oldugu gézlemlendi.
En yiiksek total fenolik bilesik ve total flavonoid miktarlarinin sulu ekstrede oldugu
saptandi. ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi TEACagts Ve ECsy degerleri
seklinde ifade edildi. En diisik ECso agts degerine sahip sulu ekstrenin en yiiksek
TEACagTs degerine sahip oldugu goriildii. DPPH radikal giderme aktivitesi TEACpppy
ve ECsg degerleri seklinde ifade edildi. En yiiksek TEACpppy degerini sulu ekstrenin, en
diistik ECso pppn degerini ise sulu ve etil asetatli ekstrelerinin gosterdigi saptandi. En
yiksek FRAP degerini sulu ekstre gosterdi. Siiperoksit radikal giderme aktivitesi
tayininde PMS-NADH-NBT sisteminde siiperoksit radikali olusturuldu ve ekstrelerin
bu radikali giderme kapasiteleri incelendi. ECsg sop degerleri karsilastirildiginda sulu ve
etil asetatli ekstrelerin en diisiik degerlere sahip oldugu goriildi. Ekstrelerin antioksidan
aktivitelerinin su > etil asetat > aseton > metanol seklinde siralandig1 ve total fenolik
bilesik miktarlarinin da bu siralamaya uygun oldugu saptandi. S. torminalis
meyvelerinden elde edilen tiim ekstrelerin antioksidan aktivite gosterdigi ve
meyvelerinin dogal bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler:  Sorbus torminalis (L.) Crantz., Ak¢aaga¢ Yaprakli Uvez,
Antioksidan Aktivite, Serbest Radikaller.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 26844
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ABSTRACT

Hasbal, G. (2013). Determination of Antioxidant Activity in the Sorbus torminalis (L.)
Crantz. (Wild Service Tree). Istanbul University, Institute of Health Science, Faculty of
Pharmacy, Department of Biochemistry, Master of Science Thesis, Istanbul.

The antioxidant activity of S. torminalis fruits has been examined in extracts obtained
by using water, ethyl acetate, methanol and acetone solvents. Total phenolic compounds
of extracts and their amounts of total flavonoids, ABTS radical cation, DPPH radical
and superoxide radical scavenging activities and ferric-reducing antioxidant power
(FRAP) have been determined. It was found that water extract has the highest ratio of
extraction for total phenolic compounds and total flavonoids. ABTS radical cation
scavenging activity was expressed as TEACagTts and ECs, values. Water extract which
has the lowest ECsy agts Value exhibited the highest TEACagts value. DPPH radical
scavenging activity was expressed as TEACpppy and ECsg values. While water extract
has the highest TEACpppy Value, water and ethyl acetate extracts have the lowest ECsg
pppH Value. Moreover, water extract has showed the highest FRAP value. For the assay
of superoxide radical scavenging activity, superoxide radical was occured by using
PMS-NADH-NBT system and the scavenging activity capacity of the extracts for this
radical were examined. When the ECsg sop values of the extracts were compared, water
and ethyl acetate extracts were found to have the lowest values. Antioxidant activities of
extracts were sorted in ascending order (water > ethyl acetate > aceton > methanol) and
it was shown that total phenolic compound amount was in agreement with this
placement. It was concluded that all extracts of S. torminalis fruits have antioxidant
activity and that the plant might be a natural source of antioxidants.

Key Words: Sorbus torminalis (L.) Crantz., Wild Service Tree, Antioxidant Activity,
Free Radicals.
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1. GIRIS VE AMAC

Serbest radikallarin ve serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres teorisinin
kokeni 19. yiizyiln sonlarina dayanmaktadir. Bu yolda atilan ilk adim, H.J.H.
Fenton’un 1876 yilinda, hidrojen peroksit (H,05) ile Fe?* iyonlarinin varliginda tartarik
asidin oksidasyonunun Kkesfidir (Fenton 1876). 1900 yilinda Michigan Universitesi’nde
Moses Gomberg (1866-1947) tarafindan organik serbest radikal yapisindaki
trifenilmetil radikalinin kesfi, serbest radikallerle ilgili arastirmalarin baslamasina yol

acmustir (Schoepfle ve Bachmann 1948; Ihde 1967).

Serbest radikaller, tizerinde ¢ok durulan ve arastirmalarin yogunlastigi bir
konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar1 reaksiyonlar ve
serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga kavusmasi, pek
cok klinik durumun patojenezine agiklik getirmistir (McCord 1985; Halliwell ve
Grootveld 1987; Slater 1987).

Oksijen canli sistemler i¢in oldukga giiglii bir zehirdir. Oksijen, metabolik
islemler esnasinda ¢ok daha reaktif sekilleri olan, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilan, H,0,, singlet oksijen (O2'), siiperoksit (O.") ve hidroksil radikallerine
(HO®) ¢evrilebilir (Cadenas ve Packer 1996). Canlilarda HO®, O,"", nitrik oksit radikali
(NO®) ve peroksil radikali (ROO®) gibi serbest radikaller olduk¢a onemlidir. Son 30
yilda tip ve biyolojide serbest radikallerin rolii ve énemi ile ilgili caligmalar yogunluk

kazanmigtir (Halliwell 1994).

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakli etkenlerin etkisiyle
de olusabilir (Bolzan ve ark. 1997; Schoneich 1999). Bunlar organizmalar tarafindan
hiicre i¢inde mitokondriyal solunum zincirinde, ya da hiicre disinda, ozellikle de

fagositler tarafindan olusturulur.

ROS’lar, enzim aktivitelerine ve diger enzimatik olmayan maddelere baglh
olarak bir savunma sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. ROS ve viicudun savunma
sistemi arasindaki dengesizlik ‘‘oksidatif stres’’ olarak adlandirilmaktadir (Baskin ve
Salem 1997).



Serbest radikallerin neden oldugu kronik metabolik hastaliklardan 6zellikle
ateroskleroz ve diabet en ¢arpict Orneklerdir. Kanser, romatoid artrit, katarakt ve
Parkinson oksidan molekiillerin etkin oldugu hastaliklar arasinda kabul edilmektedir
(Ozdemir 1993).

Antioksidanlar hidrojen atomu ve elektron vericisi olarak etki gosterirler ve
zincir olusturan radikalleri daha az reaktif tiirlere doniistiiriirler. Bu sekilde olusan
antioksidan radikali, oksijen atomu ile aromatik halka itizerindeki ¢iftlesmemis
elektronun yer degistirmesiyle stabilize olur. Bu nedenle antioksidan molekiiller

yapilarinda genellikle fenolik gruplar tasirlar (Kéhkonen ve ark. 1999).

Meyveler, 0Ozellikle icerdikleri fenolik bilesiklerin  antioksidatif ve
antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay1

fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giilerytiz 2004).

Gidalarda kullanilan butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve butillenmis
hidroksianisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini
ortaya koyan galigmalar sonucunda baz iilkelerde bu maddelerin kullanilmalarina ciddi
smirlamalar ve yasaklar getirilmistir (Oztiirk ve ark. 2002; Kosar ve ark. 2002; Koksal
2007; Yagcr ve ark. 2008). Bu nedenle dogal antioksidan kaynagi olan meyve ve

sebzelere olan ilgi artmustir.

Sorbus (iivez) L. cinsi Rosaceae familyasinda yer almaktadir. Sorbus cinsinin
tilkemizde dogal olarak yayilis gosteren 12 tiiri ve 17 taksonu vardir (Goksin 1982,
Baytop 1994; Baytop 1999; Giiltekin ve Giiltekin 2006; Giiltekin 2011). Bunlardan en
onemlileri tivez (Sorbus domestica L.), kus iivezi (Sorbus aucuparia) ve akcaagag
yaprakli iivez (Sorbus torminalis)’dir (Giiltekin ve Alan 2007; Giiltekin 2011).

Sorbus torminalis (L.) Crantz. (akgaagag¢ yaprakli iivez), agaci iivez cinslerinin
en fazla boylanan tiirlidiir. Bu tiir, 25 m boya ve 75 cm ¢apa ulasabilen, beyaz ¢igekli,
gorkemli bir orman agacidir. Meyve sekil olarak armut bigiminde (1-2 cm) olup, olgun
meyveler, kirmizimtirak kahve renktedir (Sekil 2-13), (Gtiltekin 2011).

Calismamizda S. torminalis meyvelerinin  antioksidan kapasitelerinin
incelenmesi amaglandi. Bu amagla S. torminalis meyvelerinden hazirlanan sulu, etil
asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin tayininde 6nce

total fenolik bilesik ve total flavonoid igerik miktarlart saptandi. Ekstrelerin ABTS



[(2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin—6-siilfonik asid)] radikal katyonu giderme aktivitesi,
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesi, siiperoksit radikal

giderme aktivitesi ve ferri iyonu rediikleme giicii (FRAP) tayin edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Oksijenin insan yasami i¢in ¢ok gerekli olmasina karsin, normal metabolizma
sirasinda meydana gelen bazi bilesikler viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline
sahiptir (Diplock 1998; Schoneich 1999).

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bdlgede c¢iftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler yap1
olugmaktadir (Halliwell 1991). Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayida molekiiller
ise tek, yani eksik elektronludur. Eksik elektronlu olan bu molekiiller olduk¢a reaktif bir
ozellikte olup kararsizdirlar. Bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile etkilesime girer
ve bu molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir elektron verirler. Bu sekilde baska
molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisin1 bozan bu atom
veya molekiillere “serbest radikaller” veya “oksidan molekiiller” adi verilir (Boveris
1994; Halliwell ve Cross 1994; Stohs 1995; Bohr ve Dianov 1999; Gracy ve ark. 1999).

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil
agirhigr diisiik ve reaktivitesi yiiksek olan bu molekiiller, hem hiicresel solunumun ve
hiicredeki redoks potansiyelinin {iriinleri olarak, kovalent baglarin homolitik kirilmast,
normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya normal bir molekiile elektron transferi
mekanizmalar: ile (Kalak 1995; Diindar ve Aslan 2000; Kiling ve Kiling 2002) hem de
radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi ¢esitli dis faktorlerin etkisi sonucunda
ortaya c¢ikabilirler (Logani ve Davies 1980; Stevenson ve ark. 1994; Diindar ve Aslan
2000; Celik 2005). Serbest radikaller, tek elektronu ile birlikte pozitif yiiklii, negatif
yiiklii veya yiiksiiz olabilirler (Akpoyraz ve Durak 1995).

Radikaller, nerede ve nasil iretildiklerine bakilmaksizin baslica 3 temel

mekanizma ile olusurlar (Cheeseman ve Slater 1993);

1. Kovalent bag: olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan birinde, digerinin
ise diger bag atomunda kalmasiyla sonuglanan homolitik bag kirilmasiyla, her iki atom
tizerinde de paylasilmamis elektron kalir (Denklem 2-1). Paylasilmamis elektron tasiyan

tiirler radikalik 6zellik gosterirler:



R X—>R'+ X (2-1)

2. Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasi sonucu dis orbitalinde paylasiimamis

elektron kaliyorsa (Denklem 2-2), radikal formu olusur:
X —> X'+ e- (2-2)

3. Bir molekiile bir elektron katilmasi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron

olusturuluyorsa (Denklem 2-3), bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir:
X+ e —X (2-3)

Ciftlenmemis elektronlar serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak,
bunlarin protein, lipid, DNA ve niikleotid yapida koenzimler gibi bir¢ok biyolojik
materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaglanmay1 tesvik ettigi ve
ayrica kalp-damar hastaliklari, gesitli kanser tiirleri, Katarakt, bagisiklik sisteminde
zayiflama ve sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bircok hastaliga sebep olduguna

dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock 1998).

Insanlarda ve hayvanlarda fizyolojik ve patolojik kosullarda reaktif oksijen
tirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif klor tiirleri iretilebilir (Evans ve
Halliwell 2001). Biitin ROS, RNS ve reaktif klor tiirlerinin olusmasi i¢in oksijene
ihtiya¢ vardir (Fridovich 1999). Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller,

oksijen ve azottan olusan radikallerdir (Halliwell ve Aruoma 1997).

Serbest radikaller memeli hiicrelerine zararlidir ve kronik hastaliklarin
patojenlerine uygun ortam saglarlar, ancak makrofajlar1 ve immiin sistemdeki fagositleri
aktive ederek patojenlerin Oldiiriilmesinde de gorev alirlar (McCord 2000). Bundan
dolayi, serbest radikallerin fizyolojik olarak sinyal ve diizenleyici molekiiller, patolojik
olarak oldukga zararli ve sitotik oksidanlar olmak {izere farkli etkileri vardir (Fridovich
1999).

2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki oksijenden olusan radikallere ROS adi verilmektedir.
ROS’lar dis orbital yoriingesinde paylasiimamis bir elektron ve bir oksijen atomu
bulunmasi ile karakterizedirler. Oksijenin indirgenmesi ya da oksijene iyonizan
radyasyonun etkimesi ile meydana gelirler (Halliwell ve Gutteridge 1999; Baskin ve
Salem 1997; Flora 2007).



ROS olarak adlandirilan bu bilesikler; siiperoksit radikali (O,""), hidroksil
radikali (HO®), alkoksil radikali (RO®), peroksil radikali (ROQO®), ozon (O3), hidrojen
peroksit (H.0,), hipoklorik asid (HOCI), singlet O, (O,"), organik peroksit radikali
(RCOQ"), perhidroksil radikali (HO,") olarak siralanabilir (Schoneich 1999), (Tablo 2-
1).

Tablo 2-1: Reaktif oksijen tiirleri (Halliwell 2006)

Reaktif Oksijen Tiirleri
Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiilii
Stiperoksit radikali 0, Ozon 0s
Hidroksil radikali HO*® Hidrojen peroksit H,0,
Alkoksil radikali RO* Hipoklorik asid HOCI
Peroksil radikali ROO*® Singlet oksijen 0,
Hidroperoksil radikali HOO*
Perhidroksil radikali HO,*
Organik peroksit radikali RCOOQO*

Asagida organizma igin 6nemli olan bazi ROS’lar hakkinda bilgi verilmistir:

2.1.1.1. Siiperoksit Radikali (O,")

Oksijen molekiilii, orbitalinde c¢iftlenmemis elektron tasiyorsa “siiperoksit
radikali (O;*")” olarak adlandirilir (Halliwell 1991). O," 7, molekiiler oksijenin (Oy) bir

elektron transferi sonucu indirgenmesi ile olusur (Denklem 2-4), (Becker ve ark. 1999).

O+e— 0y (2-4)

O," ", fagositlerde patojenlerin savunma mekanizmalarini yok etmek i¢in NADH
oksidaz enzimi tarafindan fazla miktarda iiretilir. O," ", ksantin oksidaz (XOD) gibi bazi
enzimler tarafindan {iretilmesinin yan1 sira solunum zincirindeki reaksiyonlar

sonucunda bol miktarda meydana gelebilmektedir (Ak 2006).



2.1.1.2. Hidroksil Radikali (HO®)

Hidroksil radikali (HO®), molekiiler oksijene li¢ elektron transferi ile meydana
gelir. Serbest radikallerin ¢ogu zararh etkileri HO® ile olusur. H,O, ve O," bir veya
daha fazla ¢iftlesmemis elektron tasiyan Ve serbest radikal karakterli ge¢is metalleri ile
reaksiyona girerek ya da diger etkilerle HO® olustururlar (Lloyd ve ark. 1997). HO®
oldukca reaktiftir ve hiicre bilesenleri ile reaksiyona girer. Ornegin, amino asid
kalintilarin1 Schiff bazi olusturmak {izere okside eder. DNA molekiiliinde purin ve
pirimidin bazlarinda kimyasal degisiklik ve kirilmalara neden olur (Bishop ve Janet
1996). HO®, hiicre membranina etki ederek, hizli bir sekilde lipid radikallerini

olusturarak, lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini baslatmaktadir (Miller 1996).

HO"nin olusturdugu reaksiyonlar agagida gosterilmektedir. Bu reaksiyonlardan
Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlariyla H,O, ve O,* ’den HO® sentezlenir.

Fenton reaksiyonu: Fenton, ge¢is metalleri varliginda HO,’nin indirgenerek
HO" olusturmast reaksiyonudur. O," dogrudan Fe™ ile reaksiyona girer (Denklem 2-5)
ve olusan Fe*? ile H,0, indirgenerek HO® radikali olusturur (Denklem 2-6), (Castro ve
Freeman 2001).

2* ve Cu?* Katalizérliigiinde H,0, ile

Haber-Weiss reaksiyonu: O,", Fe
reaksiyona girdigi zaman en gii¢lii radikal olan HO® radikalini olusturur (Denklem 2-7),

(Duthie ve ark. 1989).

0, +Fe* —— Fe?* + 0, (2-5)
Fe?* + H,0,——> Fe** + HO® + OH™ (Fenton) (2-6)
Net: O,* "+ H,0, —— O, + OH™ + HO® (Haber-Weiss) (2-7)

Once Fe** siiperoksit tarafindan Fe*"ye indirgenir. Sonra Fenton reaksiyonu ile
H,0,’den HO® ve OH" iiretilir.

Suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalmasiyla da HO® olusur

(Denklem 2-8), (Caylak 2011).

X veya Gama Isini

H,0 » H' +HO (2-8)




H,0O, nin ultraviyole (UV) 1s181ina maruz kalmasi ile de HO® olusabilir (Denklem 2-
9), (Caylak 2011).

H,0 oV > 2HO® (2-9)

2.1.1.3. Hidrojen Peroksit (H20;)

Hidrojen peroksit (H;O2), O;'’ye bir elektron transferi (siiperoksit
dismutasyonu) (Denklem 2-10) ya da O;’ye iki elektronun eklenmesi (indirgenme) ile
(Denklem 2-11) veya glikolat oksidaz ve D-amino asid oksidaz ile direkt olarak
meydana gelir (Flora 2007). H,O, membranlardan kolaylikla gegip hiicreler iizerinde
baz1 fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan

radikal olarak adlandirilamaz (McCord 1993).
0, +e +2H"——> H,0, (2-10)

O, +2e + 2H —> H,0, (2-11)

Biyolojik sistemlerde H,O,’in asil iiretimi, siiperoksitin dismutasyonu ile olur.
Iki siiperoksit molekiilii, iki proton alarak H,O, ve O,’yi olustururlar (Denklem 2-12).
Sonugta, radikal olmayan iriinler meydana geldiginden bu reaksiyon “dismutasyon

reaksiyonu” olarak bilinir (Halliwell ve Gutteridge 1984).

