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OZET

SAKARCA (Ornithogalum umbellatum) BITKISININ FARKLI DOKULARINA AiT
OZUTLERIN ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ iINCELENMESI
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Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya AnaBilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmam: Prof. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Organizmada gerceklesen cesitli kimyasal siirecler sonucu olusan serbest radikaller
biyomolekiillerle reaksiyona girerek, yaslanma, kalp damar hastaliklari, diyabet, ¢esitli kanser
tirleri ve sinir sistemi hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilirler. Antioksidanlar, serbest
radikallerin hiicrelere zarar vermelerini onlar ile etkilesime girerek onlerler. Dogal antioksidanlar
viicuda bitkiler araciliginda diyetle alinir. Ortalama yasam siiresinin uzun oldugu illerden biri olan
Giresun’da yoresel mutfaklarin en 6nemli elemani otsu bitkilerdir. Bu dogrultuda tez ¢aligmasinin
amact Ordu-Giresun yoresinde yaygin olarak tiiketilen bitkilerin basinda gelen, halk arasmda
Sakarca adi verilen Ornithogalum umbellatum bitkisinin farkli dokularindan elde edilen 6ziitlerinin
toplam fenolik igeriginin ve antioksidan oOzelliklerinin belirlenmesidir. Calismada kullanilan
bitkiler Giresun ili Bulancak il¢esinden temin edilmistir. Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde
miktari, toplam flavonoid miktari, FRAP aktivitesi, CUPRAC aktivitesi, DPPH radikali temizleme
aktivitesi ve oOzitlerin H,O, ile stres olusturulan eritrosit hiicrelerindeki etkisi; lipit
peroksidasyonunu engeleme kapasitesi, toplam tiyol (-SH) diizeyleri, eritrosit hiicre zarlarinda
protein oksidasyonu belirteci olan protein karbonil miktarlari belirlenmistir. Toplam fenolik madde
miktari, toplam flavonoid miktari, CUPRAC aktivitesi en yiiksek yaprak oziitiinde, lipit
peroksidasyonu engelleme kapasitesi en yiiksek yaprak oziitiiniin bulundugu calisma ortaminda
gorlilmiistiir. FRAP aktivitesi, DPPH radikali temizleme aktivitesi en yliksek c¢igek oOziitiinde,
protein karbonil olusumu en yiiksek ¢igek oziitiiniin bulundugu ¢aligma ortaminda tespit edilmistir.
Toplam tiyol diizeyi en fazla sogan Oziitiiniin bulundugu caligma ortaminda goriilmiistiir. Bu
sonuclara gore bitkinin 6zellikle yaprak ve ¢igek kisimlarimin belli diizeylerde antioksidan etkiye
sahip olduklar1 ve hiicresel ortamda bu etkinliklerini koruduklar1 dolayisiyla hiicre harabiyeti ve

yaslanmasinda Sakarcamn engelleyici etkisi olabilecegi sdylenebilir.
2019, 75 sayfa

Anahtar Kelimeler : Sakarca, Ornithogalum umbellatum, serbest radikal, antioksidan kapasite



ABSTRACT

INVESTIGATION of ANTIOXiDANT PROPERTIES of EXTRACTS FROM DiFFERENT
TiSSUES of Ornithogalum umbellatum’s

Eda YILMAZ
Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Health Sciences
Deperment of Medical Biochemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Free radicals formed by various biochemical process in the organism can react with
biomolecules and cause aging, cardiovascular diseases, diabetes, various types of cancer and
nervous system diseases. Antioxidants prevent free radicals from damaging cells by interacting
with them. Natural antioxidants are taken to the body through plants through diet. The most
important element of the local cuisine is the herbaceous plants in Giresun, which is one of the
provinces where the average life span is long. The aim of this thesis is to determine the total
phenolic content and antioxidant properties of the extracts obtained from different tissues of
Ornithogalum umbellatum called Sakarca, which is one of the most commonly consumed plants in
Ordu-Giresun region. Plants used in the study were obtained from Bulancak district of Giresun
province. Total phenolic content of plant extracts, total flavonoid content, FRAP activity,
CUPRAC activity, DPPH radical scavenging activity and the effect on extracts on H,O,-induced
erythrocyte cells; inhibition of lipid peroxidation capacity, total thiol (-SH) levels, protein carbonyl
levels, of protein oxidation markers in the erythrocyte cell membranes were determined. Total
phenolic content, total flavonoid amount, CUPRAC activity was found in the highest leaf extract,
lipid peroxidation was found in the working environment with the highest leaf extract capacity.
FRAP activity, DPPH radical scavenging activity and the highest flower extract, protein carbonyl
formation was found in the study environment where the highest flower extract. The total thiol
level was highest in the onion extract. These results indicate that leaf and flower tissues of the plant
have some levels of antioxidant effect and maintain these activities in cellular environment.
Therefore, it can be said that Sakarca plant may have inhibitory effect on cell destruction and
aging.