20, + 2H — H,0, + O, (2-12)

2.1.1.4. Singlet Oksijen (O,%)

Singlet oksijen (O,"), oksijenin elektronlarindan birinin disaridan enerji almast
sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan, farkli bir yoriingeye yer degistirmesi
neticesi olusabilecegi gibi; O," ’nin nitrik oksit (NO) ile reaksiyonu ve H,0,’in
hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (Wright ve ark. 2002). Yapisinda iki
adet ¢iftlenmemis elektron tasiyan 0,', hiicre membranindaki c¢oklu doymamis yag

asidleri ile dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol agar

(Halliwell 1991).

Bazi ROS’larin olusturdugu bazi reaksiyonlar Tablo 2-2°de goriilmektedir.



Tablo 2-2: ROS’lar ve yol agtig1 reaksiyonlar (Halliwell ve Gutteridge 1999)

Fe?* ve Cu" iyonlarmi geri kazanma yoluyla Haber-Weiss
Siiperoksit (O,") reaksiyonunu katalizleme, H,0, veya peroksinitrit (ONOQO")

olusumu

S ] HO® olusumu, enzim inaktivasyonu, biyomolekiillerin
Hidrojen peroksit (H,O,) )
oksidasyonu

) ) o Hidrojen ¢ikarilmasi, serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin
Hidroksil radikali (HO®) o _
iiretimi, tiyol oksidasyonu

o ©)) Biitiin biyomolekiillerin 6zellikle ¢ift bag igerenlerin oksidasyonu,
Z0Nn
? sitotoksik aldehid ve ozonit olugumu

Oksijen (O,) Cifte baglarla reaksiyon, peroksitlerin olusumu, amino asidlerin
sijen
) ? ve niikleotidlerin olusumu

) o Hidrojen ¢ikarilmasi, radikallerin olusumu; lipidlerin ve diger
Peroksil radikali (ROQO®)

biyomolekiillerin bozunmasi

2.1.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin nitroksil anyonu (NO°), nitrozil katyonu
(NO"), azot oksitler, S-nitrozotiyol ve dinitrozil demir bilesikleri gibi NO tiirevi olan
cesitleri vardir. RNS diiz kas hiicrelerinin, kardiyomiyositlerin, trombositlerin, sinir
hiicrelerinin ve jukstaglomerular hiicrelerin hepsinde degilse bile ¢ogunda fizyolojik
olarak ¢ok 6nemli rol oynar. Yiikselmis RNS seviyesi nitrozatif strese neden olarak
hiicrelerin hasar gérmesine ya da Oliimiine yol acar (Martinez ve Andriantsitohaina

2009).

Organik bilesiklerin yanmasi ile ¢ok sayida nitrojenin oksitlenmis tiirevleri
atmosfere gecer ve atmosferdeki kirleticilerin 6nemli bir grubunu olustururlar. Sigara
dumani1 ve petrol kaynakli organik bilesiklerin yanmasi, atmosferdeki nitrojen oksit
tiirlerinin en 6nemli kaynagini olusturur. Nitrojenin oksit tiirlerinin baslicalar1 Tablo 2-

3’de goriilmektedir (Kiling ve Kiling 2003).
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Tablo 2-3: Radikal ve nonradikal reaktif nitrojen tiirleri (Kilin¢ ve Kiling 2003)

Reaktif Nitrojen Tiirleri

Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiilii
Nitrik oksit NO- Nitroz asid HNO,
Nitrojen dioksit NOO- Nitrozil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetraoksit N,O,
Peroksinitrit ONOO
Peroksi nitr6z asid ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Alkilperoksi nitritler ROONO

2.1.2.1. Nitrik Oksit Radikali (NO")

Biyolojik sistemlerde olugan RNS’lerin en Onemlisi olan ayni zamanda en
yaygin sinyal iletim molekiillerinden biri olan NO, viicutta biitiin hiicresel ve organ
bazindaki fonksiyonlara katilir. Bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu nedenle radikal tanimina
uymaktadir. Damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz araciligiyla L-argininden
sentezlenir. Fizyolojik diizeyi endotelyal hiicreler tarafindan ayarlanan NO, damarsal
diiz kas hiicrelerinin, 16kosit adezyonunun, trombosit agregasyonunun, anjiyojenezin,
trombozun, damarsal kasilmalarin ve gevsemelerin diizenlenmesinde gorev alir (Ignarro
ve ark. 1999). Diiz kaslarda siklik guanozin monofosfat (cGMP) sentezini uyarip damar
gevsemesini saglar. Bunlara ek olarak, ndron sunuculari tarafindan nérotransmitter
olarak iiretilen NO ve aktif makrofajlar tarafindan iiretilen NO, immiin cevaplarin
olugsmasina ortam hazirlar (Fridovich 1999). NO metabolize olurken molekiiler oksijen
ile baglanip zehirli etkiye sahip nitrojen dioksiti (NO;) olusturur (Denklem 2-13),
(Rayner ve ark. 2009).

2NO + 0, — > 2NO; (2-13)

NO’nun viicuttaki ROS’lar ile reaksiyon vererek gii¢lii bir oksidan olan
peroksinitrit (ONOQ) olusturdugu (Denklem 2-14) ve bunun da ileri dekompozisyonla
HO® radikali meydana getirdigi ifade bildirilmektedir (Denklem 2-15, 2-16).

NO + 0,"” — ONOO~ (2-14)

ONOO™ + H" —> ONOOH (2-15)
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ONOOH —— NO,+ HO* (2-16)
2.1.3. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri ve Lipid Peroksidasyonu

Radikaller, reaktif yapilar: nedeniyle basta lipidler, proteinler ve niikleik asidler
olmak iizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verme 6zelligindedir
(Celik 2005). Biyolojik ortamlarda meydana gelen radikallerin ortalama diflizyon
yarigaplari ¢ok kii¢iik olanlar son derece aktiftir. Diisiik aktiviteli radikallerin, diflizyon
hizlarinin yiiksek olmasina karsilik, bunlar anlamli hiicresel tahribatlara yol acamazlar

(DelMaestro ve ark. 1980).

Yapilan c¢alismalar sonucunda canli organizmalarda olusan serbest radikallerin
kalp hastaliklari, Parkinson, Alzheimer hastaligi, serebrovaskiiler hastaliklar,
norosensoriyel bozukluklar, katarakt ve romatoid artritin yanisira kanser gelisiminde de
onemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Keza yaslanmada cilt kirigikliklari, bobrek
fonksiyonlarinda azalma ve immiin hastaliklara yatkinligin artmasi gibi tablolara da
serbest radikallerin neden oldugu bildirilmektedir (Brody 1988). Serbest radikallerin
organizmada meydana getirdigi zararlar Tablo 2-4’de gdsterilmistir.

Tablo 2-4: Serbest radikallerin organizmada meydana getirdigi biyolojik etkiler
(Akpoyraz ve Durak 1995)

Etkilenen bilesik Sonug¢
Doymamig amino asidler ve kiikiirt iceren Protein denatiirasyonu

amino asidler (triptofan, tirozin, fenilalanin, Capraz baglanma

metiyonin, sistein, histidin vb.) Enzim inhibisyonu
Organ ve hiicre gegirgenliginde degismeler

Niikleik asid bazlar Mutasyon
Hiicre gelisiminde degismeler
Karbohidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim

Doymamus lipidler Kolesterol ve yag asidlerinin oksidasyonu
Kofaktorler Nikotinamid ve flavin i¢eren kofaktorlerin

aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin
aktifliginin azalmasi

Proteinler Denatiirasyon
Peptit zincirinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlar

Zincirde kirilmalar

Hiyaluronik asid Sinovial sivinin vizkositesinde degisim
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2.1.3.1. Lipid Peroksidasyonu

Lipid oksidasyonu; baslangig, ilerleme ve sonu¢ asamalarindan olusmaktadir.
Oksidasyonun baslangi¢ asamasinda, baslatic1 bir radikal (HO®) ile yag asidi (Lipid-H)
substratinin reaksiyonu sonucu H atomu transferi yoluyla bir lipid radikali (Lipid®)
olusmaktadir (Denklem 2-17). ilerleme asamasinda, olusan Lipid®ne oksijen
eklenmesiyle lipid peroksil radikali (Lipid-O,") meydana gelmekte (Denklem 2-18) ve
bu Lipid-O;° diger bir yag asidi molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek
zincir reaksiyonunu baglatir ve lipid hidroperoksitler (Lipid-O,H) olusur (Denklem 2-
19). Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlari lipid peroksidasyonunu hizlandirir (Kaur
ve Perkins 1991). Metal iyonlar1 varliginda olusan peroksid iirlinleri bazi enzimatik
tepkimeler ile etan, pentan, malondialdehid (MDA) benzeri yikim iiriinlerinin yani1 sira
kemiliiminesans ve fluresans veren bilesikler olusturmaktadirlar. Sonug¢ asamasinda ise
olusan radikaller birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan ester, eter, aldehit, keton
ve alkol gibi stabil bozunma triinlerine dontismektedir (Denklem 2-20), (Porter 1985).
Lipid peroksidasyon zincirinde ¢oklu doymamis yag asidleri suda ¢oziinebilen fiirtinlere

doniigiir ve membran biitiinliigli bozulur (Brody 1988).

Lipid-H + HO®* — Lipid* + H,O (Baslangig) (2-17)
Lipid* + O,— Lipid-O,° (ilerleme) (2-18)
Lipid-O," + Lipid-H — Lipid-O,H + Lipid® (2-19)

Lipid-O,"+ Lipid-O,H —> alkanlar, alkananlar, alkenaller, 4-hidroksi
alkenaller (Sonlanma) (2-20)

Lipid radikallerinin doniistiigii sitotoksik tirtinlerden en ¢ok bilinent MDA dur.
Ug ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asidlerinin peroksidasyonunda MDA meydana
gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alisverigine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonucglara neden olur. MDA bu 06zelligi nedeniyle, DNA’nin
nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in
genotoksik ve karsinojeniktir (Placer ve ark. 1966; Porter 1985; Niki 1987; Kalender ve
ark. 2002).
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2.1.4. Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklidir.
Memelilerde, mitokondriyal elektron transport sistemi (ETS), pentoz fosfat yolu,
fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongiileri, arasidonik
asid metabolizmasi (arasidonik asitten tromboksan, prostoglandinler ve lokotrienler
olusumunda), otooksidasyon reaksiyonlar1 esnasinda ksantin oksidaz ile NADPH
oksidaz gibi enzimlerin etkisiyle meydana gelirler. Eksojen olarak ise endiistriyel
kirleticiler, ilaglar, diyet, iyonizan radyasyon, UV 1sik, hava kirliligi, 1s1, stres, sigara
dumani ve ksenobiyotikler gibi pek cok faktdr serbest radikal olusumuna ve hiicre

hasarina neden olabilir (Fridowich 1999; Halliwell ve Gutteridge 1999), (Sekil 2-1).

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olur ve bu

sirada ROS’lar olusur (Cross 1987).

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (Nawar 1996). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu oldukga hizlidir
ve bu reaksiyonlarin baslangici igin birgok mekanizma tanmimlanmustir. Ozellikle ¢oklu

doymamis yag asidleri ve fosfolipidler otooksidasyona egilimlidir (Porter 1985).

02 Arginin
NADH + H* -
santin NADPH + H*
(FADH,) P-450
Mitokondriyal ETS / @ Ksantin oksidaz BH,[NO sentaz
+ H,0.
(’:':%) 2 Urik asid Sitriilin NADP*
o NADPH Oksidaz = o'._ 4=~ NO Sentaz o
N:DPH+/H_'\NADP‘ S(')y 2& Arg BH¥ 2 NO' <— NO Vericiler
HOCI (.7MP°T Hzoz\F z’Dikua'f
H2° H*+ CI- 2 Okside ONOO-
cu* VitC VitC
0,+OH- \ / N Gly + CH,0
ONOOH —> HO' < H,0, K Sarkozin

Sarkozin oksidaz

Asetil-CoA oksidaz

\V LH \&’ Fe* Cu*
HO'+ NO,
A H'LOH o; Urik asid oksidaz

L -
IR 02 LOOH—>LO- D-amino asid oksidaz
Monoaminler 0,+H,0
0,+H,0 LH ve 200
LOO*

Hemoglobin

Otooksidasyon

Sekil 2-1: Memeli hiicrelerinde ROS’larin olusum yollar1 (Fang ve ark. 2002).

IR: Iyonizan radyasyon; P-450: sitokrom P-450; ETS: Elektron transport sistemi (solunum zinciri); MPO:
Miyeloperoksidaz; LH: Lipid (doymamus yag asidi); L": Lipid radikali; H*LOH: Hidroksi lipid radikali; LOOH:
Lipid hidroperoksit; LO: Lipid alkoksil radikali; LOO®: Lipid peroksil radikali; BH,: Tetrahidrobiyopterin, HOCI:
Hipoklorik asid; ONOO ": Peroksinitrit.
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Fe ve Cu gibi ge¢is metal iyonlar1 da canli sistemde serbest radikal olusturan
gliclii birer oksidatif katalizor olarak goérev yapmaktadirlar (Halliwell ve Gutteridge
1990). Biyolojik sistemlerde oksijen tasinmasi, ATP dretimi, DNA ve klorofil
sentezinde 6nemli role sahip olan demirin serbest formlari canli hiicrelerde toksik etki
yapabilmektedir. Bu toksisite sonucunda olusan aktif oksijen tiirleri lipid oksidasyonunu
tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir (Miller 1996). Bircok
metal dogal olarak viicutta kelat olusturmus formda bulunur. Ornegin; Cu g¢esitli
enzimlerde, Fe ise ferritin gibi proteinlerde veya miyoglobin ve hemoglobinin porfirin
halkasinda bu formda bulunmaktadir (Lindsay 1996). Kelat olusumu antioksidan
savunma sistemine Onemli katkida bulunmakla birlikte, viicutta travma, toksinler,
hastalik gibi cesitli nedenlerle oksidatif reaksiyonlar1 katalizleyebilen serbest metal iyon
formlarma doniisimler gerceklesebilmektedir. Katarakt, ateroskleroz, diabet gibi
patolojik kosullar altinda metal iyonlarinin serbest ve zararli formlarda bulunduguna

dair giiclii kanitlar bulunmaktadir (Lavelli ve ark. 2000).

ROS, viicutta lipooksijenaz, siklooksijenaz, XOD, miyeloperoksidaz (MPO) ve
sitokrom P-450 gibi bir¢ok enzimin aktivitesinin bir sonucu olarak da iiretilmektedir
(Meydani 2001). XOD, canli sistemde ROS olusturan baslica enzimatik kaynaklardan
biridir ve purin katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini &nce ksantine daha
sonra da lirik aside okside eder. XOD’in faaliyeti sonucunda O;" ve hidroperoksil

radikalleri olusmaktadir (Lavelli ve ark. 2000), (Sekil 2-2).

NAD(P)H oksidaz

02>X9D<:—*02" S0 WO, i HO

Hipoksantsin Ksantin GPx
Ksantin Urik asid

GSH GSSG
i >(£<
ubikinon
mitokondri
NADP* NADPH

Sekil 2-2: Siiperoksit radikalinin XOD tarafindan olusturulmasi (Droge 2002).
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Canli sistemde oksidan kaynaklarindan birisi de, gii¢lii bir antibakteriyel ajan
olan, H,0, tarafindan klorid iyonlarinin oksidasyonu yoluyla hipoklorik asid iiretimini
katalizleyen notrofilik MPO’dur (Denklem 2-21). Bu reaksiyonun toksisitesi savunma
sisteminde bakterilerin 6ldiiriilmesine katkida bulunur. Buna Karsilik, olusan hipoklorik
asid ayn1 zamanda ol -antiproteinazi inaktive etmekte ve saglikli insan dokusunu zarara

ugratarak iltihaplanmalara neden olmaktadir (Lavelli ve ark. 2000).

Miyeloperoksidaz
H,0, + CI’ » HOCI + OH (2-21)

Inflamatuvar ortamlarda nétrofiller serbest radikallerin olusumuna neden
olmaktadirlar. Aslinda serbest radikallerin dogrudan aktive olmus fagositler tarafindan
iretilmeleri enfeksiyon ajanlarini 6ldiirmek igindir ve bu anlamda viicut savunmasinda
bu olayin biiyiik Oonemi vardir. Ayrica bu radikaller nétrofilleri olay mahalline
gondermek icin kemotaktik bir madde liretmek iizere plazma faktorii ile reaksiyona
girerek dogrudan akut inflamatuvar cevap olusumunda rol oynarlar (Arthur ve ark.
1985). infeksiydz olaylarda basta Staphylococcus aureus gibi patojenler ayrica
16kotrienler, prostaglandinler gibi mediyator maddeler nétrofil, eosinofil ve makrofajlar
aktive ederler, membrana bagli NADPH oksidaz enzimi yoluyla ROS salgilanmasina

yol agarlar (Henderson 1994; Natanson ve ark. 1994).

Serbest radikal meydana getiren diger faktorler ise; Kirlenmis igme sularinda
bulunan toksik etkili halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak bilinen
nitrojen oksitleridir. Karbontetrakloriir (CCls) ve bromotriklorometan (CBrCl3) gibi
hidrokarbonlarin biyolojik sistemlerdeki oksidatif hasarin baglamasinda etkili olduklar
bildirilmektedir. CCl; metabolizmasi sirasinda P-450 monooksijenaz enzim sisteminin
gesitli amino asid ve doymamis yaglarla hizli reaksiyonu sonucu triklorometil,
triklorometil peroksil radikalleri gibi olduk¢a reaktif radikallere dondstiiriiliir. Bunun
sonucunda protein denatiirasyonlar1 ve lipid peroksidasyonu olugmaktadir (Chen ve

Tappel 1996).

Hiicrelerde peroksizomlar giiclii H,O, kaynagidir. Bu organeller D-amino asid
oksidaz, iirat oksidaz, a- hidroksi asid oksidazdan ¢ok zengin olup, bu enzimler H;0;

ac1ga cikarici ozellige sahiptirler (Ademoglu 2010).
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Iskemi, hemoraji, travma ve radyoaktivite gibi durumlarda mitokondrilerdeki
aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve ETS’den elektron kagaklari daha
fazla olur ve ROS diizeyi artar. ROS’larin diizeyi, yaglanma siireci ile paralel bir artis
gosterir.  Yaslanma ile protein karboksilasyonunun artisi ve katalize edici tiim

enzimlerin azalmasinin bu dengesizlikte onemli rolleri vardir.