2019, 75 pages

Key Words : Sakarca, Ornithogalum umbellatum, free radical, antioxidant capacity
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Insanlik tarihinin basindan itibaren bitkiler; beslenme, barmma, savunma, 1sinma ve
tedavi gibi bircok degisik amac dogrultusunda kullanilmaktadir. Insanlarla bitkiler arasinda
yiiz yillara dayanan bu bag, yapilan arkeoljik calismalarda elde edilen bulgularla
desteklenmektedir. Insanlar besin elde etmek ve saglik problemlerine ¢dziim gelistirmek
adina bitkilerden yararlanmiglardir (Kogyigit, 2005). Diinya genelinde bitkiler ile insanlar
arasindaki bu siki iligkinin kanitina dair ilk veriler olarak, Kuzey Irak Sanidar
Magarasi’'nda 1957-1961 yillarinda yapilan kazilarda bir samana ait oldugu diisiiniilen
mezarda, kanarya otu, civanpercemi, giil hatmi, mor siimbiil, peygamber ¢igegi ve efedra
gibi bitki tiirlerinin bulunmasi kabul edilmektedir (Lewin, 2000). Anadolu’da ise
Hattusas’ta bulunan Hitit tabletlerinde yer alan; mazi, hardal, meyan, sarimsak, iizerlik,
adam otu , badem, s6giit ve zeytinin yazili oldugu regete drnekleri bitkilerin tibbi amaclarla
kullanilmasina yonelik en eski yazili kayitlar olarak ifade edilmektedir (Kan ve Arslan,
2001). Tedavi edici olarak kullanilan bitki tiirlerinin sayis1 siirekli artis gostermektedir.
Mezopotamya Uygarligi doneminde bilinen tibbi bitki tiirii sayis1 250 kadarken, Arap-Fars
uygarligi doneminde bu say1r 4.000 kadardi. Ondokuzuncu yiizyilin baglarinda ise
literatiirlere gegen tibbi amagli kullanilan bitki tiirii sayis1 13.000’e ulagsmustir (Tan, 1992).

Tirkiye cografi konumunun bir getirisi olarak gii¢lii bir tarimsal potansiyele ve
bitki ¢esitliligine sahiptir. Gida ve katki maddeleri, kozmetik, parfiimeri, bitki kimyasallari,
bitkisel ilag gibi pek ¢ok sektore temel olusturan tibbi ve aromatik bitkiler lilkemiz

florasinda bol miktarda bulunmaktadir (Bayram vd, 2010).

Gelismekte olan teknoloji, ¢evre kirliligi, kimyasal maddeler, sanayi atiklari, UV
ismlar1, X-1smlari, sigara dumani ve stres gibi faktorler viicutta serbest radikal olusumuna
yol agmaktadir (Borek, 1987). Serbest radikallerin kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer
ve Parkinson gibi sinir sistemi hastaliklari, diyabet, katarakt, romatoit artrit gibi pek cok
hastalikta rol oynadig1 ve yaslanmaya neden olan en 6nemli faktdr oldugu diisiiniilmektedir
(Cross vd, 1987). Serbest radikallerin meydana getirebilecegi hiicre hasarlar1 ve bunlara
bagli ortaya ¢ikan hastaliklarin dniine ge¢mede viicuttaki antioksidan sistemler devreye
girmektedir. Antioksidan maddeler serbest radikaller ile reaksiyona girerek, radikallerin

meydana getirecekleri hasar1 onlemede kilit rol oynamaktadirlar. Antioksidan savunma
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sisteminin yetersiz kaldig1 durumlarda ortaya ¢ikacak serbest radikal etkisini azaltmak igin
bitkisel kaynakli dogal antioksidanlarin digaridan alinmasi gerekmektedir. Bitkilerin dogal
antioksidan 6zellikleri, metabolizmalarinda ikincil metabolit olarak meydana gelen fenolik

maddelerden kaynaklanmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar,1999).

Bitkilerde dogal olarak bulunan ve diyetle alinan antioksidanlarm hastaliklarin
tedavisinde ve hastaliklardan korunmadaki rolleri son yillarda iizerinde 6nemle durulan
calisgma konularindandir. Bu tez c¢alismasmin amaci Ordu-Giresun yoresinde siklikla
tiiketilen, halk arasinda saglik agisindan yararli oldugu kabul goren bitkilerden biri olan
Sakarca (Ornithogalum umbellatum) bitkisinin igerigindeki toplam fenolik madde ve
flavonoid miktarlarini, ¢esitli yontemlerle antioksidan kapasitesini belirlemek ve oksidatif
stresin olusturuldugu hiicresel ortamda Sakarca bitkisinin farkli kisimlarina ait 6ziitlerin
hiicrede olusturdugu etkiyi incelemektir. Yapilan literatiir taramalarinda Sakarca bitkisi ile
ilgili FRAP ve CUPRAC aktiviteleri, hiicresel oksidatif stres modeli iizerindeki etkileri ile
ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan ve literatiirde mevcut olan Sakarca
bitkisinin TFMM, TFM ve DPPH radikal temizleme aktiviteleri ¢alismalarmin bitkinin
tamaminin ya da toprak tistii ve toprak alt1 kisimlarmin oziitleri ile yapildigindan bu tez

calismasinin 6zgiinliik degeri oldugu diisiiniilmektedir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran molekiil
ya da atomlardir. Sahip olduklar1 bu ortaklanmamis elektrondan dolayi, serbest radikaller
oldukg¢a reaktif ve kararsizdir (Halliwell ve Gutteridge, 1985). Lipit, protein ve DNA gibi
birgok molekiil ile etkilesime girerek hiicre igin zararh hale gelirler (Valko vd, 2007).
Serbest radikaller katyonik, anyonik ya da nétral 6zellikte olabilirler. Organizmada; redoks
tepkimeleri, radyasyon ve ultraviyole 1s18a maruz kalma, endiistriyel atiklar ve sigara

dumani gibi ¢evresel kirleticiler ve asir1 egzersiz serbest radikal iiretimine sebep olabilir.

Reaktif oksijen (ROT), kiikiirt (RST), klor (RKT) ve azot (RNT) tiirlerinden
kaynakli olmak iizere siniflandirilan serbest radikaller arasinda biyolojik sistemler icin en
onemlisi oksijen kaynakli serbest radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). ROT ve

RNT’nin bir bolimii son orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulundurmadigi i¢in



radikalik 6zellik gostermemekte ancak, canli organizmada serbest radikal reaksiyonlarina
yol agabilmektedir. Bu molekiiller radikal olmayan ROT ve RNT tiirevleri olarak
adlandirilirlar (Valko vd, 2007). Radikal ve radikal olmayan ROT ve RNT, Tablo 1’de

verilmistir.

Serbest radikaller baslica 3 mekanizma ile olusurlar ( URL-1, 2019).
1.2.1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiliksek sicaklik kimyasal baglarin
kirilmasma neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri
atomlar ilizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom

iizerinde de paylasilmamis elektron kalir.

homoliz
AB ——— » A +B radikaller

1.2.2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi

Radikal 6zellik gostermeyen bir molekiilden elektron kayb1 sonucu dis orbitalinde

ortaklanmamus elektron kaliyorsa, radikal formu olusur. Sekil 1’de gosterilmistir.

‘[\\ (/ \ (=) /
> C 2
@< — @< — =@~

Vi "Y,;:— 50 N\ <] \ o N
N \ < -
ke # L2 \ 2
Normal lL.oss of Free
‘ h Atom Electron Radical

Sekil 1. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi



1.2.3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde
paylagilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden

olabilir.

O,+e — 305

Tablol. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri.

Radikal Tiirleri Radikal Olmayan Tiirler
Reaktif Oksijen Tiirleri(ROS) Radikal Olmayan Oksijen Tiirleri
» Hidroksil(OH) » Hidrojen Peroksit(H,0,)
» Siiperoksit(Oy) > Singlet Oksijen(*O,)
» Peroksil(ROO)) » 0zon(03)
» Alkoksil(RO) » Hipoklor6z asit(HOCI)
» Hidroperoksil(HO,) » Hipobroméz asit(HOBr)
» Lipit Peroksil(LOO)
Reaktif Azot Tiirleri(RNS) Radikal Olmayan Azot Tiirleri
» Nitrik oksit(NO) » Nitrik asit(HNO)
» Azot dioksit(NO;) Azotdioksit(NOy)
PeroksinitrittNOOQ")

Nitroksil katyonu(NO™)
Nitroksil anyonu(NO)

Di azot tetroksid (N2O,)

Di azot triksid (N,O3)
Peroksinitrik asit (ONOOH)
Nitronyum katyonu (NO;")
Nitril klorid (NOCI)

AlKil peroksinitrit (ROONO)

V V.V V V V V V V VY




Serbest radikaller endojen ya da eksojen kaynakli olarak meydana gelebilirler
(Sinatra ve De Marco, 1995). Serbest radikal kaynaklar1 tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Serbest radikal kaynaklari.

Endojen Kanyaklar Eksojen Kaynaklar

» Mitokondriyel elektron transport » Parakuat, alloksan, dikuat gibi
sistemi kimyasallar

» Fagositik hiicreler(notrofiller, » Parasetamol, karbon
makrofaj hiicreleri, eozinofiler, tetrakloriir(CCly) gibi ilag
endotel hiicreleri) toksikasyonlar1

» Lipit peroksidasyonu » UV, gama, mikrodalga ve X 1sinlari

» Ksantin oksidaz, mitokondriyel » Orman yangmlari, volkanik
sitokrom oksidaz, galaktoz oksidaz, faaliyetler, sigara ve egzoz dumani
hemoglobin, flavoprotein, kaynakli hava kirliligi
monoamin oksidaz, triptofandi » Pestisit gibi fitokimyasallar

oksigenaz gibi oksidan enzimler ve

proteinler

1.2.4. Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijen, canlilarin yasamsal faaliyetlerinde ihtiyag duyduklari enerjinin
iiretimindeki rolii nedeniyle canlilar i¢cin olduk¢a 6nemlidir. Molekiiler oksijen canli igin
toksik etki gostermezken, enerji liretimi sirasinda serbest oksijen radikali haline doniisiir.
Yiiksek miktarlara ulastigindaysa hiicrelere zarar verirler. Hiicrelerde gergeklesen
metabolik reaksiyonlar icin gerekli olan oksijenin %90’1 mitokondride oksidatif
fosforilasyon sirasinda kullanilir.(Cankurtaran, 2005). Kullanilan oksijenin yaklagik %3’
kadar1 ise mitokondrilerde ROS’a doniistiiriiliir (Muller vd, 2004).