Glukoz gibi maddeler ROS’lar1 olusturacak sekilde proteinlerle reaksiyona
girerler; bu ise diabetik hastalarin seneler boyunca yiiksek kan glukozuna maruz
kalmas1 nedeniyle hipergliseminin yan etkilerini kolaylastiric1 “oksidatif stres”

olusumuyla sonuglanir (Cavdar ve ark. 1997).

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari (Cross 1987)

| - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a) Inhale edilenler
b) Aliskanlik yapan maddeler
c) flaglar
3 - Oksidan enzimler
a) Ksantin oksidaz
b) Indolamin dioksijenaz
c) Triptofan dioksijenaz
d) Galaktoz oksidaz
e) Siklooksijenaz
f) Lipooksijenaz
g) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara
Il - Yaslanma siireci

2.1.5. Oksidatif Stres

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge i¢inde
yiirimesine baglidir (Aksoy 2002). Saglikli ve zinde bir yasami siirdiirebilmenin arka
planinda hem hiicresel ve hem de organizmanin oksidan-antioksidan dengesi One
cikmaktadir. Serbest radikal iireten reaksiyonlar ve antioksidan savunma biyolojik

sistemlerde 6nemli yer tutmaktadir (Sunucu Karafakioglu 2010).
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Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal bir
sonucudur. Esasinda serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar siirece,
organizmanin yabancit maddelere ve infeksiydz ajanlara karsi savunmasinda onemli
molekiillerdir (Cheeseman ve Slater 1993; Halliwell 1994; Khan ve Wilson 1995;
Peskin 1997; Hogg 1998).

Oksidan molekiiller, organizmada baslica glukozun oksidasyonu olmak iizere
tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda ve sonrasinda siirekli bir olusum
halindedir ve endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan siirekli
etkisizlestirme siireci igerisindedir. Bu olusum ve etkisizlestirme olaylar1 organizmada
bir denge halindedir (Tamer ve ark. 2000). Organizma denge halinde oldugunda
herhangi bir sitotoksite ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak bu isleyisin radikaller lehine
bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikmaktadir (Yen ve Wu 1999). Bu
patolojik olaylar oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Halliwell 1997).

2.2. Antioksidanlar

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen yani oksidasyona
kars1 miicadele eden maddelere “antioksidanlar” ve bu olaya “antioksidan savunma”
denir (Halliwell 1991).

Antioksidan maddeler, organizmanin oksidan-antioksidan dengesini gesitli
antioksidan mekanizmalarindan en az biri ile korumaya calisirlar. Lipid, protein ve
DNA molekiillerinde olusan hasarin onarilmasi, olusan serbest radikallerin etki
alanlarindan toplanarak temizlenmesi, hiicresel kinaz kayiplarinin 6nlenmesi, serbest
radikal treten kimyasal reaksiyonlarin durdurulmast ya da reaksiyon hizinin
baskilanmasi ve organizmadaki endojen antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezinin arttirilmas: baslica antioksidan mekanizmalaridir (Packer
1991, Jialal ve Fuller 1993; Gutteridge 1995; Evelson ve ark. 1997; Van-Der-Meulen ve
ark. 1997; Stratton ve Liebler 1997).

Antioksidanlar oksidatif strese karsi etkilerini farkli sekillerde gosterirler.
Ornegin a-tokoferol, zincir kiran bir antioksidan olarak zincirleme sekilde ilerleyen
lipid peroksidasyonu gibi serbest radikal iireten basamaklara etki ederek reaksiyonlari
adeta kirar. Glutation (GSH) gibi antioksidan molekiiller ise direkt olarak ROS

konsantrasyonunu azaltirlar. Siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimler
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serbest radikal iiretimini baglatan ilk radikali etkisiz hale getirirler. Baz1 maddeler ise
gecis metalleri ile kelat olusturarak etkilerini gosterirler. Bu yolla transferrin ve ferritin
demirle; seruloplazmin ve albumin ise bakir ile kelat olusturarak uyarilan oksidan stresi

engellerler (Baskin ve Salem 1997).

Hiicrelerde oksidatif hasar1 Onleyen, ortadan kaldiran veya kismen azaltan
mekanizmalara sahip antioksidanlar, oksidanlari baslica dort yolla etkisiz hale getirirler
(Gokpinar ve ark. 2006).

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Bu etki, ROS’lar1 tutma ve onlar1 ¢ok daha az reaktif
baska bir molekiile doniistiirme seklinde gergeklestirilmektedir. Enzimler bu yolla etki
etmektedir.

2. Sondiirme etkisi (Quencher): Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen atomu
aktararak etkisiz hale getiren vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki etmektedir.

3. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

4. Zincir reaksiyonlarim kirma etkisi (Chain Breaking): ROS’lar1 olusturacak ve
zincirleme reaksiyonlarini baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini

kirarak inaktif hale getirirler. Hemoglobin ve seruloplazmin bu yolla etki etmektedir.

2.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar cesitli arastiricilar tarafindan farkli sekillerde

siiflandirilmaktadir. Bu siniflandirma gesitleri asagida belirtilmektedir:

A) Antioksidanlar dokulardaki lokalizasyonlarina gore intraselliiler ve ekstraselliiler
olarak iki grupta siniflandirilir.

B) Antioksidanlar fonksiyonlarina gore radikal olusumunu &nleyen (Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation peroksidaz (GPx) ve olusan radikallerin
dokudaki etkilerini onleyen (E vitamini, ubikinon, [B-karoten, glutation, iirat)
antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler (Gutteridge 1995).

C) Makromolekiiler (seruloplazmin, transferrin, ferritin, miyoglobin, haptoglobilin) ve
mikromolekiiler (B-karoten, A vitamini, C vitamini, E vitamini, tokoferoller, tiyol
igerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin, kaptopril, ubikinon) olarak ikiye
ayrilir (Gokpinar ve ark. 2006).

D) Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki kisma ayrilabilir.
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Primer antioksidan enzimler; SOD, glutation peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT)’dir
(Aruoma 1998). Enzimatik olmayan kismi ise suda ve yagda ¢oziinen radikal tutucular,
ve metal iyonlarmi baglayan proteinler olusturur (Uysal 2010) ve enzimatik olmayan
antioksidanlar glutation, C vitamini, trik asid, E vitamini, A vitamini, bilirubin,
ubikinon (koenzim Q10), flavonoidler, melatonin, ferritin, transferrin, haptoglobulin,

seruloplazmin, albumin diye siralanabilir (Aruoma 1998).

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre iginde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir. Enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar Tablo 2-5’te verilmektedir.

Calisgmamizda son smiflandirma yontemine gore (D simiflandirilmast)

antioksidanlarin 6zelliklerinden bahsedilecektir:

Tablo 2-5: Temel antioksidan savunma sistemi

Enzimatik Enzimatik Olmayan
Suda ¢o6ziinen Yagda coziinen Metal iyonlarim
radikal tutucular radikal tutucular1 | baglayan proteinler
Stiperoksit dismutaz Glutation E vitamini Ferritin
Katalaz C vitamini -karoten Transferrin
Glutation peroksidaz Urik asid Bilirubin Haptoglobin
Glutation rediiktaz Ubikinon Seruloplazmin
Glutation-S-transferaz Fenoller Albumin
Flavonoidler
Melatonin

2.3.1. Enzimatik Antioksidan Sistem

2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (Siiperoksit Oksidorediiktaz, EC: 1.15.1.1)

Endojen olarak iiretilen ve oksijeni metabolize eden biitlin hiicrelerde bulunan
SOD, bir elektron vererek siiperoksit anyonunun (O,"") hidrojen perokside (H,0,) ve
oksijene donilisiimiinii kataliz ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir (Denklem 2-
22), (Larson 1988). SOD’un antioksidan etkisi O, ile Fe**’iin, Fez+’ye indirgenmesi

sonucunda HO®’nin olusmasinin engellenmesi seklindedir (Baskin ve Salem 1997).
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02._ + 02._ + 2H+—) H,0, + O, (2-22)

Bu reaksiyon kendiliginden gergeklesebildigi gibi, SOD katalizorliigiinde 4000
kat daha hizli ger¢eklesmektedir (Akkus 1995).

SOD bes farkli formdadir: Insan hiicrelerinde dzellikle sitoplazmada bulunan
bakir ve ¢inko iyonu igeren (CuZn-SOD) ile mangan iyonu igeren (Mn-SOD)
mitokondrial SOD olmak tizere SOD’un iki izoenzimi bulunur. Fe-SOD, Escherichia
coli, Bacteroides fragilis ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde anaerobik
ortamda Fe igeren, aerobik ortamda ise Mn igeren SOD enziminin kullanildig1 6zel bir
sistem seklinde bulunmaktadir. Ni-SOD, Streptomyces griseus bakterisinde tanimlanan
homotetramerik yapili nikel igeren bir izoenzimdir (Baskin ve Salem 1997; Cavdar ve
ark. 1997). Ekstraseliiler SOD (EC-SOD), Marklund tarafindan 1982’de tanimlanmigtir
ve CuZn- SOD’dan farkli olarak bakir ve ¢inko tasiyan salgisal SOD’dur. EC-SOD,
sadece fibroblastlar ve endotelyal hiicreler tarafindan sentez edilir ve heparan siilfatlara
bagli olarak hiicre yiizeyinde eksprese edilir. Damar endotelinden salinan endotelyal
heparin gevsetici faktor plazmada siiperoksit tarafindan notralize edildigi icin EC-SOD

damar tonusunun diizenlenmesinde muhtemel rol oynar (Marklund 1982).

2.3.1.2. Katalaz (CAT) (H20,. H,O, Oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.6)

Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz (CAT) redoks reaksiyonunu tesvik eden
en etkili protein katalizorlerinden biridir (Larson 1988). SOD enzimi faaliyeti
sonucunda meydana gelen toksik H,;O,, CAT ile su ve atomik oksijene
indirgenmektedir (Denklem 2-23), (Duthie ve ark. 1989). H,O,, biyolojik 6énemi olan
molekiillerin ¢ogu ile spesifik olarak reaksiyona girmemekle birlikte HO® gibi daha

reaktif oksidanlarin olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir (Larson 1988).
2H,0; —— 2H,0 + O, (2-23)

Yapisal olarak bir hemoprotein olan CAT’1in kovalent olmayan sekilde bagh
protoporfirin 1X-Fe (Hem) grubu igerdigi bulunmustur. Dokularda baslica mitokondri
ve peroksizomlarda bulunmakla beraber, nadiren sitosolde de bulunabilmektedir. CAT,
hayvansal organizmalarin aerobik hiicrelerinde, karaciger, kemik iligi, mukoz membran,
bobrek ve eritrositlerde yogun olarak bulunur. Insan eritrositleri CAT dan zengindir ve
kandaki CAT aktivitesi eritrositlerden kaynaklanmaktadir (S6zmen 1997; Akkus 1995).
Beyin, kalp, iskelet kaslar1 ise diisiik miktarlarda CAT igermektedir (Garewal 1997).
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CAT ve GPx enzimlerinin aktiviteleri artmadan SOD’un aktivitesinin artmasi

H,0,’in birikmesine ve bdylece HO® nin olusmasina neden olur (Garewal 1997).

2.3.1.3. Glutation Peroksidaz (GPx) (Glutation: H;0O, Oksidorediiktaz,
EC:1.11.1.9)

Eritrosit ve diger dokularda benzer fonksiyonu bulunan GPx, dort atom
selenyum bagladigindan dolay1 seleno-Sistein bilesigi sinifina girer, katalitik aktivitesini
bu 6zelligi saglar ve ko-substsrat olarak glutationa gereksinim duyar (S6zmen 1997).
H.,O, ve lipid hidroperoksitlerinin yikilimini katalizleyerek membran lipidlerini ve
hemoglobini oksidan strese karsi koruyan GPX, bu etkisini GSH’in yiikseltgenmesi ile
gerceklestirmektedir. GPXx, GSH’1 okside ederek H;O,’yu H,O’ya indirgemektedir
(Denklem 2-24), (Garewal 1997).

H,0; + 2 GSH—> GSSG + 2 H,0 (2-24)

2.3.1.4. Glutation rediiktaz (GR) (EC: 1.8.1.7)
Glutation rediiktaz (GR), NADPH varliginda H,O’nin zehirsizlestirilmesinde
okside formuna doniisen glutation disilfiti (GSSG) tekrar kullanilabilmesi igin
indirgenmis GSH’a doniismesini saglar (Denklem 2-25), (Meister 1988).

GSSG + NADPH + H" —— 2 GSH + NADP* (2-25)

2.3.1.5. Glutation-S-transfrez (GST) (EC: 2.5.1.18)

Glutation-S-transferazlar dimerik bir enzim ailesi olup katalitik ve katalitik
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Ksenobiotiklerin biotransformasyonunda
onemli rol alirlar. Basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksidleri olmak tizere lipid
peroksidlerine karst GST’ler Se-bagimsiz GPx aktivitesi gostererek bir defans

mekanizmasi olustururlar (Denklem 2-26), (Akkus 1995).

ROOH + 2GSH——> GSSG + ROH + H,0 (2-26)

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistem

2.3.2.1. Glutation (GSH)
Tiyol gruplar, enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla ve serbest radikalleri
yakalamak suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glutation (GSH), serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya azaltan

transferazlar, peroksidazlar gibi bircok enzimin substrati olarak goérev yapmaktadir.
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GSH, viicutta direkt olarak sistein, glisin ve glutamattan sentezlenmektedir (Maher ve
ark. 2008).

Suda c¢oziinebilen bir tiyol olan ve birgok hiicrede ¢ok yliksek
konsantrasyonlarda bulunan GSH, biyolojik membranlar lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gergeklesmektedir (Di Mascio ve ark.
1991). Aktivitesi i¢in Se mineraline ihtiyag duyan GPx enzimi, glutation’un indirgenmis
formunu (GSH), yiikseltgenmis hale (GSSG) doniistiirmektedir (Sekil 2-3). Glutationun
normal kosullarda %98.9 kadar1 GSH, %0.2 kadar1 GSSG sekilde bulunmaktadir. Bir
indirgen olarak etki eden glutationun SH grubu indirgenmekte ve bir diger glutation

molekiili ile distilfit kdpriisii olusturmaktadir.

. G-S-S-G
NADPH + H 2 H,0
\ m(seltgenn:m /
Glutation reduiktaz Glutation peroksidaz (selenyum icerir)
) A /\\ Ho
NADP 2 G-SH s

(indirgenmis)

Sekil 2-3: Glutation redoks sistemi.

GSH ayn1 zamanda hiicre iginde 0,!, 0,", HO® gibi birgok zararli oksidanla

enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girmektedir (Larson 1988).

GSH hiicrelerde enzim ve diger hiicresel bilesenlerin indirgen halde
tutulmamalar1 i¢in hayati rol oynar. GSH en ¢ok karacigerde sentezlenir ve yaklasik %
40’1 safra ile atilir. Safradaki bu GSH’in diyetteki ksenobiyotiklere karsi viicudu
korudugu, barsak liimenindeki lipid peroksidasyonu onledigi ve barsak epitelyumunu

oksijen radikallerine karsi savundugu diisiiniilmektedir (Maher ve ark. 2008).

2.3.2.2. Askorbik Asid (C Vitamini)
Askorbik asid (C vitamini) de viicudun ekstraselliiler sivilarinda bulunan ve

suda ¢oziinebilen onemli bir antioksidandir. Insanlarda L-gulanolakton oksidaz
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enziminin eksikligi nedeniyle sentezlenemedigi i¢in gidalarla disaridan alinmasi

gerekmektedir (Diplock 1998).

C vitamini, zincir kiran bir antioksidan olmasi nedeniyle zehirsizlestirme
metabolizmasi esnasinda meydana gelen serbest radikalleri ve ROS’lar1 etkisiz hale
getirir (Carr ve ark. 2000) ve indirgeyici (elektron verici) bir ajan olmasi nedeniyle Oy,
nitrat, sitokrom a ve c’yi indirgeyebilir. Bir elektronun verilmesi sonucu askorbat,
semidehidroaskorbat radikaline ¢evrilir ve semidehidroaskorbat radikal {iriinii izerinden
kolaylikla dehidroaskorbik asid (DHA)’e okside olur (Sekil 2-6). Askorbat, O,"” ve HO®
ile kolayca reaksiyona girerek DHA olusturur. DHA, C vitamini kaynagi olarak
kullanilir (Akkus 1995; Baskin ve Salem 1997).

C #° C|3 ~°
|
HO—C 0=<|3
|| -2H
—— 0]
HO—C O - 0=C
| + 2H |
H—C H—Cli
|
HO—C —H HO—C| —H
|
CH,OH CH,OH
Askorbik asid Dehidroaskorbik asid

Sekil 2-4: Askorbik asid ve dehidroaskorbik asid.

C vitamini ayrica membrana baglh E vitaminini rejenere etme Ozelligine de
sahiptir. a-tokoferoksil radikali ile reaksiyona girerek, tokoferol meydana getirirken
kendisi de DHA’e doniigiir. Askorbik asid tek basina pro-oksidan etkilidir ve bakir ile
demir tuzlan igin indirgeyici olarak davranmaktadir. Askorbik asid tarafindan Fe®',
Fe’"e doniistiiriilmektedir. Fe?* boylece H;O,’nin HO®’ne ¢evrilmesine neden

olmaktadir (Proteggente ve ark. 2000).

2.3.2.3. Urik Asid
Urik asid, endojen olarak serbest radikal temizleyicisi ve antioksidan olarak

davranir. Viicut sivilarinda yaklasik olarak 0,5 mmol/L kadar bulunur ve purin
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metabolizmasinin son {iriinii olarak sentezlenir. Urik asid giiclii sekilde singlet oksijen,

peroksil radikali (ROO®) ve HO® temizleyicisidir (Sinha ve ark. 2009).

2.3.2.4. a—tokoferol (E Vitamini)
Tokoferoller (E vitamini), yagda ¢6ziinebilen baslica antioksidanlardan olup tiim
hiicre membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag asidlerini oksidasyona karsi

korumaktadir (Diplock 1998).