Singlet oksijen radikali, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali,

perhidroksil radikali serbest oksijen radikal tiirleridir.



1.2.4.1. Singlet oksijen

Biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari esnasinda olusan singlet oksijen
(*O,), molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilms halidir. igerdigi yiiksek enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene donebilir ya da kovalent
tepkimelere girer. Reaktivitesi ve karbon-karbon ¢ift baglar1 ile tepkimeye girme egilimi
yiiksek olan singlet oksijenin yarilanma 6mrii ise 10 ve 107° saniye arasindadir (Altmisik,

2000).

1.2.4.2. Siiperoksit radikali

Molekiiler oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesiyle olusan siiperoksit
radikali (O, ) oksijen metabolizmasinm ilk ara iiriiniidiir. Daha ¢ok mitokondride solunum
sirasinda zincir reaksiyonlarindan kagan elektronlarin direk oksijen ile reaksiyona
girmesiyle olusan siiperoksit radikali baska bircok enzimatik ve enzimatik olmayan
yollarla meydana gelebilir (Fridovich, 1975). Hem gruplari, Fe-S gruplar1 ile ve prostatik

grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) igeren gruplarla etkilesim gosterir.

O, + ef — 02:
Fe?+ 0, » Fe*+ 0,

Cu™+0,— Cu?+0,

Stiperoksit radikali diger radikallere kiyasla daha kararli bir yapiya sahiptir ancak
Onemi viicutta hidrojen peroksit olusumundan ve gecis metallerinin indirgenmesinden
sorumlu olmasidir (Halliwell ve Gutteridge, 1985). Siiperoksit radikali diisik pH’da
protonlanarak daha reaktif olan hidroperoksil radikalini olusturur. Daha sonra bu radikalin

stiperoksit radikali ile birlesmesi sonucu oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir.



Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle gergeklesen bu reaksiyon dismutasyon
tepkimesi olarak adlandirilir. Siiperoksit radikalinin yarilanma omrii etkilesime girdigi

enzimlere bagli olarak degismektedir (URL-2).

O,+e -0 stiperoksit radikali
0, "H,0 > HO, + OH hidroperoksil radikali
HO, + 0,” +H" — 0, +H,0, hidrojen peroksit radikali

1.2.4.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, O, ’ye bir elektron ilavesiyle ya da O;’ye iki elektron
eklenmesiyle de dogrudan meydana gelen radikal olmayan oksijen tiirlerindendir (Flora,
2007). Ozel enzimlerle etkilesime girdiklerinden, yarilanma omiirleri bu enzimlere bagl

olarak degisiklik gosterir (URL-3).

0, +e +2H' = H,0,
0, +2e +2H' - H,0,

Hidrojen peroksit, noétrofillerin  fagozomlarinda bulunan bir enzim olan
miyeloperoksidaz tarafindan hipoklor6z asite (HOCI) doniistiiriildiigii swrada gecis
metallerinin oksidasyonu yoluyla OH" olusmasina neden oldugundan ROS molekiillerinin
tretilmesinde ©nemli bir araci rol ustlenir.  Hidrojen peroksidin bir diger 6nemli
fonksiyonu da biyolojik membranlara niifus edebilmesi ve hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak

gorev yapmasidir (Boots vd, 2008).

1.2.4.4. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali, yarilanma émriiniin 10 saniye olmasmndan dolay: en aktif ve en
toksik oksijen radikali olup bir¢cok biyomolekiil ile giiclii reaksiyona girerek biyolojik
sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar verebilir (Valko vd, 2007). Hidroksil radikali,
iyonlastirict radyasyonun etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmast sonucunda

olusabildigi gibi hidrojen peroksitin Fe*? ve Cu* veya diger gecis elementleri (Zn, Mn, Cr,



Co, Ni, Mo) varliginda indirgenmesiyle de olusur. Bu reaksiyona fenton reaksiyonu denir.
Gegis metalleri boylelikle OH™ olusmasinda onemli bir rol oynarlar (Kiling ve Kiling,

2002).

Fe+3+ Oz._—> Fe+2 +0,
Fe'?+ H,0, — Fe™* + OH™+ OH

Hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur.
Haber-Weiss adi verilen bu reaksiyon bakir ve demir iyonlar1 tarafindan katalizlenir

(Akkus, 1995.)
H,0, + Oz._+ H*— OH + H,0 + O,

Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton

kopararak yeni radikallerin olusumuna neden olur.

R-SH + OH” — RS + H»
—CHp— + OH" — —CH™ + H,0

1.2.4.5. Perhidroksil radikali

Perhidroksil radikali (HO;"), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur.
Perhidroksil radikali, siiperoksit radikalinden daha az polardir. Biyolojik membranlardan
kolaylikla gegerek yag asitlerine dogrudan etki edebilir ve lipit peroksitlerini meydana
getirir (Aikens ve Dix, 1991).

0, +H' — HO,



1.2.5. Serbest Radikallerin Zararh EtKileri

Serbest radikaller miktarlarina bagli olarak hem olumlu hem olumsuz yonde
yasamsal Oneme sahiptirler. Enerji iiretimi, elektron transferi gibi bir¢cok metabolik
faaliyetin temelini olustururlar. Yiiksek miktarlarda olduklarinda ise lipitler, proteinler,
karbohidratlar, zarlar ve niikleik asitler tizerinde zararl etkilerinin olduklar1 bilinmektedir
(Stefanis vd, 1997).

Oldukca reaktif molekiiller olan serbest radikaller nétralize edilmediklerinde,
yaslanma, kanser, diyabet, norodejeneratif bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

iskemi gibi ciddi hasarlara yol agan hastaliklara neden olmaktadir (Lobo vd, 2010).

Hiicre i¢i organellerin zarlarinda yer alan lipitler, serbest radikal hasarina karsi
oldukca hassastir. Serbest radikaller, lipitler ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna
neden olurlar (Comporti, 1993). Lipit peroksidasyonu ile ¢ok miktarda toksik yan {iriin
aciga cikar ve bu yan triinler ikinci haberciler gibi hareket ederek iiretildigi yerden uzak
bir alanda etkilerini gosterir. Lipit peroksidasyonuyla meydana gelen hasar, hiicre
fonksiyonlar1 i¢in son derece zararhidir; hiicre zar yapisi, gecirgenligi ve fonksiyonu

bozularak zarlarda bulunan enzimler inaktif hale gelebilirler (Gutteridge, 1995).

Serbest radikallerin proteinler iizerindeki etkileri amino asit igerikleri ve
yerlesimine, hasarli proteinin onarilabilirligine baghdir. Doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiiller serbest radikaller ile daha yiliksek reaktiviteye sahip oldugu i¢in triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitler igeren proteinler serbest
radikallerle daha kolay etkilesirler. (Meram ve Aktaran, 2002). Serbest radikaller, yapisal
proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini engelleyerek bir¢ok proteinin zarar
gormesine yol acabilirler. ROT ve RNT’lerin neden oldugu protein oksidasyonu
sonucunda, protein hidroperoksitler gibi kararli ve oldukg¢a reaktif {irinler olusur. Bu
iirlinler ile gecis metal iyonlarinin etkilesimiyle radikaller meydana getirebilirler (Akkus,

1995).

ROT ve RNT, hiicrelerin genetik kodunu barindiran, hiicrenin biiylimesini
saglayan niikleik asitler (DNA) ile de etkilesime girerler. DNA bazlarinin hidroksil gibi
serbest radikallerle reaksiyona girmesi sonucu baz modifikasyonlar1 meydana gelebilir

(Hawkins ve Davies, 1998). DNA’da meydana gelen hasarlar tamir mekanizmalariyla



onarilabilirler ancak bu mekanizmadaki yetersizlik sonucu hiicrelerde fonksiyon kaybi,

yaslanma, mutasyon ve hiicre oliimleri ortaya ¢ikabilir.

Serbest radikallerin karbohidratlarla da Onemli etkilesimleri s6z konusudur.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit ve okzoaldehitler gibi karbon
merkezli radikaller meydana gelir (Akkus, 1995). Meydana gelen bu radikaller, diyabet,
koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, cesitli deri ve g6z hastaliklarana yol agarlar.
Okzoaldehitlerin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilmeleri ve aralarinda capraz bag
olusturabilmeleri onlara antimitotik 6zellik kazandirir. Dolayisiyla kanser ve yaslanma gibi

olaylarda rol istlenirler (Y1lmaz ve Ozan, 2003).

1.2.5.1. Lipit peroksidasyonu

Zar fosfolipitlerindeki coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina lipit
peroksidasyonu adi verilir ve reaksiyon sonucunda MDA, L-hidroksinonenal, lipit
hidroperoksitleri gibi olduk¢a zararl ve toksik etkiye sahip yan iiriinler olusur (Halifeoglu
vd, 2000). Lipit peroksidasyonu zar lipit yapisi, fonksiyonu ve gegirgenligini bozarak
hiicrelere zarar verir.Lipit peroksidasyonu, kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu

seklinde ilerlediginden zar yapisinda meydana gelen hasar geri doniisiimsiizdiir (Murray

vd, 1996).