Dogada yan zincirlerinin doyurulmasi ve metilasyon bakimindan birbirinden
farkli a, B, y, ve d-tokoferol ile a, B, y, ve &-tokotrienol isminde 8 tip E vitamini
bulunmaktadir. Plazmada baskin olarak bulunan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olan1 a- tokoferoldiir (Baskin ve Salem 1997). Tokoferol tiirlerinin antioksidan
aktiviteleri arasinda farklar vardir ve singlet oksijeni siiplirme kapasitesi a > >y > o
tokoferole dogru gittikce azalir (Kazang 1997). Yapisinda bulunan fenolik hidroksil
grubuna sahip aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve

antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir (Akkus 1995).

E vitamini, insan viicudu igin esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu
nedenle disaridan alinmasi gerekmektedir. E vitamininin yiiksek dozlarda diyete
ilavesinin oksidatif strese karsi olduk¢a koruyucu oldugu bildirilmektedir (Reaven ve
ark. 1993; Baskin ve Salem 1997).

Ana fonksiyonu membran fosfolipidlerinin peroksidasyonunun ve hiicre
membranlarinin hasar gormesinin Onlenmesidir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicre

membranlarinin bilayer yapisi i¢ine girebilmektedir (Gey ve ark. 1991; McNeil ve ark.

2004).

Tokoferol (Tok-OH), bir H atomu ile serbest radikale (ROQ®) bir elektron
transfer ederek, hiicre membrani proteinleri ile reaksiyona girmesini ya da lipid
peroksidasyonunu baslatmasin1 engeller. Tokoferol serbest radikal ile etkilestiginde
tokoferol-O® meydana gelir (Denklem 2-27). Eger askorbik asid ortamda yeterli
miktarda var ise, tokoferol-O® ile askorbat reaksiyona girerek tokoferol ve zayif bir
radikal olan DHA meydana gelir (Denklem 2-28), (Baskin ve Salem 1997; Carr ve ark.
2000). Boylece kuvvetli bir radikal etkisiz hale getirilirken, zayif bir radikal olusur ve
tokoferol-OH tekrar kazanilir.
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ROO® + Tok-OH —> ROOH + Tok-O° (u-tokoferilsemikinon®) (2-27)
Asc + Tok-O°—>» DHA + Tok-OH (2-28)

a-tokoferolin ~ Fe** iyonunu Fe** iyonuna (giicli bir pro-oksidan)
indirgeyebildigi de gosterilmistir. Ortamda daha fazla a -tokoferol olmasi ile bu olusan

Fe" etkisizlestirilebilir (Baskin ve Salem 1997; Proteggente ve ark. 2000).

2.3.2.5. p—karoten (A Vitamini)

Karotenoidler, birgok meyve ve sebzede bulunan sari, turuncu ve kirmizi renk
veren pigmentlerdir. Karotenoidlerin molekiiler olarak en géze carpan Ozelligi; 3-15
konjuge c¢ift bagdan olusan uzun polien zinciridir. Coklu doymamis yapilar1 bu
pigmentlere kolay okside olabilen ve stabil olmayan bir yap1 kazandirmaktadir.
Karotenoidler, hidrokarbonlar (a-, B-, y-karoten ve likopen) ve ksantofiller (lutein ve
kapsantin) olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Karotenoidlerdeki ¢ift bag sayis1 arttikca

antioksidan aktivite de artmaktadir (Koca ve Karadeniz 2005).

Karotenoidler antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarina katilarak
zararli H,O;’lerin olusum hizini azaltmak suretiyle gosterirler (Di Mascio ve ark. 1991).
B-karotenin antioksidan etkisi singlet oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri
temizlemesi ve hiicre membrani lipidlerini oksidatif dejenerasyona karsi korumasidir.
Singlet oksijenden enerji karotenoide aktarilmakta ve gecici bir ara molekiil
olugmaktadir. Diisiik oksijen basincinda (3-karoten peroksil radikali ile direkt reaksiyona
girmekte (Denklem 2-29) ve bu durum yiiksek oksijen basincinda E vitamininin ayni

etkisi ile sinerji olusturmaktadir (Baskin ve Salem 1997).
B-karoten + ROO*—— ROO-B-karoten * (2-29)

Ayrica B-karoten yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan olarak davranmakta ve

proteazlari aktive etmektedir.

Onemli diyet karotenoidlerinden B-karoten (Sekil 2-5); sar1, turuncu sebze ve
meyvelerde, yesil sebzelerde, likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil

sebzelerde bulunmaktadir (Diplock 1998).
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CH, B - Karoten

Sekil 2-5: B-karotenin molekiil yapisi.

2.3.2.6. Bilirubin
Hem metabolizmasinin memelilerdeki son {iriinlerinden biri olan bilirubin iirat
Ve askorbat ile birlikte plazmanin ii¢ temel antioksidanindan biridir (Stryer 1995; Seven
ve Candan 1996). /n vivo ortamda bilirubin, lipid peroksidasyonunda antioksidan olarak
rol oynar. Muhtemelen albumine bagli yag asidlerinin peroksidasyonunu

onleyebilmektedir. Bilirubin siiperoksit ve HO® toplayicisidir.

2.3.2.7. Ubikinon (Koenzim Q10; CoQ10)

Ubikinon (CoQ10), endojen sentezlenen yagda ¢Oziinen tiim membranlarda
bulunan bir antioksidandir. Tiim yasayan hiicrelerde bulunur ve mitokondriler
tarafindan enerji tiretilmesi igin gereklidir. Serbest radikallere karsi viicudu korur ve
immun direnci arttirir. CoQ10, E vitamini ile sinerjistik ¢alisir (Podda ve Grundmann-
Kollmann 2001; Sumien ve ark. 2009).

2.3.2.8. Fenoller
Fenolik bilesikler bitkiler aleminde yaygin ikincil metabolitlerin biiylik bir
grubunu olusturup, hidroksil gruplarinin sayisi ve pozisyonuna gore degisik gruplara
ayrilirlar. Fenolik bilesikler, enfeksiyon, yaralanma ve UV radyasyon gibi stres

kosullarina tepki olarak bitkinin normal gelisimi siiresince sentezlenmektedir (Justesen

ve ark. 1998).

Fenolik bilesikler, fenolik asidler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar
ve bitkilerin meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler.

(Bilaloglu ve Harmandar 1999; Coskun 2006).

Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler serbest radikalleri
siirlayict antioksidatif etki gosteren giiclii antioksidanlar olarak bilinmektedir (Shadidi

ve Naczk 1995) ve indirgen ajan, hidrojen verici, tekli oksijen yakalayici, lipid
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peroksidasyonunu katalizleme yeteneginde olan metallere kars1 kelat 6zelligindedirler
(Rice-Evans ve ark. 1995; Bravo 1998).

Meyve ve sebze bakimindan zengin dolayisiyla da fenolik icerigi yiiksek olan
diyetlerin, kardiyovaskiiler ve kanser gibi bir takim hastaliklarin oranin1 azaltmada etkili

oldugu ortaya konmustur (Shetty ve Labbe 1998).
Fenolik Asidler

Hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asidler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asidler C¢-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asid, m-hidroksibenzoik asid, gallik asid, vanilik
asidler gibi asidlerdir. Sekil 2-6’da gallik asidin molekiil yapisi goriilmektedir.

Hidroksisinamik asidler ise Cg-Cj3 fenilpropan yapisindadirlar.

COOH

HO OH
OH

Sekil 2-6: Gallik asidin molekiil yapisi.

Flavonoidler

Flavonoidler, karbon iskeleti 1iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan, Cg-C3-Cg flavon iskeleti lizerine kurulmus olan, 15 karbon

atomu igeren, polifenollerin en yaygin grubudur (Sekil 2-7) (Podsedek 2007).

Cs-C3-Cg sistemi Flavonoidlerin genel yapisi

Sekil 2-7: C4-C3-Cg sistemi ve flavonoidlerin genel yapisi.
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Flavonoidler bitki orijinli yapilar olup giinlimiize kadar 4000’in {izerinde farkli
flavonoid tanimlanmistir. Flavonoidler yapisal ozelliklerine gore; flavonollar ve
flavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler, katesinler (flavanoller) ve 16koantosiyanidinler,
proantosiyanidinler olarak bes grupta smiflandirilmistir. Flavonoidler, hiicre sistemi
icerisinde c¢esitli biyolojik etkilere sahiptir (Hollman ve Katan 1997). Flavonoidlerin
antimikrobiyal, antiviral, antiiilserojenik, sitotoksik, antineoplastik, mutajenik,
antiinflamatuar, antioksidan ve antitrombotik aktivitelerinin var oldugu belirtilmistir

(Formica ve Regelson 1995).

Flavonidler ROS hasarini engelleyebilirler. Serbest radikallere karst direkt
olarak savunucu olarak kullanilabilirler (Hanasaki ve ark. 1994). Flavonoidlerin lipid
oksidasyonu tizerindeki etkileri, peroksil radikalleriyle reaksiyona girmeleri sonucunda,
elektron transferi yolu ile, HO® ve O," radikallerini yakalamalariyla iliskilidir (Koca ve
Karadeniz 2005).

Kersetin molekiil yapis1 itibariyle flavanoidlerin flavonol grubuna girer.

Flavonollarda 3. karbon atomuna OH grubu baglanmistir (Sekil 2-8).

HO
OH
(@)
ar
//
HO

O OH

Sekil 2-8: Kersetinin molekiil yapisi.

Katesinler tiglincii karbon atomunda bir OH grubu igerirler. Kimyasal yapilar
flavan-3-ol’diir (Shadidi ve Naczk 1995). Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar (Sekil 2-9), (Saldamli 2007).

L
HO O _\\\\ OH

OH

Sekil 2-9: Katesinin molekiil yapisi.
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2.3.2.9. Melatonin

Hayvansal antioksidanlardan biri olan ve endojen bir hormon olan melatonin (N-
asetil-5-metoksitriptamin)’in en O6nemli o&zelliklerinden biri lipofilik olmasidir.
Dolayistyla hiicrenin hemen hemen biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulagabilir.
Boylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gostermektedir (Seymour ve ark.
1996). Son zamanlarda melatoninin etkili bir serbest radikal yakalayicis1 ve antioksidan
oldugu saptanmistir. Melatoninin ¢ok toksik olan HO®’ni, peroksinitrit anyonunu ve
peroksil radikalini yakaladig: ¢esitli arastirmalarda belirtilmistir (Forbes ve ark. 1958).
Ayrica melatoninin Alzheimer hastaliginda amiloid B-protein toksisitesini diisiirdiigii,
Parkinson hastaliginin g¢esitli tiplerinde oksidatif hasari azalttigi gdosterilmistir.
Melatonin, antioksidan etkisini ROS’lar1 gidermek ve nétrofil birikimini 6nlemekle
direkt olarak gostermekle beraber, indirekt etkisini ise GPX, SOD gibi baz1 antioksidatif
enzimlerin aktivitesini arttirarak ve lipid peroksidasyonunu engelleyerek gostermektedir
(Reiter ve ark. 1995).

Melatoninin onciilii olan seratonin kan-beyin bariyerini ¢ok az gec¢ebilmesine
ragmen, melatonin lipofilik ozelliginden dolay1 kolaylikla gegebilir. Giligli bir
antioksidan olan E vitamini de kan-beyin bariyerini gegemez. Bu gegis 6zelligine sahip
oldugundan dolayr melatonin daha istiin bir antioksidan olarak kabul edilmektedir
(Reiter 1996; Bubenik ve ark. 1998).

2.3.2.10. Transferrin
Demir transport proteini olan transferrin saglikli insanlarda % 20 - 30 oraninda
demir ile yiiklidiir. Béylece plazmadaki serbest iyonik demirin etkinligi sifira dek

diiser. Transferrine bagli demir, lipid peroksidasyon islemini yapamaz (Cavdar ve ark.
1997).

2.3.2.11. Seruloplazmin
Plazmada bakir tasiyan seruloplazmin, demir metabolizmasinda da rol oynayan
bir antioksidandir. Seruloplazmin ferrooksidaz aktivitesine sahiptir. 2 degerlikli ferro
demiri, 3 degerlikli ferri demire okside eder. Seruloplazminin ferro-oksidaz aktivitesi

demir iyonuna bagl lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Cavdar ver ark. 1997).
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2.3.2.12. Albumin

Her bir molekiiliinde bir tane siilthidril grubu tasidig: i¢in kendi basina serbest
radikallere kars1 koyar ve primer olarak ekstraselliiler antioksidan savunma sisteminin
ana tyesidir. Albumin bakir1 siki; demiri ise zayif bir sekilde baglar ve bagli metal
yiizeyinde kalir. Bu metal Haber-Weiss reaksiyonlarina katilabilir; fakat olusan HO®
albumin tarafindan hemen etkisiz hale getirilir. Albuminde meydana gelen hasar,
plazmada albuminin ¢ok bol olarak bulunmasi ve serbest radikallerin diger
antioksidanlar ile de etkisiz hale getirilmesi nedeniyle 6nemli degildir (Soriani ve ark.
1994).

2.3.3. Sentetik Antioksidanlar

Glinlimiizde endiistriyel islemlerde gida maddelerinin depolanma stabilitelerini
artirmak i¢in ¢ogunlukla butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve propil galat (PG) gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak,
antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin muhtemel toksisiteleri nedeniyle, son

yillarda ilgi dogal antioksidanlar iizerinde yogunlasmustir (Vareltzis ve ark. 1997).

Butillenmis hidroksianisol (BHA)

Butillenmis hidroksianisol (BHA), kimyasal olarak iki izomerin karigimidir (3-
tersiyer butil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyer butil-4-hidroksianisol) ve beyaz, mumsu kat1
bir yapiya sahiptir. Hem bitkisel hem de hayvansal yaglarda ¢6ziiniir, fakat suda
coziinmeyen bir antioksidandir. BHA o6zellikle ugucu yaglarin renk, tat ve kokularim
korumada ve kisa zincirli yag asidlerinin oksidasyonunu kontrol etmede etkilidir
(Shadidi ve Nazck 1995; Cakmakg1 ve Celik 2000).

Butillenmis hidroksitoluen (BHT)

Butillenmis hidroksitoluen (BHT), veya kimyasal adiyla 2,6-di-tert-butil-p-
kresol yagda ¢6ziinen ve gida katki maddesi olarak kullanilan, oksidasyonu onleyici
etkisi hayvansal yaglarda bitkisel yaglara oranla daha fazla olan sentetik bir
antioksidandir (Parke ve Lewis 1992; Schwarz 1996; Leclercq ve ark. 2000). BHT
ayrica kozmetik preperatlarda, ilag sanayinde, jet yakitlarinda, lastik ve petrol
tirlinlerinde antioksidan olarak kullanilmaktadir. Gida iriiniiniin kendisine katilabildigi

gibi, BHA gibi ugucu bir yapiya sahip oldugundan paketleme sirasinda da eklenebilir.
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Ayrica yaglar, tahil ve yag iceren gidalara direkt olarak eklenebilir (Meyer ve Hansen
1980; Xiu ve ark. 1994; Siman ve Eriksson 1996; Safer ve al-Nughamish 1999; Takami
ve ark. 1999; Klein ve ark. 2003; Ibadova 2006).

Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ)

Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) veya diger adiyla 2-(1,1-dimetiletil)-1,4-
benzenediol fenol tiirii bir organik aromatik bilesiktir. Yaglarda orta derecede, suda ise
¢ok az ¢oziinebilen, beyaz ile sarimsi kahverengi arasi renkte ve kristal yapida olan
TBHQ, tert-butil gruba sahip bir hidrokinon tiirevidir. TBHQ son zamanlarda en iyi
gida katki maddesi olarak kullanilan antioksidan olarak kabul edilmektedir (Tuner

2007).

Kizartma yaglarin1 oksidasyona karsi korumak igin en iyi antioksidan olarak
bilinmektedir. Bej renkli bir toz olan TBHQ, kati ve sivi yaglarda ¢oziiniir. Diger
sentetik antioksidanlarin aksine bitkisel yaglar i¢in en etkili sentetik antioksidandir.

Yiiksek sicakliklara dayaniklidir (Keskin ve Erkmen 1987).

Nordihidroguareyetik asid (NDGA)

Nordihidroguareyetik asid (NDGA), beyaz veya grimsi beyaz kristalimsi, toksik
etkisi yliksek, yagdaki ¢coziinlirliigli az olan bir antioksidandir. Gidalara % 0,01 oraninda

katilir, pisirilmis besinlerde bile etkisini korur (Keskin ve Erkmen 1987).

Bu maddenin en 6nemli 6zelligi, 1s1ya karsi duyarli olmasi ve ortamdaki demir
ile kompleks olusturarak renk bozulmasina neden olmasidir. Bu maddenin

kullanilmasina pek ¢ok iilkede izin verilmemektedir (Basoglu 2006).

2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite terimleri birbiri yerine kullanilir.
Fakat farkli anlamlara sahiptirler. Aktivite, spesifik bir antioksidan ve oksidan
arasindaki reaksiyonun hiz sabitini kapsar. Kapasite, bir numune tarafindan siipiiriilen
belirli bir serbest radikalin miktarinin Ol¢iisiidiir. Antioksidan kapasite Ol¢timleri,
Ornegin toplam siiplirme kabiliyetini belirleyen, heterojen bir antioksidan karigiminin

miktarini verir. Her bir bilesenin antioksidan kapasitesini 6lgmez (MacDonald-Wicks ve
ark. 2006).

Antioksidan kapasite tayinleri baslica {i¢ gruba ayrilabilir (Tablo 2-6):
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1. Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
2. Elektron transferi reaksiyonuna dayananlar (ET)
3. Diger metodlar

Tablo 2-6: Antioksidan aktivite tayininde kullamlan in vitro antioksidan metodlarin listesi
(Badarinath ve ark. 2010)

Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

Oksijen radikalini absorplama kapasitesi (ORAC) metodu

Lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasitesi (LPIC)

Total radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP)

Inhibe edilmis oksijen alimi (I0C)

Crocin agartma nitrik oksit radikal 6nleme aktivitesi

p-NDA ile hidroksil radikal giderme aktivitesi

H,0, radikal giderme

ABTS radikal katyonu giderme metodu

Siiperoksit radikal giderme aktivitesi

Elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (EC)

Trolox esdegeri antioksidan kapasite metodu (TEAC)

Ferri iyonu rediikleme giicli (FRAP) metodu

DPPH radikal giderme aktivitesi

Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite

Total fenolik bilesik miktar tayini

DMPD radikal giderme aktivitesi

Diger metodlar

Toplam oksidan giderme kapasitesi (TOSC)

Briggs — Rauscher osilasyon reaksiyonunun inhibisyonu

Kemiliiminesans

Elektrokemiliiminesans

Flurometrik analizler

Gelismis kemiliiminesans (ECL)

TLC biootografi

Hiicresel antioksidan aktivite (CAA) metodu

Boya-substrat oksidasyon metodu
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HAT reaksiyonuna dayanan analiz yOntemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan
yarismali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanir. Metodlar genellikle sentetik bir
radikal iireticiden, ylikseltgenebilir molekiiler probdan ve bir antioksidan bilesikten

olusur (Huang ve ark. 2005; Prior ve ark. 2005)

ET temelli analiz yontemleri bir reaksiyon karigiminda antioksidan ve oksidan
olmak tizere iki bilesen igerir. Oksidan, antioksidandan bir elektron alir ve bu oksidanda
renk degisimine neden olur (Denklem 2-30). Renk degisiminin derecesi Ornegin

antioksidan derigimi ile baglantilandirilir. (Huang ve ark. 2005).
Oksidan + e (antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgemis antioksidan (2-30)

Oksidasyon farkli mekanizmalar ile ¢ok karmasik bir siiregtir. Bu nedenle
toplam antioksidan kapasiteyi tam olarak degerlendirebilecek tek bir yontem yoktur. Bu
calismada; S. torminalis meyvelerinin antioksidan kapasitesi DPPH radikal giderme
aktivite tayini, ABTS radikal katyonu giderme aktivite tayini, siiperoksit radikal
giderme aktivite tayini, ferri iyonu rediikleme antioksidan giicii (FRAP) tayini metodlari
kullanilarak belirlenmistir. Meyvelerin ayrica total fenolik bilesik ve total flavonoid
miktarlar tayin edilmistir. Asagida calismamizda kullanilan metodlar hakkinda bazi

bilgiler verilmistir.

2.4.1. ABTS Radikal Katyonu (ABTS*") Giderme Aktivitesi

Bu yontem, mavi-yesil renkli dayanikli bir bilesik olan 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asid) radikalinin (ABTS®") giderilmesi sonucu, renkte
meydana gelen azalmanin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
ABTS™, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asid)’in (ABTS?), persiilfatla

oksidasyonu sonucu meydana gelir (Sekil 2-10).

Re ve arkadaslar1 (1999) tarafindan modifiye edilen yontemde, ABTS’nin
potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTS®" olusmaktadir. Diger bir deyisle,
sisteme antioksidan ilave edilmeden Once radikal katyonu olusturulmaktadir. 7 mM
amonyum ABTS tuzu suda ¢oziiliir ve 2,45 mM potasyum persiilfatla muamele edilir.
Bu karigimin kullanilmadan 6nce oda sicakliginda 12-16 saat beklemesi, koyu mavi

renkli bir ¢ozelti verir. Bu ¢ozelti daha sonra, etanol veya tampon (pH 7.4) ile
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absorbansi 734 nm’de 0,70 (£ 0,02) olacak sekilde seyreltilir (Huang ve ark. 2005). Bu
radikal, toplam radikal giderme kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilir.

2775

s S0y s 805
" 0,8
08 S /N:< ]ij/ + Antioksidan ’ S /N:<
=N K - >N h
N C,H! e N CH
2H>

C,H, -2K,SO, CHs

ABTS" (Amax =734 nm) ABTS? (renksiz)

Sekil 2-10: ABTS’nin persiilfat ile oksidasyonu sonucu olusan ABTS radikalinin
antioksidan ile etkilesimi (Huang ve ark. 2005).

2.4.2. DPPH Radikal (DPPH") Giderme Aktivitesi Metodu

Bu metod DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin (DPPH") antioksidanlar
tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak giderilmesi temeline dayanir. DPPH’
sentetik olarak tretilen bir radikal olup, birka¢ kararli organik azot radikalinden bir
tanesidir ve koyu menekse renktedir (Prior ve ark. 2005). Antioksidanlar tarafindan
DPPH" giderildiginde, absorbans azalir ve renk mordan sariya doner (Matthidus 2002).
DPPH cozeltisindeki daha fazla renk acilmasi, reaksiyon karistminin absorbansinda
daha fazla diisme, dolayisiyla yiiksek radikal giderme kapasitesi demektir (Ndhlala ve
ark. 2010), (Sekil 2-11).

Antioksidan aktivite baslangigctaki DPPH derisiminin %350’sinin azalmasi i¢in
harcanan antioksidan miktarini ifade eden ECsg (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir.
ECso degeri ne kadar diisiikse antioksidan kapasite o kadar yiiksektir (Brand-Williams
ve ark. 1995).

NO, NO,
O,N NO, O,N NO,

1|\I- +(AH)n Il‘T—H +t(A)n
©/ N \(j @/N \Ej

DPPH" DPPH-H

Sekil 2-11: Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi.
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2.4.3. Ferri Iyonu Rediikleme Antioksidan Giicii (FRAP) Metodu

Ferri iyonu rediikleme antioksidan giicii (FRAP) tayininde oksidan olarak Fe'"

tuzlari, Fe""(TPTZ),Cls (TPTZ = 2,4,6-tripiridil-s-triazin) kullanilmaktadir. Burada Fe""
tuzu, F"(TPTZ),Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanilir (Benzie
ve Strain 1997). Yéntemin esasi, Fe'iin [Fe"(TPTZ),** Fe'"ye [Fe'(TPTZ),)**
indirgenmesi esasina dayanir (Benzie ve Strain 1996). Indirgeyici giic, potansiyel
antioksidan aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmektedir ve elektron verici

yeteneklerini yansitmaktadir (Sekil 2-12).

FRAP yonteminin avantaji elektron-transfer reaksiyonu olmasidir. FRAP
yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize edilebilmektedir. FRAP
yontemi demirin ¢Ozlinlirliiglinii  saglamak i¢in asidik kosullarda (pH 3.6)
gerceklestirilir. Diisik pH degerinde, Fe"'-TPTZ kompleksi, Fe" formuna indirgenir. Bu

kompleks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 nm’dir (Benzie 1996).

= | = | = =z
SN N SN X, | N X, |
| \N | AN ‘N \ h I\‘I N/ ‘N i
™ L i + Antioksidan N . (H)/ 3
e NZ - AN
NN | o \ e NS | "
N N7 AN N L~ N \
| | TN
P = ‘ ‘
— =
[Fe"(TPTZ),)* [Fe'(TPTZ).]*", (Amax=593 nm)

Sekil 2-12: Fe'"' tuzlariin antioksidan ile etkilesimi (Huang ve ark. 2005).

2.4.4. Siiperoksit Radikal Giderme Aktivitesi Metodu

Deney iiretilen siiperoksit radikallerinin nitroblue tetrazolyumu (NBT)
indirgemesi sonucunda olusan mavi-mor renkli formazanlarin absorbanslarinin 560
nm’de okunmasi esasina dayanir. Fenazin metasiilfat-indirgenmis p-nikotinamid adenin
dintikleotid-nitroblue tetrazolyum (PMS-NADH-NBT) sisteminde PMS-NADH bileseni
tarafindan oksijenin pargalanmasindan O, a¢iga ¢ikar. Bu metotta NBT nin sar1 rengi
azalarak formazan mavisi olusur. Eger ortamda antioksidan madde varsa mavi-mor

formazan olusumu inhibe edilir.
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2.4.5. Total Fenolik Bilesik Miktar Tayini Metodu

Fenolik gruplar OH grubunca zengindir, bu gruplar bilesige polar olma 6zelligi
katar ve antioksidan 6zelligini artirir. Fenollerin hidroksil gruplariin serbest radikalleri

yok etme giicii vardir (Hatano ve ark. 1989).

Total fenolik bilesik miktar tayininde kullanilan Folin-Ciocalteu ayiraci
molibdofosfotungstik heteropoliasittir. Varsayilan aktif merkezi Mo(VI)’dir. Folin-
Ciocalteu ayiracinin 1 elektron almasi sonucu Mo(VI), Mo(V)’e indirgenerek mavi
renkli bilesik olusur (Denklem 2-31). Reaksiyonda basit olarak elektronun Mo(VI)’e
aktarildig: distintliir.

Mo(VI) (sar1) + e ——> Mo(V) (mavi) (2-31)

Fenolik bilesikler Folin-Ciocalteu ayiract ile yalmiz bazik kosullar altinda
yiikseltgenerek reaksiyona girerler. Fenolik proton bazik ortamda disosiye olur. Fenolik
bir protonun ayrilmasi, Folin-Ciocalteu ayiracini indirgeme yetenegine sahip bir fenolat
anyonunun olusmasina neden olur. Fenolat ve Folin-Ciocalteu ayiraci arasinda olusan

mavi bilesikler spektrofotometrik olarak ol¢iiliir (Huang ve ark. 2005).

2.5. Sorbus (Uvez) L. Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Sorbus (iivez) L. cinsi sistematik olarak; bitkiler aleminde Magnoliophyta
(Angiospermae; Kapali tohumlular) boliimiinde, Rosaceae familyasinda yer almaktadir.
Uvez bitkisi kisin yapraklarini doken, dikensiz, basit ve pennat yaprakli (loblar1 ayri
yaprakeiklar) ve beyaz ¢igekli aga¢ ve agagciklardir. Sorbus cinsinin diinya lizerinde
cok eski devirlerden beri yetistigi bildirilmektedir. Sorbus cinsinin kuzey yarim kiirede
80°den fazla tiirii, iilkemizde ise dogal olarak yayilis gosteren 12 tiirii ve 17 taksonu
vardir (Goksin 1982; Baytop 1994; Baytop 1999; Giiltekin ve Giiltekin 2006; Giiltekin
2011). Bunlardan en 6nemlileri iivez (Sorbus domestica L.), ak¢aaga¢ yaprakli iivez
(Sorbus torminalis) ve kus iivezi (Sorbus aucuparia)’dir (Giiltekin ve Alan 2007;
Giiltekin 2011). Ulkemizde yetisen Sorbus tiirleri i¢in “eyvaz”, “ivaz” (Iskilip-Corum),
“livez yumurtu” (Niksar-Tokat), “ivez”, “Ovez” gibi degisik isimler verildigi
bildirilmistir. Sorbus domestica L. ise “bahge {ivezi” ad1 ile anilmaktadir (Baytop 1994;
Giltekin ve Giiltekin 2006).

Sorbus torminalis (L.) Crantz. (ak¢aagag¢ yaprakli tivez), halk arasinda, “geyicek

19 (13 2 (13 2 (13

elmas1”, “dag iivezi”, “geyik elmas1”, “gurmut”, “yabani iivez”, “bogiirtlecen” veya



37

“bortliican” olarak adlandirilmaktadir (Baytop 1994; Kogak 2006; Kiiltiir 2007,
Giiltekin 2011). S. torminalis’in Avrupa’nin giiney, batt ve ortasinda, kuzeybati
Afrika’da, Kafkaslarda ve Giiney bat1 Asya’nin bati kesimlerinde dogal olarak yetistigi
bildirilmektedir (Gabrelian 1972; Goksin 1982; Kogak 2006; Kiiltiir 2007; Nicolescu ve
ark. 2009; Can 2012). S. torminalis iilkemizde ise Trakya, Marmara Bolgesi, Bati
Karadeniz ile Anadoluda deniz seviyesinden 2200 m yiikseklige kadar genis bir bolgede
yayilis gostermektedir. Gilineydogu Anadolu bdlgesi hari¢ yurdumuzun tamaminda
yetisir. (Goksin 1982; Can 2012). Akgaagac yaprakli {ivez agaci {ivez cinslerinin en
fazla boylanan tiiriidiir. Bu tiir, 25 m boya ve 75 cm c¢apa ulasabilen, beyaz c¢igekli,
gorkemli bir orman agacidir. Meyve sekil olarak armut bigiminde (1-2 cm) olup, olgun
meyveler, kirmizimtirak kahve renktedir (Sekil 2-13), (Gtiltekin 2011).

Sekil 2-13: Sorbus torminalis (L.) Crantz. bitkisinin yaprak ve meyvelerinin genel
goriiniisii.

Cesitli Sorbus tiirlerinin halk arasinda ditiretik, antiinflamatuar, antidiabetik,
ishal Onleyici, vazoprotektif, bronslar1 ve damarlar1 genisletici 6zellikleri nedeniyle
etnobotanik kullanimi oldugu bildirilmektedir (Hukkanen ve ark. 2006; Termentzi ve
ark. 2006; Olszewska ve Michel 2009; Olszewska 2011b). S. domestica (L.)
meyvelerinin birgok hastalik i¢in iyilestirici 6zelliklerinin oldugu bildirilmektedir. S.

domestica meyveleri ve yapraklari kabiz etkilerinden dolayi, infusyon halinde (% 5)
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dahilen ishalde kullanilmaktadir (Baytop 1999). Kirklareli ilinde, halk arasinda, S.
torminalis’in yapraklar1 kaynatilarak diabet hastaligi ve mide agrilar1 tedavilerinde
kullanildig1 bildirilmektedir (Kiltiir 2006). Sorbus meyveleri tibbi amagla direkt olarak
tiikketilebildigi gibi, kuru olarak igecek, tatli ve recel yapiminda da kullanilmaktadir.
Meyveler sorbitol, sorbik asid, askorbik asid, sitrik asid ve bol miktarda seker igerir
(Y1lmaz 2010). Sorbus torminalis meyveleri 6nemli bir C vitamini kaynagi oldugu igin,
sonbaharda meyveler olgunlastiktan sonra taze olarak veya recel ve surup olarak

kullanildig1 bildirilmektedir (Olszewska 2011a).

S. domestica meyvelerinin antioksidan kapasiteye sahip olduklari yapilan bazi
caligmalarla gosterilmis (Termentzi ve ark. 2006 ve 2008; Sen 2011), yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip meyvelerin fenolik bilesenlerinin de fazla miktarda oldugu
bildirilmistir. Olgunlasmamis S. domestica meyvelerinin kabuklarinin ¢ok fazla
miktarda antioksidan madde icerdigi buna karsin iyi olgunlagmis meyvelerin
antioksidan aktivitesinin zayif oldugu ve olgunlagma ile fenolik bilesik miktarinin
azaldig1 bildirilmektedir (Termentzi ve ark. 2006). Bu nedenle S. domestica
meyvelerinin antioksidan ajan olarak bazi igeceklerde kullanildigi da bildirilmektedir
(Olschliger ve ark. 2004).

S. domestica’dan farkli olarak diger Sorbus tiirleri ile de antioksidan aktivite
deneyleri yapilmistir. S. aucuparia, S. commixta, S. decora, S. gracilis, S. koehneana, S.
pogonopetala, S. wilfordii gibi Sorbus tiirlerinin yaprak ve ¢igekli dallarindan
hazirlanan cesitli ekstrelerin antioksidan aktiviteleri arastirildiginda, bitkinin yiiksek
antioksidan aktivite gostermesinin bitkinin ayni zamanda yiiksek miktarda fenolik
bilesik icermesine bagl oldugu ileri siiriilmiistiir. incelenen bu Sorbus tiirlerinin i¢inde
S. aucuparia’nin ¢icek salkimlarinin en yiiksek antioksidan aktivite potansiyeline sahip

oldugu bulunmustur (Olszewska ve ark. 2010; Olszewska ve ark. 2012).

S. aria (L.) Crantz (Olszewska ve Michel 2009) ve S. aucuparia (Olszewska ve
Michel 2009; Olszewska 2011a)’nin ¢igekli dallari, yapraklari ve meyveleri ile S.
domestica (Termentzi ve ark. 2006; Sen 2011)’nin meyveleri ile yapilan diger bazi
arastirmalarda da, bu bitkilerin oldukca yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmektedir.

S. torminalis yapraklarinin igeriginin arastirilmasi igin yapilan bir ¢alismada

yapraklarin tanen, elementel nikel, viteksin ve flavon-O-glikozidlerini igerdigi;
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yapraklarin eter ekstresinin p-kumarik asid ve kafeik asid, kloroform ekstresinin
kersetin ve metanol ekstresinin kafeik asid, klorojenik asid, luteolin-7-O-glikozid ve
apigenin-7-O-glikozidini igerdigi bildirilmistir (Tsitsa-Tzardi ve ark. 1992). Daha
sonraki yillarda yapilan diger bir arastirmada ise S. torminalis’in de diger Sorbus
tiirlerinde bulundugu bildirilen flavonoidler, kafeoilkinik asid ve yogun miktarda tanen
gibi bilinen fitokimyasal bilesikleri icerdigi saptanmistir (Olszewska 2011a). S.
torminalis ve S. aucuparia gicekli dal, yaprak ve meyvelerinin % 70 metanol ile
hazirlanmis ekstrelerinin karsilastirilmali antioksidan aktivite deneylerinde DPPH ve
ABTS radikal giderme aktiviteleri ve linoleik asid peroksidasyon testi arastirilmis ve
total fenolik bilesenleri saptanmustir. S. torminalis bitkisinin S. aucuparia’dan daha

diisiik antioksidan potansiyele sahip oldugu saptanmistir (Olszewska 2011a).

Bu calismada Istanbul Belgrad ormanindan toplanmis olan ve Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE)'nda 99256 numaras: ile kayith
olan S. torminalis (L.) Crantz. meyvelerinden hazirlanacak sulu, etil asetatli, metanollii
ve asetonlu ekstrelerin total fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar1 saptanacak ve bu
ekstrelerin antioksidan etkileri ¢esitli antioksidan deneyleri ile belirlenmeye

caligilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Bitki ekstrelerinin hazirlanmasinda metanol (Merck 106008), aseton (Merck
100014) ve etil asetat (Merck 100864) kullanildi.