Lipit peroksidasyonu ; baglama, yayilma ve sonlanma olmak {izere ii¢ ana basamakta
gergeklesir (Canorug vd, 2001). Serbest radikallerin zardaki ¢oklu doymamis yag asidi
zincirinin a-metilen gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ile baslar. Uzaklasan
hidrojen atomundan dolay1 yag asidi zincirinin karbon atomu iizerinde ortaklanmamis bir
elektron kalir ve zincir bir lipit radikali halini alir. Olusan bu kararsiz lipit radikali stabil
hale gelebilmek icin c¢ift bag pozisyonlarinda degisiklik yaparak konjuge dien yapisina
doniisiir. Ardindan molekiiler oksijen ile lipit radikalinin etkilesimi sonucu lipit peroksil
radikali meydana gelir. Boylece lipit peroksidasyonunun ilk agamasi olan baslama sathasi
olusur. Yayilma basamaginda lipit peroksil radikali, zar yapisinda yer alan diger ¢oklu
doymamis yag asidi zincirleri ile etkileserek yeni lipit radikallerinin olusumuna neden olur
ve kendi de meydana gelen hidrojen atomlarmi alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiir. Bu

olay zincirleme reaksiyonlar seklinde devam ederek sonugta kararsiz hidroperoksil
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radikallerinden MDA, L-hidroksinonenol gibi sitotoksik iiriinler ile etan ve pentan gibi
hidrokarbon gazlar1 agiga ¢ikar. Ortamdaki molekiiler oksijen ve antioksidan miktarina
bagli olarak lipit peroksidasyonu sonlanabilirken, singlet oksijen, hidrojen peroksit, bakir,

demir gibi ge¢is metal iyonlar1 varligindaysa hizlanabilir (Esterbauer vd, 1993).

» Baslama
RH +0,” — R+ HOO RH : Coklu doymamis yag asidi
RH - R+H’ R": Serbest radikal
> Yayilma ROO": Peroksil radikali
R+ O, — ROO’ ROOH : Hidroperoksit
ROO"+ RH — ROOH + R’ HOO™ : Hidroperoksil radikali
» Sonlanma
R+R"—R-R

ROO + R"™— ROOR

Lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen son iiriinlerden biri olan MDA kan
plazmasinda kolaylikla teshis edilebilmekte ve oksidatif stres Olglimlerinde
kullanilmaktadir. MDA yliksek reaktiviteye sahip olup bir¢ok biyomolekiile etki ederek
kalict hasarlara yol agtigi gibi zar akigkanligmmin azalmasma, zar fonksiyonlarinin
yavaslamasina, zar reseptdr ve enzimlerinin inaktive olmasma ve Ca*? iyonlarmin zardan
gecislerinin artmasma neden olur (Uchida, 2000). Dokularda artan MDA seviyesinin
koroner arter hastalii, akciger kanseri ve diger akciger hastaliklari, DNA’ya baglanarak

mutasyonlar ve enflamasyona yol agtig1 bilinmektedir (Uzun vd, 2000).

1.2.5.2.Protein oksidasyonu

Proteinlerin ROT ya da oksidatif stresin sekonder iriinleri ile reaksiyonu sonucu
meydana gelen kovalent modifikasyon protein oksidasyonu olarak adlandirilir. (Giilbahar

2007). Serbest radikallerin oksidan etkisiyle olusan oksidatif protein modifikasyonu

11



sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla miktarda birikmesi, enzim aktivitesinde azalma, yeni
reaktif tiirlerin olusumu (peroksit), hiicre sinyal yollarinda modifikasyon, proteinlerde
fonksiyon kaybi ile hiicre ve doku hasarna bagli olarak katarakt, kronik bobrek yetmezligi,
romatoid artrit, sepsis, Parkinson, Alzheimer gibi bir¢ok patolojik durum ortaya ¢ikar
(Dalle-Donne vd, 2003, Hawkins ve Davies 2001). Protein oksidasyonu ; protein karbonil
olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol gruplarinin
(P-SH) kaybi, nitrotirozin (NT) olusumu ve ileri oksidasyon protein {irlinlerinin olusumu

olmak tizere 4 temel mekanizma ile gerceklesir (Dean vd,1997).

ROT amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz
baglarinin meydana gelmesine ve protein fragmentasyonuna sebep olur. Histidin, prolin,
arjinin, ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda ya da peptid omurgasinda olusan
hasar sonucunda protein karbonil {irtinleri ortaya ¢ikar. Protein oksidasyonunun en yaygin
olarak olgililen {iirtinii protein karbonilleridir. Protein karbonil diizeylerinin belirlenmesi,

oksidatif protein hasarin1 6lgmede hassas bir yontemdir (Evans vd, 1999).