Ekstrelerin total fenolik bilesiklerinin miktar tayininde sodyum karbonat
(Na,CO3; Merck 106398) ve Folin Ciocalteu ayiract kullanildi. Folin Ciocalteau
ayrracinin  hazirlanmasinda sodyum wolframat (Na,WO4.2H,O; Merck 106672),
sodyum molibdat (Na,M004.2H,0; Merck 386521), %85’lik fosforik asid (HsPOyg;
Merck 100564), derisik hidroklorik asid (HCI; Merck 100314), lityum siilfat (Li,SOy;
Merck 105694), brom (Br,; Merck 101945) ve standart egri elde edilmesinde gallik asid
(3,4,5-hidroksibenzoik asid; Sigma G7384) kullanildi.

Total flavonoid miktar tayininde, sodyum nitrit (NaNO,; Merck 106544),
aluminyum kloriir (AICI3.6H,0; Merck 101083), sodyum hidroksit (NaOH; Merck
106462) ve standart egri elde edilmesinde katesin (Fluka 22110) kullanilda.

DPPH radikal (DPPH’) giderme aktivitesi tayininde 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH; Sigma D9132) ve metanol (Merck 106008) kullanildi. Pozitif kontrol olarak o-
tokoferol (Sigma T3251) ve kersetin (3,3',4'-5,6-pentahidroksiflavon; Fluka 83370), a-

tokoferoliin ve kersetinin ¢6ziilmesi i¢in de absolii etanol (Riedel 32221) kullanild:.

ABTS radikal katyonu (ABTS"") giderme aktivitesi tayininde, 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin 6-siilfonik asid) amonyum tuzu (ABTS; Fluka 11557), potasyum
peroksidisiilfat (Merck 105090) ve standart egri elde edilmesinde 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asid (Troloks; Fluka 56510) kullanildi. Pozitif kontrol
olarak a-tokoferol ve kersetin, a-tokoferoliin ve kersetinin ¢oziilmesi i¢in de absolii

etanol kullanlda.

Ferri iyonu rediikleme antioksidan giicii (FRAP) deneyinde; 2,4,6-tripiridil-s-
triazin (TPTZ; Merck 110238), sodyum asetat (Merck 106264), glasiyel asetik asid
(Merck 100056) ve standart egri elde edilmesinde demir siilfat (FeSO,4.7H,0; Fluka
44970) kullanildi. Pozitif kontrol olarak o-tokoferol ve kersetin, a-tokoferoliin ve

kersetinin ¢oziilmesi i¢in de absolii etanol kullanildi.
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Siiperoksit radikal giderme aktivitesi tayininde potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4; Merck 4873) sodyum fosfat dibazik (Na;HPO4.2H,0O; Sigma 30412)
nitroblue tetrazolyum (NBT; Fluka 74030), fenazin metasiilfat (PMS; Sigma P9625),
indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotid (NADH; Sigma 43420) kullanildi.

Pozitif kontrol olarak kersetin ve ¢oziilmesi i¢inde absolii etanol kullanildu.

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Buzdolab1 (Argelik), derin dondurucu (-20°C) (Bosch), distile su cihazi
(Labconco), ELISA mikro-plaka okuyucu (Eon Biotek), etiiv (Heraeus), hassas terazi
(AND HM 200), otomatik pipetler (Eppendorf), pH metre (Radiometer PHM 92), rota
evaporator (BUCHI R 210 ), Soxhlet aparati, ultrasonik banyo (Elma S 10) ve vorteks
(Velp scientifica).

3.3. Bitki Materyali

Calismamizda kullanilan Sorbus torminalis (L.) Crantz. (ak¢aagag yaprakli
iivez) meyveleri Istanbul Belgrat Ormam Biiyiik Bent civarindan toplandi. Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Doc.Dr. Siikran Kiiltiir tarafindan teshis edilen bitki 6rnegi Istanbul Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE)’na 99256 numarast ile kayithidir.

3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

3.4.1.1. Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi
S. torminalis meyveleri saplarindan ayrildiktan sonra golgede kurutuldu. 15 g
livez meyvesi makasla kiigiik pargalara ayrildi ve 250 mL’lik bir balona konuldu.
Uzerine 150 mL distile su ilave edildikten sonra karisim geri ¢eviren sogutucu altinda 3
saat refliiks edildi. Elde edilen karisim 2 kath tiilbentten siiziildii ve rota evaporatorde
suyu ucuruldu. Sulu ekstrenin ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC) tayin edildi. Elde
edilen ekstre daha sonra kullanilmak tizere ufak cam kaplara konularak -20°C’de

saklandi.

3.4.1.2. Etil Asetath Ekstrenin Hazirlanmasi
Kurutulmus 30 g S. torminalis meyvesi makasla kii¢iik pargalara ayrildi. Meyve

pargalart 150 mL etil asetat ile yaklasik olarak 24 saat Soxhlet aparatinda refliiks edildi.
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Elde edilen karigim rota evaporatore konularak etil asetat ekstreden uzaklastirildi. Etil
asetath ekstrenin ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC) tayin edildi. Elde edilen ekstre

daha sonra kullanilmak tizere ufak cam kaplara konularak -20°C’de saklandi.

3.4.1.3. Metanollii Ekstrenin Hazirlanmasi
Kurutulmus 30 g S. torminalis meyvesi makasla kiiglik pargalara ayrildi. Meyve
pargalar1 150 mL metanol ile yaklasik olarak 24 saat Soxhlet aparatinda refliiks edildi.
Elde edilen karisim rota evaporatdre konularak metanol ekstreden uzaklastirildi.
Metanollii ekstrenin, ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC) tayin edildi. Elde edilen
ekstre daha sonra kullanilmak {izere ufak cam kaplara konularak -20°C’de sakland:.

3.4.1.4. Asetonlu Ekstrenin Hazirlanmasi
Kurutulmus 30 g S. torminalis meyvesi makasla kiiglik parcalara ayrildi. Meyve
parcalart 150 mL aseton ile yaklasik olarak 24 saat Soxhlet aparatinda refliiks edildi.
Elde edilen karisim rota evaporatore konularak aseton ekstreden uzaklastirildi. Asetonlu
ekstrenin, ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC) tayin edildi. Elde edilen ekstre daha

sonra kullanilmak iizere ufak cam kaplara konularak -20°C' de saklandi.

3.4.2. Antioksidan Aktivite Deneyleri

3.4.2.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini
S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
total fenolik bilesik miktar1 Slinkard ve Singleton (1977)’un metodunda bazi

degisiklikler yapilarak, Folin-Ciocalteu ayiract ile kolorimetrik olarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler
o 9 2’lik Na,COs3: 2 g Na,COg3 distile su ile ¢oziiliip 100 mL’ye tamamlandi.

e Folin-Ciocalteu Aywraci: 1500 mL’lik balona 100 g Na,WOQO4.2H,0, 25 g
Na;Mo00,4.2H,0, 700 mL distile su, 50 mL %85 H3PO,4 ve 100 mL derisik HC1
konularak geri sogutucu altinda 10 saat kaynatildi. Karistma 150 g Li,SO4 50
mL distile su ve birkag damla Br, ilave edildi. Ceker ocak altinda 15 dakika
kaynatilarak sogutulduktan sonra hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamland1
(Folin ve Ciocalteu 1927). Ayirag¢ kullanilmadan 6nce 1/3 oraninda distile su ile
seyreltildi.
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Deneyin Yapilisi

S. torminalis ekstreleri 40 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve
ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak ¢6ziildii. Uygun ¢oziiciilerle uygun oranlarda

seyreltilerek (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) elde edilen ¢6zeltilere deney uygulandi.

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden kuyucuklara 8 pL konularak
tizerine 260 pL distile su ilave edildi. 8 uL Folin-Ciocalteu ayiraci ve 24 uL %2’lik
Na,COs ¢ozeltisinden ilave edildi. Mikro-plaka 2 saat karanlikta bekletildikten sonra
meydana gelen mavi rengin absorbansi, distile su igeren kore karsi, 760 nm’de ELISA
mikro-plaka okuyucuda olgiildii. Sonuglar gallik asid standart egri denklemi
kullanilarak “mg gallik asid ekivalanlari/g meyve” olarak ifade edildi. Sonuglar, ayrica
“mg gallik asid ekivalanlari/g kuru meyve agirligi (DW)” olarak da hesaplandi.

Deneyler 3 kez tekrarland1 ve elde edilen sonuglarin aritmetik ortalamalar1 hesaplanda.

3.4.2.2. Gallik Asid Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Gallik asid standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in once gallik asidin 5
mg/mL’lik stok c¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL 0,0625 mg/mL ve 0,03125
mg/mL olan ¢dzeltiler elde edildi. Cozeltilere modifiye edilmis Folin-Ciocalteau deneyi
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslart 760 nm’de ELISA mikro-plaka
okuyucuda olgiildii. Deney 10 kez tekrarlandi ve bulunan degerlere, en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasiyla gallik asid standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi
elde edildi (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: Gallik asid standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.4.2.3. Total Flavonoid Miktar Tayini
S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
total flavonoid miktarlart Kim ve arkadaslart (2003) tarafindan tanimlanan standart

kolorimetrik 6l¢iimde bazi degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler

e % 5’lik NaNO,: 5 g NaNO; distile su ile ¢oziilerek hacim 100 mL’ye

tamamland.

e % 10’luk AICIl3: 10 g AICI3 distile su ile ¢oziilerek hacim 100 mL’ye

tamamlandi.
e 1M NaOH: 4 g NaOH distile su ile ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamland.
Deneyin Yapihisi

S. torminalis’in ekstreleri 40 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu
ve ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak c¢oziildii. Uygun c¢oziiciilerle seyreltilen
¢ozeltilerle (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) deney yapildi.
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25 uL ekstre veya standart olarak kullanilan katesin ¢ozeltileri tizerine 125 pL
distile su eklendi. 7,5 uL % 5°’lik NaNO; ilave edildikten 5 dakika sonra 15 puL %
10’luk AIClI; ilave edildi ve karigim 5 dakika bekletildikten sonra 50 uL. 1 M NaOH
ilave edildi. Karigim tizerine 27,5 pL distile su ilave edilerek karigtirildi. Olusan rengin
absorbansi 510 nm’de ayirag koriine (distile su) karsi 6l¢iildii. Sonuglar katesin standart
egri denklemi kullanilarak mg katesin ekivalanlari/g meyve olarak ifade edildi.

Deneyler 3 kez tekrarland1 ve aritmetik ortalamalar1 hesaplandi.

3.4.2.4. Katesin Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

Katesinin 2,5 mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin distile su ile
seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,03125
mg/mL ve 0,015625 mg/mL olan ¢6zeltiler elde edildi. Cozeltilere deney uygulandiktan
sonra olusan renklerin absorbanslar1 510 nm’de ELISA mikro-plaka okuyucuda dl¢iildii.
Deney 10 kez tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiigiik kareler yonteminin
uygulanmasiyla katesin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil
3-2).
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Sekil 3-2: Katesin standart egrisi ve regresyon denklemi.
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3.4.3. ABTS Radikal Katyonu (ABTS"") Giderme Aktivitesi Tayini

S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
ABTS radikal katyonu (ABTS®") giderme aktiviteleri Re ve arkadaslarinm (1999)
gelistirdigi metotta baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

e Potasyum Peroksidisiilfat Cozeltisi (4,9 mM): 0,132 g potasyum

peroksidistilfat distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

e ABTS"™ Stok Cozeltisi (7 mM): 0,384 g ABTS 50 mL 4,9 mM potasyum
peroksidistilfat ve 50 mL distile su ile ¢oziildii. Koyu mavi bir renk meydana

gelmesini saglamak igin oda sicakliginda ve karanlikta 12-16 saat bekletildi.

e ABTS" Calisma Cozeltisi: Deney giinii ABTS® stok ¢ozeltisinin, 734 nm’deki
absorbansi 0,70 (x 0,02) olacak sekilde, % 96’lik etanol ile seyreltilmesi ile

hazirlandi.

e Stok Troloks Cozeltisi (10 mM): 25 mg Troloks 10 mL Na-K fosfat tamponu
(pH 7.4) ile ¢oziildii.

e 75 mM Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.4): 2,04135 g KH,PO, ve 8,5176 ¢
NaHPO, 600 mL distile suda ¢oziildi. pH’st N HCl ve N NaOH ile 7.4’¢

ayarlandi. Hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Yapihisi

Sulu ve etil asetatli ekstrelerden 20 mg/mL olacak sekilde, asetonlu ekstreden 40
mg/mL, metanollii ekstreden 80 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve
uygun ¢oziiclilerle ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak ¢oziildi. Ekstreler
seyreltilerek sulu ve etil asetath ekstrelerin 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL
ve 1,25 mg/mL konsantrasyonlarina, asetonlu ekstrenin 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10
mg/mL, 5 mg/mL ve 2,5 mg/mL konsantrasyonlarina, metanollii ekstrenin 80 mg/mL,
40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarina deney 3 kez
uygulandi.

5 uL ekstre iizerine 245 pL ABTS™ calisma ¢ozeltisi ilave edilmesi ile renkte
meydana gelen azalma 734 nm’de 6. dakikada kore karsi (etanol) olgiildii. Pozitif
kontrol olarak a-tokoferol (0,08 - 1,25 mg/mL) ve kersetin (0,02 - 0,3 mg/mL) ve



47

negatif kontrol olarak, ekstre veya standart ¢ozeltiler yerine ayni miktarda % 96’lik
etanol kullanildi.

ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi asagidaki Denklem 3-1’¢ gore

hesaplandi.

. . L Ekstrenin 734 nm'deki absorbansi (3_1)
ABTS radikal katyonu giderme aktivitesi (%) = (1- ) x100

Kontroliin 734 nm'deki absorbansi

ECso degeri (% 50 ABTS*"nin giderilmesini saglayan ekstre veya standart
konsantrasyonu), absise antioksidan miktari, ordinata inhibisyon yiizdeleri verilerinin
uygulanmasi ile ¢izilen egrinin linear kismindan elde edilen regresyon denkleminden

hesaplanda.

Denklemden elde edilen inhibisyon yiizdelerinin Troloks standart egrisine ait
degerlerle karsilastirilmasiyla, 1 mM Troloks’un gosterdigi inhibisyon yiizdesine
esdeger inhibisyon yiizdesi gostermesi i¢in gerekli olan S. torminalis meyve ekstresinin

konsantrasyonu hesaplandi ve ABTSteac degeri olarak ifade edildi.

3.4.3.1. ABTS" Giderme Aktivitesi I¢cin Troloks Standart Egri Denkleminin
Elde Edilmesi

Troloks’un 10 mM’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin 75 mM’lik Na-K fosfat
tamponu (pH 7.4) ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,25
mM ve 0,125 mM olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere deney uygulandiktan sonra
absorbansta meydana gelen azalma ELISA mikro-plaka okuyucu ile 734 nm’de 6.
dakikada 6l¢iildii ve Troloks’un ABTS®" giderici aktivitesi yiizdeleri hesaplandi. Deney
10 kez tekrarland1 ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasiyla

Troloks standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: ABTS"" giderme aktivitesi i¢in Troloks standart egrisi ve regresyon
denklemi.

3.4.4. DPPH Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi Tayini

S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
DPPH radikal (DPPH) giderme aktivitesi Brand-Williams ve arkadaglari (1995)
tarafindan gelistirilen metotta baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler

e 1 mM DPPH" Stok Cozeltisi: 0,0059 g DPPH" metanolde ¢6ziildii. Hacim 15

mL’ye metanol ile tamamlanda.

e 0,1 mM DPPH’ Calhisma Cozeltisi: 1 mM DPPH’ stok ¢ozeltisi 10 kez

seyreltilerek calisma ¢ozeltisi elde edildi.

Deneyin Yapihsi

Sulu, etil asetatli ve asetonlu ekstreler 20 mg/mL olacak sekilde, metanollii
ekstre 80 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve uygun ¢oziiciilerle

ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak ¢oziildii. Ekstreler seyreltilerek sulu, etil asetatl
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ve asetonlu ekstrelerinin 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL ve 1,25 mg/mL
konsantrasyonlarina, metanollii ekstrenin 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL

ve 5 mg/mL konsantrasyonlarina deney uygulandi.

10 pL ekstre iizerine 240 puL 0,1 mM DPPH" ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek
karistirtldiktan sonra 30 dakika karanlikta bekletildi. Absorbanslar ELISA mikro-plaka
okuyucuda 517 nm’de kore (metanol) kars1 okundu. Pozitif kontrolde ekstrenin yerine
standart olarak a-tokoferol ve kersetin, negatif kontrolde ise ¢6ziicii kullanildi. Deney

ti¢ kez tekrarland1 ve sonuglarin aritmetik ortalamalari alindi.

DPPH’ radikal giderme aktivitesi asagidaki Denklem 3-2’ye gore hesaplandi.

. . L Ekstrenin 517 nm'deki absorbansi
DPPH radikal giderme aktivitesi (%) = (1- ) x100 (3-2)

Kontroliin 517 nm'deki absorbansi

Antioksidanin ECsp (% 50 DPPH radikali giderilmesini saglayan ekstre veya
standart konsantrasyonu), degerini hesaplamak i¢in absise antioksidan miktari, ordinata
% DPPH radikali giderme aktivitesi verilerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin lineer

kismindan regresyon denklemi elde edildi.

Denklemden elde edilen inhibisyon yiizdeleri Troloks standart egrisine ait
degerlerle karsilastirilmasiyla, 1 mM Troloks’un gosterdigi inhibisyon yiizdesine
esdeger inhibisyon yiizdesi gostermesi igin gerekli olan S. torminalis meyve ekstresinin

konsantrasyonu hesaplandi ve DPPHteac degeri olarak ifade edildi.

3.4.4.1. DPPH" Giderme Aktivitesi I¢in Troloks Standart Egri Denkleminin
Elde Edilmesi

Troloks’un 10 mM’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin 75 mM’lik Na-K fosfat
tamponu (pH 7.4) ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlari, 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM,
0,125 mM ve 0,0625 mM olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere DPPH radikal giderme
aktivitesi deneyi uygulandiktan sonra absorbanslar 517 nm’de ELISA mikro-plaka
okuyucuda olgiildiic ve Troloks’'un DPPH radikal giderme aktivitesi yiizdeleri
hesaplandi. Deney 10 kez tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasiyla Troloks standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde
edildi (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: DPPH’ giderme aktivitesi icin Troloks standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.4.5. Ferri iyonu Rediikleme Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini

S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
ferri iyonu rediikleme antioksidan giicii (FRAP) Benzie ve Strain (1996) gelistirdigi

metodun mikro-plaka okuyucuya uyarlanmasiyla tayin edilmistir.
Kullanilan Cozeltiler
e 40 mM HCI : 4 mL 1 M HCI distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 10 mM TPTZ Cozeltisi: 31,2 mg TPTZ, 40 mM HCI ile ¢o6ziilerek 10 mL’ye

tamamlandi.

e 20 mM FeCl; Cozeltisi: 54 mg FeCl3;.6H,0 distile su ile ¢oziilerek 10 mL’ye

tamamlandi.

e 0,3 M Asetat Tamponu (pH 3.6): 3,1 g sodyum asetat 800 mL distile su ile
¢ozildi ve 16 mL glasiyel asetik asid ilave edildikten sonra pH’s1 3.6 olarak

ayarlanip distile su ile 1 L’ye tamamlandu.

e Stok Demir Siilfat Cozeltisi (1,5 mM): 0,0417 g FeSO,.7H,0 distile su ile

coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.
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e FRAP Ayiraci: 2,5 mL 10 mM TPTZ ¢ozeltisi, 2,5 mL 20 mM FeCl3 ¢ozeltisi
ve 25 mL 0,3 M asetat tamponunun karistirilmasi ile deneyden once taze olarak

hazirlandi.
Deneyin Yapilhisi

Sulu ekstre 10 mg/mL, etil asetatli ve asetonlu ekstreler 40 mg/mL, metanollii
ekstre 100 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve uygun ¢oziiciilerde
ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak ¢oziildii. Ekstreler seyreltilerek sulu ekstrenin
asetonlu ve etil asetatli ekstrenin 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL ve 2,5
mg/mL konsantrasyonlarina, metanollii ekstrenin 100 mg/mL, 80 mg/mL, 40 mg/mL,

20 mg/mL, 10 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarina deney uygulandi

10 uL ekstre tizerine 20 pL ¢oziici ilave edildikten sonra ELISA mikro-plaka
okuyucuda 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kuyucuklara 270 uL FRAP ayiraci eklendi
ve 4. dakikadaki absorbans artis1 593 nm’de kore karsi 6lgilildii. Kor olarak ornek yerine
ayn1 miktarda ¢oziicii kullanildi. Pozitif kontrol olarak o-tokoferol ve kersetine ayni

deney uygulandi.

Ekstrelerin Asgznm degeri, FeSO,4 7H,0 ile hazirlanan standart egrisine ait Asgznm
degerleri ile karsilastirildi ve hesaplanan FRAP degeri (MM Fez+), 1 mM Fe (III)’lin Fe
(IT)’e indirgenmesi olarak ifade edildi. Deneyler li¢ kez tekrarland1 ve ortalamalari

alindi.

3.4.5.1. FeS0O,4.7H,0 Standart Egri Denkleminin Elde Edilmesi

FeSO, standart egri denkleminin elde edilmesi icin stok FeSO,.7H,0 c¢ozeltisi
(1,5 mM) distile su ile seyreltilerek konsantrasyonlart 1,2 mM, 1 mM, 0,8 mM, 0,4 mM
ve 0,2 mM olan standart cozeltiler hazirlandi. Standart ¢ozeltilere FRAP deneyi
uygulandi ve olusan renklerin absorbanslar1 4. dakikada 593 nm’de 6l¢iildii. Deneyler
bes kez tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiiglik kareler yonteminin

uygulanmasiyla, regresyon denklemi elde edildi ve standart egrisi ¢izildi (Sekil 3-5).
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0.9 - v = 0,6044x- 0,0123

Absorbans (593 nm)

[ 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1,2 1.4 1,6

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3-5: FeSO,.7H,0 standart egrisi ve regresyon denklemi.

3.4.6. Siiperoksit Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
stiperoksit radikal giderme aktivitesi nitroblue tetrazolyumun indirgenmesi metoduna

gore tayin edildi (Nishikimi ve ark. 1972).
Kullanilan Cozeltiler

e 1 M Stok Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.4): 1 M KH,PO, ve 1 M
Na,HPO,4.2H,0 ¢ozeltileri distile su ile hazirlandiktan sonra pH metre ile uygun

pH’a getirildi. Bu stok tampon 10 kez seyreltilerek kullanilda.

e 468 nM NADH: 0,0066 g NADH 100 mM fosfat tamponunda (pH 7.4)

coziilerek 20 mL’ye tamamlanda.

e 150 uM Nitroblue Tetrazolyum (NBT): 0,0024 g NBT 100 mM Na-K fosfat
tamponunda (pH 7.4) ¢6ziilerek 20 mL’ye tamamlandi.

e 60 uM Fenazin-Meta Siilfat (PMS): 0,0045 g PMS 100 mM Na-K fosfat
tamponunda (pH 7.4) ¢6ziilerek 250 mL’ye tamamlandi.
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Deneyin Yapilhisi

Sulu ve etil asetathi ekstreler 20 mg/mL, asetonlu ekstre 40 mg/mL, metanollii
ekstre 100 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve uygun ¢oziiciilerde
ultrasonik banyoda 20 saniye tutularak ¢oziildii. Ekstreler seyreltilerek sulu ve etil
asetath ekstrelerin 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL ve 2,5 mg/mL konsantrasyonlarina,
asetonlu ekstrenin 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarina,
metanollii ekstrenin 100 mg/mL, 80 mg/mL, 40 mg/mL, 20 mg/mL ve 10 mg/mL

konsantrasyonlarina deney uygulandi.

Kuyucuklara 10 pL ekstre iizerine 100 uL NADH ve 100 uL NBT eklendikten
sonra 10 puL PMS eklenmesiyle reaksiyon baglatildi. Karigim 25°C’de 5 dk ELISA
mikro-plaka okuyucuda inkiibe edildikten sonra absorbanslar 560 nm’de kore karsi
okundu. Kor olarak ekstre yerine ayn1 miktarda ¢oziicii ve PMS yerine 10 pL fosfat
tamponu (pH 7.4) kullanildi. Pozitif kontrol olarak kersetine ayni metod uygulandi.
Negatif kontrol olarak ise ekstre yerine 10 uL ¢oziicii kullanilarak. Deney ii¢ kez

tekrarlandi.
Stiperoksit radikal giderme aktivitesi asagidaki Denkelem 3-3’e gore hesaplandi.

. . . . Ekstrenin 560 nm'deki absorbansi
Siiperoksit radikal giderme aktivitesi (%) = (1- ) x100 (3'3)

Kontroliin 560 nm'deki absorbansi

ECso degeri, (% 50 siiperoksit radikalinin giderilmesini saglayan ekstre veya
standart konsantrasyonu) absise antioksidan miktari, ordinata inhibisyon yiizdeleri
verilerinin uygulanmasi ile ¢izilen egrinin linear kismindan elde edilen regresyon

denkleminden hesaplandi.

3.5. Istatiksel Degerlendirme

S. torminalis meyve ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin arastiriimasinda
kullanilan biitiin deneyler ticer kez tekrarlandi ve elde edilen veriler ortalama =+ standart
sapma olarak verildi. Test edilen maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde,

NCSS programi kullanilarak, Student’s t testinden yararlanildi. Anlamlilik sinir1 olarak
p < 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada S. torminalis meyvesinin sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu
ekstrelerinin total fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar1 tayin edilerek ekstrelerin
serbest radikal giderici etkileri, indirgeyici giicleri ve antioksidan aktivitesi

incelenmistir.

S. torminalis meyvelerinden elde edilen sulu, etil asetatli, metanol ve asetonlu
ekstrelerin total ekstre edilebilen bilesik miktarlar1 (EC) sirasiyla 0,42¢g/g, 0,029 g/g,
0,228 g/g ve 0,055 g/g meyve olarak bulundu (Tablo 4-1). Sulu ve metanollii
ekstrelerden elde edilen EC miktarlarinin etil asetat ve asetonlu ekstrelere gore daha

fazla oldugu gbzlemlendi.

4.1. Ekstrelerin Total Fenolik Bilesik Miktari

Ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlar1 (PC), “mg gallik asid ekivalanlari/g
ekstre” olarak Sekil 4-1 ve Tablo 4-1’de gosterildi. Etil asetatli ve asetonlu ekstrelerdeki
total fenolik bilesiklerin miktarinin, yaklasik olarak, ayni miktarda oldugu, buna karsin
sulu ekstredeki total fenolik bilesik miktarlarmin diger ekstrelere gore fazla oldugu

bulundu (p < 0,05). Metanollii ekstredeki total fenolik bilesik miktarinin ise diger

esktrelere gore cok diisiik oldugu saptandi (p < 0,05).

Ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlart “mg gallik asid ekivalanlari/g DW”
olarak Tablo 4-1°de gosterildi. Ekstrelerin PC/EC degerleri (%) hesaplandiginda, sulu
ve etil asetatli ekstrelerin diger ekstrelere gore daha yiiksek PC/EC degerine sahip
oldugu goriildii (Tablo 4-1).

Ekstreler “mg gallik asid ekivalanlari/g ekstre” total fenolik bilesik miktar
bakimindan sulu > etil asetatlh > asetonlu > metanollii olarak; “mg gallik asid

ekivalanlari/g DW” total fenolik bilesik miktar1 bakimindan sulu > metanollii >

asetonlu > etil asetatli olarak siralandi (Tablo 4-1).
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Sulu 20,435
Etil asetath 10,3586
Asetonlu 8,3833
Metanollii 3,833
’ : 10 1S 20 25

B Total fenolik bilesik miktar: (mg gallik asid ekivalanlary/g ekstre)

Sekil 4-1: S. torminalis meyve ekstrelerinin total fenolik bilesik miktarlari.

4.2. Ekstrelerin Flavonoid Miktar:
Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 “mg katesin ekivalanlari/g ekstre” olarak
hesapland1 (Tablo 4-1).

Sulu ekstrenin diger ekstrelere gore oldukga fazla miktarda flavonoid bilesik
igerdigi gozlemlendi. Diger ii¢ ekstre arasinda anlamli bir fark gériilmedi (p > 0,05) ve
bu ekstreler total flavonoid miktarlari bakimindan asetonlu > metanollii > etil asetatl
olarak siralandi (Sekil 4-2).

12,186

Sulu

. 1,6113
Etil asetath

1,9987

Asetonlu

- 1,7258

Metanollii s
0 2 4 [ 8 10 12 14

H Total flavonoid miktari (mg katesin ekivalanlary/g ekstre)

Sekil 4-2: S. torminalis meyve ekstrelerinin total flavonoid miktarlari.
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Tablo 4-1: S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetath, metanollii ve asetonlu ekstrelerinin
total ekstre edilebilen bilesik (EC), total fenolik bilesik (PC; gallik asid ekivalam
olarak) ve total flavonoid (katesin ekivalam olarak) miktarlar:

Elest EC Total fenolik bilesik | Total fenolik bilesik | pc/ec| Total flavonoid miktar
stre
(9/g DW) (mg /g ekstre) # mg/g (DW) (%) (mg/g ekstre) ®
Sulu 0,420 20,44 + 0,910% 8,58 + 0,3822 2,044 12,19 + 2,005
Etil asetat | 0,029 10,36 + 1,547° 0,30 £ 0,045° 1,036 1,61 +0,410°
Metanol 0,228 3,83+ 0,164° 0,87 +0,037° 0,383 1,73 +0,612°
Asetonlu | 0,055 8,38 +1,151° 0,43 + 0,057° 0,791 2,00+ 0,214°

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

DW: Kuru meyve agirligi

a,b,c: Aynu siitun igindeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkli olduklarini gstermektedir (p < 0,05).
A: mg gallik asid ekivalanlari/g ekstre

B: mg katesin ekivalanlari/g ekstre

4.3. Ekstrelerin ABTS Radikal Katyonu (ABTS™) Giderme Aktivitesi
Ekstrelerin konsantrasyona bagli ABTS™ giderme aktiviteleri % olarak Sekil 4-

3’te gosterildi.
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Sekil 4-3: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin farkh
konsantrasyonlardaki ABTS™ giderme aktiviteleri.
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Disiik ECsq degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi icin, pozitif
kontrollerin ve ekstrelerin ECsg agts degerleri kersetin < a-tokoferol < sulu ekstre < etil
asetatl ekstre < asetonlu ekstre < metanollii ekstre yoniinde siralandi (Sekil 4-4 ve

Tablo 4-2).

110
100
7 e -
£ 20
-
5 80
-
%] 70
g =—4+—=Sulu
% 60 —m—Etil asetath
“:5 - 50 Metanollii
S8
B 40 Asetonlu
;2 30 ——Kersetin
i ) d- tokoferol
é 20
> |
A 10
SN
==} 0
- 0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4-4: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin ABTS™ giderme
aktiviteleri.

Ekstrelerin ABTS radikal katyonu giderme aktiviteleri TEAC degeri olarak
degerlendirildi. 1 TEAC 1 mM Troloks’un gosterdigi ABTS™ giderme aktivitesine
ekivalan, ekstrelerin veya pozitif kontroliin konsantrasyonu olarak ifade edildi. TEAC
degeri, bilesiklerin hidrojen veya elektron verici etkisini yansittigl i¢in yiiksek TEAC

degeri yliksek antioksidan aktivitenin gdstergesidir.

Ekstrelerin 10 mg/mL  konsantrasyonlarindaki ~ ABTStgac  degerleri
karsilastirildiginda tiim ekstrelerin anlamli olarak birbirinden farkli ABTSteac
degerlerine sahip oldugu bulundu (p < 0,05). Ekstrelerin ABTSteac degerleri, sulu > etil

asetatl > asetonlu > metanollii olarak siralandi (Tablo 4-3).

Ekstrelerin  ABTStgac degerleri ile pozitif kontrol olarak kullanilan o-
tokoferoliin 1,25 mg/mL’deki ve kersetinin 0,3125 mg/mL’deki konsantrasyonlarindaki
ABTSteac degerleri ile karsilastirildiginda, biitiin ekstrelerin pozitif kontrollerden daha
diisiik ABTSteac degerlerine sahip olduklar1 goriildii (Tablo 4-3).
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4.4. Ekstrelerin DPPH Radikal (DPPH") Giderme Aktivitesi
Ekstrelerin konsantrasyona bagli DPPH" giderme aktiviteleri % olarak Sekil 4-
5’te gosterildi.

100 -

H20mg/mL
H10mgmL
ESmgmL
B, 5mg/mL
H0,25mg/mL
E0,1283mg/mL

DPPH Radikal Giderme Alktivitesi (%)
= 2 282t 22 28 8

Sekil 4-5: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin farkh
konsantrasyonlardaki DPPH’ giderme aktiviteleri.

ECso pppn degeri %50 DPPH radikali giderilmesini saglayan ekstre veya standart
konsantrasyonu olmak iizere diisiik ECsp degeri yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir.
Pozitif kontrollerin ve ekstrelerin ECso pppy degerleri (Sekil 4-6), kersetin < a- tokoferol
< sulu ekstre < etil asetatli ekstre < asetonlu ekstre < metanollii ekstre olarak siralandi

(Tablo 4-2).

60 =—+=Sulu

—&— K il asetath

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%)
h
=)

b ——Metanollii
40 ——Asetonlu
30 =K ersetin
b
20 —— - tokoferol
10
0
0 20 40 60 30 100

Konsantrasvon (mg/mL)

Sekil 4-6: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin DPPH radikal giderme
aktiviteleri.
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Ekstrelerin DPPH radikal (DPPH") giderme aktivitesi TEAC degeri olarak
degerlendirildi. 1 TEAC, 1 mM Troloks’un gosterdigi DPPH radikal giderme

aktivitesine ekivalan, ekstrelerin veya pozitif kontroliin konsantrasyonu olarak ifade
edildi.

Ekstrelerin = 10  mg/mL  konsantrasyonlarindaki DPPHtgac  degerleri
karsilastirildiginda tiim ekstrelerin anlamli olarak birbirinden farkli DPPHygac
degerlerine sahip oldugu bulundu (p < 0,05). Ekstreler DPPHrgac degerleri
bakimindan, sulu ekstre > etil asetatl: ekstre > asetonlu ekstre > metanollii ekstre olarak
siralandi (Tablo 4-3).

Ekstrelerin  DPPHtgac degerleri ile pozitif kontrol olarak kullanilan
a-tokoferoliin 0,5 mg/mL’deki ve kersetinin 0,25 mg/mL’deki konsantrasyonlarindaki
DPPHreac degerleri karsilastirildiginda, biitiin ekstrelerin pozitif kontrollerden daha
diisiik DPPHreac degerlerine sahip olduklari goriildi (Tablo 4-3).

4.5. Ekstrelerin Ferri Iyonu Rediikleme Antioksidan Giicii (FRAP)
Ekstrelerin ve pozitif kontrollerin ferri iyonu rediikleme antioksidan giigleri
Sekil 4-7°de gosterildi. Ekstrelerin ferri iyonu rediikleme antioksidan giiciiniin

konsantrasyona bagl olarak arttig1 saptandi.

=+=Sulu
—&—Etil asetath
Asetonlu

=== N\etanollii

Absorbans (593 nm)
th

—+—Kersetin

a- tokoferol

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4-7: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin ferri iyonu rediikleme
antioksidan giicleri.
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Ekstrelerin indirgeme giicii FRAP degeri (MM Fe®") olarak ifade edildi. Yiiksek
FRAP degeri yiiksek indirgeme giiciiniin gostergesidir ve indirgeme giicii yiiksek olan
bilesikler serbest radikallere elektron vererek ve onlar1 zararsiz hale getirerek radikal

reaksiyonlarii sonlandirabilirler.

Ekstrelerin 10 mg/mL FRAP degerleri karsilastirildiginda tiim ekstrelerin
anlamli olarak birbirinden farkli FRAP degerlerine sahip oldugu bulundu (p < 0,05).
Ekstrelerin FRAP degerleri karsilastirildiginda ekstreler indirme giicti bakimindan sulu
ekstre > etil asetatli ekstre > asetonlu ekstre > metanollii ekstre olarak siralandi (Sekil 4-
8 ve Tablo 4.3).

3,51

Sulu
1.6
Etil asetath
1,17
Asetonlu
0,45

Metanollii

0 1 2 3 4

B FRAP Degeri

Sekil 4-8: S. torminalis meyve ekstrelerinin 10 mg/mL’deki FRAP degerleri (MM Fe?*).