1.2.6. Serbest Radikallerin Yararh Etkileri

Diisiik yogunluklarda olduklar1 siirece ROS ve RNS’nin yararh etkilerinden s6z
edilebilir. Normal fizyolojik bir fonksiyon olarak birgok hiicrede 02:, H,0O, ve NO iretimi
olur. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin yararh etkileri arasinda fagositoz
yoluyla enfeksiyonlara karsi savunma, yabanci maddelerin sitokrom p450 tarafindan
viicuttan uzaklastirilmasi, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser
hiicrelerinin yok edilmesi, mitokondride enerji iiretimi ve hiicre biliylimesi sayilabilir.
Ayrica diisiik yogunluklarda bulunduklarinda ROS ve RNS’nin c¢ekirdekte hiicresel
transkripsiyon faktorlerinin Uyarilmasi, intraselliiler depolardan kalsiyum saliimi, tirozin
fosfatlanmasinin  uyarilmasi, baz1 sitokinler ve Dbiiyiime faktorii sinyallerinin
aktiflestirilmesi gibi hiicresel sinyaller tlizerine onemli rolleri bulunur. Bunlarm disinda
ROS prostaglandin ve tiroksin gibi molekiillerin biyosentezinde uyarict olarak rol alir
(Karabulut ve Giilay, 2016).

Endotel hiicreleri tarafindan kullanilan NO 16kosit adezyonu, damar diiz kaslarmin

kan basincint diizenlemesi, anjiogenesis, tromboziste gerekli oldugu i¢in Onemlidir.
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Bunlarin disinda, noronlar tarafindan iretilen NO Onemli bir transmitter maddedir.
Makrofajlar tarafindan tiretilen NO ise immun yanit olusturmakta 6nemli bir arabulucudur.
Hiicredeki rollerinden ve yararlarindan bahsedilen serbest radikallerin miktar1 arttikca

zararl etkileri ortaya ¢ikabilir (Fang vd, 2002).

1.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerin olusumunu engelleyerek ya
da ortamdaki serbest radikallerle reaksiyona girerek etkisiz hale getiren ve yapisinda
genellikle fenolikler bulunduran molekiillerdir (Seven ve Candan, 1996). Viicutta adeta
kalkan gorevi goren antioksidanlarin Ozelligi, kendi elektronlarini vererek serbest
radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir. Serbest
radikaller ile antioksidanlar arasinda bir denge s6z konusudur ve bu dengenin radikaller
lehine bozularak reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin artmasi durumuna oksidatif stres ad1
verilir (Akkus, 1995). Oksidatif stres hiicre hasar1 hatta hiicre 6liimlerine neden olurken

kanser gibi bir¢ok hastaligin da tetikleyicisidir.
Antioksidanlar etki mekanizmalarina gore 4 grupta incelenirler.

» Giderici, toplayici, siipliriicli (Scavenging) etki gosterenler; mevcut radikaller
ile etkileserek onlar1 daha az zararli hale getirirler ve yeni radikallerin
olusumunu Onlerler. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimler etkilerini bu sekilde gdsterirler.

» Bastiric1 (Quencher) etki gosterenler; oksidanlara bir hidrojen aktararak
oksidan Ozelliklerini azaltir ya da inaktif hale getirirler. C ve E vitaminleri,
iirik asit, B-karoten ve flavanoitler bu sekilde etki gosterirler.

» Zincir kirict (Chain break) etki gosterenler; zincirleme devam eden
reaksiyonlar1 belirli asamalarda kirarak oksidatif giicii ortadan kaldirirlar.
Hemoglobin, albiimin, seruloplazmin ve mineraller antioksidan etkilerini bu

sekilde gosterirler.
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» Onarict (Repair) etki gosterenler; serbest radikallerden kaynaklanan hasarin
onarimini saglarlar. DNA onarim enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz

antioksidan etkilerini bu sekilde gosterirler.

Antioksidanlarin, kaynaklarma gore endojen ve ekzojen antioksidanlar seklinde

smiflandirilmalar1 Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlarin siniflandirilmasi

Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar Endojen Kaynakh Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Enzimatik antioksidanlar
» Vitamin C » Stiperoksit dismutaz (SOD)
» Vitamin A » Glutatyon peroksidaz (GSH-PXx)
» Vitamin E » Glutatyon S-transferaz (GST)
» Karotenoidler » Katalaz (Cat)
» Polifenolik bilesikler » Mitakondriyal ~ sitokrom  oksidaz
sistemi
Sentetik antioksidanlar » Hidroperoksidaz
» Biitile hidroksitoluen (BHT) Enzimatik olmayan antioksidanlar
» Biitile hidroksianizol (BHA) » Lipit fazda bulunanlar
» Gallik asit tiirevleri a-tokoferol, B-karoten
» Sodyum benzoat »Sivi fazda bulunanlar (kan plazmasi
» Propil galat ya da hiicre sitozoliinde)

Melatonin, seruloplazmin, transferin,
ferritin, bilirubin, glutatyon, iirat,

albiimin, metionin, hemoglobin
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1.3.1. Endojen kaynakh antioksidanlar
1.3.1.1. Endojen kaynakh enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene katalizleyen
antioksidan enzim, Siiperoksit Dismutaz (SOD)’dir. Reaktif oksijen tiirevlerine karsi
savunmada; metabolik substrat olarak siiperoksit radikallerini kullanarak onu daha az

zararh bir bilesik olan hidrojen perokside doniistiirmekle gorevlidir (Sen vd, 2010).
20, + 2H (SOD) H,O,+ O,