Ekstrelerin FRAP degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan a-tokoferoliin 1,25
mg/mL  konsantrasyondaki FRAP  degeri ve kersetinin 0,25 mg/mL
konsantrasyonundaki FRAP degeri ile karsilastirildiginda sulu ekstrenin kersetinden
daha biiyiik FRAP degerine sahip oldugu goriildi (Tablo 4-3).

4.6. Ekstrelerin Siiperoksit Radikal Giderme Aktivitesi
Ekstrelerin konsantrasyona bagl siiperoksit radikal giderme aktiviteleri Sekil 4-
9’da gosterildi. Ekstrelerin siiperoksit radikal giderme aktivitelerinin konsantrasyona

bagli olarak arttig1 saptandi.
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Sekil 4-9: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve kersetinin farkh konsantrasyonlardaki
siiperoksit radikal giderme aktiviteleri.

Ekstrelerin ECsg sop degerleri karsilastirildiginda etil asetatli ekstrenin en diisiik
ECso degerine sahip oldugu saptandi. Diisilk ECsy degerinin yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosterdigi goz Oniine alinarak ekstreler ve pozitif kontrol; kersetin < etil
asetath ekstre < sulu ekstre < asetonlu ekstre < metanollii ekstre olarak siralandi (Sekil
4-10), (Tablo 4-2).
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Sekil 4-10: S. torminalis meyve ekstrelerinin ve kersetinin siiperoksit radikal giderme
aktiviteleri.
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S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, asetonlu ve metanollii ekstrelerinin

ECso0 asTs, ECs0 pppH V& ECs0 sop degerleri Tablo 4-2°de 6zet olarak gésterilmektedir.

Tablo 4-2: S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, asetonlu, metanollii ekstrelerinin
ve pOthlf kontrollerin ECsg agTs, ECso pppr V€ ECsg 50D degerleri

Ekstre ve Standartlar I(En%;’ r/r:BS Eﬁ;ﬁfi‘; chslo r;OII_D)
Sulu Ekstre 5,30 + 0,166° 5,69 + 0,364 9,01 + 1,025
Etil Asetath Ekstre 9,30 + 0,449° 6,08 + 1,263 7,41 + 0,887°
Asetonlu Ekstre 13,23+ 0,341° 10,21 + 0,230° 18,64 + 1,162°
Metanollii Ekstre 27,53 + 4,097° 32,31+ 2,615° 48,47 + 4,779°
Kersetin 0,12 + 0,001° 0,07 +0,001¢ 0,53 +0,037¢
a- tokoferol 0,49 + 0,035' 0,24 +0,018° -

Veriler ortalama * standart sapma olarak verildi.

a, b, ¢, d, e, f: Ay siitun igindeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkli olduklarinm gostermektedir (p < 0,05).

S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, asetonlu ve metanollii ekstrelerinin

TEACasTs, TEACpppH Ve FRAP degerleri Tablo 4-3’te 6zet olarak gosterilmektedir.

Tablo 4-3: S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatl, asetonlu, metanollii ekstrelerinin ve

pozitif kontrollerin TEACagts, TEACpppH ve FRAP degerleri

Ekstre ve Standartlar TE(QCI\:/’I*)BTS TE(QCI\:/EI’)P P (mFI\I} IIA\:IZQ+)
Sulu Ekstre 1,37 +0,051° 0,85+ 0,019° 3,51 + 0,060
Etil Asetath Ekstre 0,94 + 0,0470° 0,73+ 0,033" 1,60 + 0,060°
Asetonlu Ekstre 0,71+0,091° 0,59 + 0,015° 1,17 +0,027°
Metanollii Ekstre 0,50 + 0,084¢ 0,19 + 0,052° 0,45 + 0,020¢
Kersetin 1,57 + 0,033*¢ 0,97 + 0,002%*¢ 3,24 + 0,136**¢
a- tokoferol 1,64 + 0,004%** 0,97 + 0,009%***f 4,10 + 0,240%*+"

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

TEAC degerleri mM Trolox ekivalani olarak ifade edildi.

a, b, ¢, d, e, f: Ayni siitun igindeki farkli harfler verilerin anlamli olarak farkli olduklarini gostermektedir (p < 0,05).
*: Kersetinin 0,3125 mg/mL’deki TEAC agts degeri
**: Kersetinin 0,25 mg/mL’deki TEACpppy ve FRAP degerleri

**%: q- tokoferoliin 1,25 mg/mL’deki TEAC agts ve FRAP degerleri
**%%: a- tokoferoliin 0,5 mg/mL’deki TEACpppy degeri
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5. TARTISMA

Epidomiyolojik calismalar yiiksek miktarda fenolik bilesikler igeren meyve,
sebze ve diger bitkisel iirlinlerce zengin diyetin insan saglig1 ve hastaliklar1 6nleme
bakimindan 6nemli oldugunu gostermistir. Fenolik bilesiklerin, ROS’lar1 nétralize
ederek antioksidan etki gosterdikleri ve bunun sonucu olarak insan saglig1 i¢in yararl
olduklar1 ve hastaliklar1 6nlemede etkili olduklar1 yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya
cikmustir. Oksidatif stres sartlarinda, ROS 6nemli biyomolekiillerle reaksiyona girebilir
ve hiicresel zarara, ateroskleroz, koroner hastaliklar, kanser ve ndrodejeneratif beyin

rahatsizliklar1 gibi kronik hastaliklara neden olabilir (Olszewska 2011a).

Oksidasyonu onlemek i¢in gidalara ilave edilen BHT, BHA gibi sentetik
antioksidanlarin toksik ve karsinojenik etkilerinin olabilecegi bildirildigi i¢in (Sherwin
1990; Wichi 1988), bitkilerde bulunan tabii antioksidanlarin saptanmasi ve izolasyonu
calismalar1 son 10 yilda biiylik 6nem kazanmistir. Tibbi bitkiler, meyveler, sebzeler,
kuru yemisler, baharatlar, aga¢ materyalleri ve bitki tohumlar1 gibi pek c¢ok bitkisel
materyal antioksidan aktivite ve fenolik bilesenler agisindan incelenmis ve bunlarin ¢ok
azinin fenolik bilesik agisindan zengin oldugu saptanmistir (Olszewska ve Michel
2009). Bu nedenle bitkilerin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasina olan ilgi halen

devam etmektedir.

Bitkilerde dogal antioksidanlar arasinda 6nemli rol oynayan polifenol igerikler
bitki tiirli, tarimsal islem, 151k, iklim, hasat zaman1 ve depolama sartlar1 gibi pek ¢ok dis
etkenden etkilenir (Heimler ve ark. 2007). Yiyecek veya farmasotik preparatlarda katki
maddesi olarak kullanilacak olan antioksidanlarin uygun sekilde elde edilebilmeleri ve
kullanilacaklar1 zamana kadar aktivitelerini kaybetmeden uygun sartlarda depo
edilmeleri gerektigi bildirilmektedir (Olszewska ve ark. 2012). Bu nedenle
calismamizda ¢esitli ¢oziiclilerle elde edilen ekstreler kuruluga kadar ugurulduktan
sonra kullanilmistir. Bitkilerde antioksidan kapasitenin tayininde hala ¢éziimlenmemis
problemler oldugu bildirilmektedir. Farkli laboratuvarlarda kullanilan deneylerin
cesitliliginden dolayi, elde edilen sonuclarin tam olarak mukayese edilmesinin gii¢

oldugu belirtilmektedir (Prior ve ark. 2005).

Sorbus cinsi ile yapilan daha onceki ¢alismalarda, baz1 Sorbus tiirlerinin giiglii

antioksidan kaynagi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Hukkanen 2006; Termentezi 2006;
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Olszewska 2011a; Sen 2011). Olszewska (2011a) tarafindan yapilan bir ¢alismada S.
torminalis ve S. aucuparia meyvelerinin %70 metanollii ekstrelerinin antioksidan
aktivitesi DPPH ve ABTS radikal giderme aktiviteleri, linoleik asid peroksidasyon testi
metodlar1 ile arastirilmis ve total fenolik bilesenlerinin miktar1 saptanmistir. S.
torminalis bitkisinin S. aucuparia’dan daha diisiik antioksidan potansiyele sahip oldugu

bulunmustur.

S. torminalis’in sulu, etil asetatli ve asetonlu ekstrelerinin antioksidan aktivite
yoniinden incelenmesi ilk kez tarafimizdan yapilmistir. Bu ¢alismamizda S.torminalis
meyvesinden elde edilen sulu, etil asetatli, metanollii ve asetonlu ekstrelerin anioksidan
kapasitelerinin tayininde, ELISA mikro-plaka okuyucu kullanilarak, ET sinifina giren;
ferri iyonu rediikleyici antioksidan giic (FRAP), DPPH radikal giderme aktivitesi, total
fenolik bilesik miktar tayini ve HAT smifina giren; ABTS radikal katyonu giderme
aktivitesi, stiperoksit radikal giderme aktivitesi metodlart kullanilmistir. Cesitli
kaynaklardaki total antioksidan aktiviteyi tayin etmek igin tek bir aktivite deneyi yeterli
olmayacag1 i¢in birden fazla antioksidan aktivite tayin metodunun kullanilmasi
gerektigi literatiirde bildirilmektedir (Prior ve ark. 2005). Bu nedenle ¢alismamizda 6
farkli antioksidan aktivite tayin yontemi kullanilarak S. torminalis meyvelerinin

antioksidan aktivitesi tayin edildi.

Calismamizda total fenolik bilesik miktari, flavonoid, proantosiyanid ve
kafeoilkinik asid iceren Sorbus dokularindaki ana fenolik metabolitlerin total diizeyini
saptamak i¢in en uygun yontem oldugu bildirilen (Olszewska ve ark. 2012) Folin-
Ciocalteu metoduna gore tayin edildi. Gallik asid ekivalan1 olarak ifade edilen
ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlar1 ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢oziiciilere
gore farkliliklar gosterdigi bulundu. Total fenolik bilesik miktarinin en yiiksek sulu ve
etil asetatli ekstrelerde oldugu gozlemlendi ve total fenolik bilesik miktar1 mg gallik
asid ekivalani/g DW olarak hesaplandigi zaman ise, sadece sulu ekstrenin total fenolik
bilesik miktarinin diger ¢6ziiciilerinkine gore ¢ok yiiksek oldugu bulundu. Etil asetatla
elde edilen total ekstre edilebilen bilesik miktarinin verimi ¢ok kiigiik oldugu halde,
PC/EC degeri metanollii ve asetonlu ekstreye gore daha fazla oldugu saptandi. Ayni
sonug, Ozsoy ve ark. (2009)’larmin Amaranthus lividus (L.) bitkisinin antioksidan
aktivite tayini deneylerinde de bulunmus ve etil asetatin bitkilerden fenolik bilesiklerin

ekstre elde edilmesinde, metanol ve asetondan daha etkili oldugu ileri siiriilmiistir.
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Kéhkonen ve arkadaslarinin (1999) Finlandiya’da yetisen yabani kus iivezi ile
yaptiklar1 bir ¢aligmada, total fenolik bilesiginin 18,7 mg gallik asid ekivalani/g DW
kadar yiiksek oldugu bildirilmistir. S. acuparia ile yapilan diger bir calismada
(Olszewska 2011a), ¢igekli dallar ve yapraklarda yiiksek total fenolik bilesik miktar1
saptanmig, meyvelerde ise oldukca diisiik miktarda total fenolik bilesik bulunmustur.
Ayni galismada S. torminalis ¢icekli dal, yaprak ve meyvelerinde S. acuparia’dan daha
diisiik total fenolik bilesik miktarlarinin oldugu bildirilmistir. S. torminalis’in de diger
Sorbus tiirlerinde bulundugu bildirilen flavonoidler, kafeoilkinik asid ve yogun
miktarda tanen gibi bilinen fitokimyasal bilesikleri igerdigi saptanmistir (Olszewska
2011a).

Bitki droglarindan flavonoidlerin ekstraksiyonu igin ¢oziiciiniin segilmesi,
ozellikle bitkide bulunan flavonoidlerin polaritesine baghdir (Bilaloglu ve Harmandar
1999). Ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 karsilastirildiginda, kullanilan ¢oziiciilerden
en yiiksek polariteye sahip olan su ile elde edilen ekstrenin en yiiksek total flavonoid
degerine sahip oldugu goriildii. Etil asetat, metanol ve asetonun yakin polarite
degerlerine (4,3-6,6) sahip oldugunu g6z Oniinde bulundurulursa, bu ekstrelerin
flavonoid miktarlariin sulu ekstreden oldukg¢a diisiik olmasinin ve aralarinda anlaml
bir fark bulunmamasinin bu ¢oziiciilerin meyvedeki flavonoidleri elde etmek igin uygun
polaritede olmadig: ile iliskilendirebilir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, bazi
flavonoidlerin siiperoksit ve hidroksil radikallerini ortadan kaldirdigini, lipid peroksil
radikallerini indirgedigini ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur
(Bilaloglu ve Harmandar 1999). S. torminalis’in bir seri metil oksillenmis flavonoller ve
flavonlar i¢ermesine ragmen, antioksidan aktivitesinin diisiik oldugu, S. acuparia’da ise
kersetin bulundugu i¢in akvitenin daha yiiksek oldugu ileri siiriilmektedir (Olszewska
2011a). Kersetinin de iginde bulundugu flavonoller grubu flavonoidlerin molekiiler
ozellikleri nedeni ile flavanollerden (katesinler) daha etkili antioksidanlar oldugu ileri

stiriilmektedir (Bilaloglu ve Harmandar 1999).

Total fenolik bilesik miktar tayini yontemi ile diger elektron transferine dayanan
metodlar arasinda miikemmel dogrusal korelasyon oldugu belirlenmistir (Lussignoli ve
ark. 1999). Calismamizda da ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlari ile TEACpppy Ve
FRAP degerleri birbiriyle uyumlu olarak en yiiksek degerin sulu ekstrede oldugu

gorilldii.
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Serteser ve ark. (2009) Tirkiye’de yetisen S. torminalis’inde aralarinda
bulundugu 38 farkli bitki ile DPPH radikal giderme aktivitesi, Fe** kelatlama aktivitesi,
H,O, inhibisyon aktivitesi metodlarini kullanarak yaptiklart antioksidan aktivite
arastirmasinda, S. torminalis’in metanollii ekstresinin DPPH radikal giderme aktivitesi
bakimindan en diisiik 5 bitki arasinda oldugunu bulmuslar; radikal giderme, antioksidan
aktivite ve total fenolik bilesik miktar1 arasinda farkedilebilir bir korelasyon oldugunu

ileri stirmiislerdir.

Olszewska (2011b) tarafindan yapilan ¢alismada S. torminalis meyvesinin %70
metanolik ekstresinin DPPH ve ABTS radikal giderme aktiviteleri ECso degeri ve
Troloks ekivalani seklinde saptanmistir. Bulgularimiz bu ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Her iki ¢aligmada da kullanilan metanollii ekstrenin, pozitif kontrol
olarak kullanilan kersetine oranla, ancak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda % 50

inhibisyon saglayabildigi bulunmustur.

Ekstrelerin TEACagts, TEACpppy ve FRAP degerleri birbiriyle uyumlu olarak
sulu ekstre > etil asetatl ekstre > asetonlu ekstre > metanollii ekstre olarak, ECso pppn VE
ECso sop degerleri ise sulu ekstre = etil asetatli ekstre < asetonlu ekstre < metanollii
ekstre olarak siralandi. Bu sonuglarin ekstrelerin total fenolik bilesik miktarlariyla da

uyumlu oldugu saptand.

Calismamizda sulu ve etil asetathi ekstrelerin ECsy pppy degerleri bakimindan
istatiksel olarak benzer bulunmalari, metodun dezavantaji olarak goriilen, DPPH’in
organik ortamlarda iyi ¢oziilmesine karsin sulu ortamlarda ¢oziilmemesine bagli
olabilecegi bildirilmektedir.  Literatiirlerde ¢06ziicliniin su igeriginin antioksidan
kapasiteyi azaltan onemli bir sinirlama oldugu da belirtilmektedir (Arnao 2000;
Magalhaes ve ark. 2008).

Sonug olarak, S. torminalis meyvelerinin sulu, etil asetatli, metanolli ve
asetonlu ekstrelerinin antioksidan aktivitesi incelendiginde en yiiksek antioksidan
aktiviteyi sulu  ekstrenin gosterdigi bulundu. Ekstrelerin antioksidan aktivite
gosterebilmeleri i¢in Onemli bir mekanizma olan, elektron verebilme yeteneginin
gostergesi olarak kabul edilen FRAP degerleri karsilastirildiginda en yiiksek degere sulu
ekstrenin sahip oldugu gorildi. Etil asetatli ekstrenin ECsg pppy V€ ECso sop degerlerinin

sulu ekstrenin degerleri ile benzerlik gosterdigi saptandi. Bunun sonucu olarak S.
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torminalis antioksidanlarini konsantre etmek i¢in en uygun ¢oziiciiniin su ve etil asetat

oldugu sdylenebilir.

Kullandigimiz metodlarda sulu ekstrenin diger ekstrelere oranla daha iyi
degerlere sahip olmasi, meyvenin igindeki antioksidan maddelerin diyetle organizmaya
aliabilmesi acisindan 6nemli ve pozitif bir bulgudur. Calismalarimiz sonucunda biitiin
ekstrelerin farkli derecelerde antioksidan aktivite gostermelerine ragmen higbir
ekstrenin pozitif kontroller kadar etkin radikal giderme yetenegine sahip olmadiklari
saptandi. Deneylerimizde pozitif kontrol olarak kullanilan kersetin ve a-tokoferol
ekstrelerden daha aktif antioksidan aktivite gostermelerine ragmen, bu pozitif
kontrollerin saf sekilde ve asir1 miktarda insanlarda kullanilmalar1 sonucu pro-oksidan
ve toksik etkileri olacagi icin, dogal antioksidan kaynagi olan S. torminalis

meyvelerinin kullaniminin insanlar i¢in daha yararli olacagi kanisindayiz.
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medApex Medikal SQA-V Tam Otomatik Sperm Analiz Cihazi Egitimi (2011).

Psikologlar ve Psikiyatristler Dernegi Temel Psikoloji Sertifikas1 (2011).

ITU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Qgrenci Kongresi (2007).
ITU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ogrenci Kongresi cDNA Sentezi Calistay1 (2007).

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri): Kitap okumak, fotograf ¢ekmek, koleksiyon yapmak, konsere

gitmek.