Katalaz (CAT), her biri bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii iceren, 60 kdal
molekiil agirhgina sahip dort protein alt biriminden olusan bir enzimdir. Hidrojen
peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii katalizler. Katalaz, karaciger basta olmak iizere
viicuttaki ¢esitli doku ve organlarda bol miktarda, insan eritrositlerinde yiiksek
konsantrasyonda sitozolde ¢oziinmiis sekilde bulunur (Hugo, 1983). Peroksizomlar gibi

hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda yer alir.
2H202 _— ZHZO + OZ

Katalaz lipit peroksitlerine etki edemediginden, lipit peroksidasyonu basladiginda
lipit hidroperoksitler olustuktan sonra katalazin antioksidan aktivite etkisinden s6z

edilememektedir.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif hasara
kars1 hiicreleri koruyan sitozolik bir enzimdir. Her biri bir selenyum atomu igeren dort
protein alt biriminden meydana gelmistir (Sen ve Chakraborty, 2011). GSH-Px ozellikle
eritrositlerdeki membran hasarinda fosfolipitlerin korunmasinda gorevli en giiclii
antioksidandir.  GSH-Px  hidrojen  peroksidin suya indirgenmesini  saglarken
hidroperoksitlerin de daha etkisiz bilesiklere doniisiimiinii katalizler. Elektron kaynagi

olarak glutatyonu kullanir.
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Hidrojen peroksit, lipit hidroperoksitleri, DNA hidroperoksitleri enzimin

substratidir.

H-P
H,0, + 26SH S PX 556 + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + H,0

GSH-Px l6kositler i¢in de dnemlidir. Fagositik hiicrelerde oksidatif yikim sonucu

aciga ¢ikan hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda gorevlidir (Costello ve Webber,
1990).

Molekiil agirligi 104 kdal olup iki alt birimden olusan Glutatyon Rediiktaz (GR),
okside glutatyonun indirgenme reaksiyonunu Kkatalizleyen enzimdir. Her alt birim
merkezinde prostetik grup olarak bir FAD yer alir ve enzimin koenzimi NADP’dir. GR

sitozolde ve mitokondrilerde yer alir.

GSSG + 2NADPH +2H" > 2GSH +NADP*

GSH hemen tiim hiicrelerde en ¢ok bulunan protein dist tiyol olup hiicre
metabolizmasinda, bazi bilesiklerin tasmmasinda, hiicre korunmasinda gorevlidir.
Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre iginde hidroperoksitlerin

uzaklastirilmasinda gérev alir (Efe, 1996).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz, Solunum zincirinin son basamagmnda rol

oynayarak siiperoksit radikalinin indirgenmesinden sorumlu bir antioksidan enzimdir

(Miser, 2011).

1.3.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH), tiim oOkaryotik hiicrelerde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidanlara karsi koruyan, glutamik asit-sistein-glisinden olusmus bir
tripeptitdir. Hiicrelerdeki GSH’mn yaklasik ticte biri distilfid seklinde ve tiyol grubu
bulunduran sistein, koenzim A gibi bilesiklerle birlikte bulunur. Sekil 2’de glutatyonun
yapist gosterilmistir.  GSH, gen ekspresyonunda, DNA sentezinde, hasarli DNA

parcalarmm onarilmasinda, sinyalizasyonun diizenlenmesinde, zehirli maddelerin
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detoksifikasyonunda ve serbest radikalleri indirgeyerek hiicrelerin oksidatif hasar1 karsi

korunmasinda gorevlidir (Goziikara, 1997).

0
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0

Glisin (Gly) 4
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\/\O/

0
I
N

Glutamat (Glu) 9 .
H—C—NHg;

C
ol X0

Sekil 2. Glute;tyonun yapisi

Melatonin, hidroksil radikalini temizleyerek protein, lipit ve niikleik asitlerin
oksidasyonunu onleyen giiclii bir antioksidandir. Bazi1 antioksidanlarda oldugu gibi her
hangi bir prooksidan etkiye sahip degildir. Hiicre ¢ekirdegine girerek DNA’y1 oksidatif
hasardan koruyor olmas1 melatonine {istiin bir 6zellik kazandirir. Yaslanmaya baglh olarak
melatonin miktarinda meydana gelen azalma yaslanma siirecindeki hastaliklarda
melatoninin etkisi oldugunu gosterir (Hevia vd., 2014). Melatoninin yapist Sekil 3’te

gosterilmistir.

H
N CH
H,CO 3
3 N j]/
O
N
H

Sekil 3. Melatoninin kimyasal yapist

Seruloplazmin, kandaki Cu’t geri donistimlii bir sekilde baglayarak taginmasini
saglayan seruloplazmin, hemen tiim dokularda bulunur. Ferro demiri(Fe*?) feri demire

(Fe*®) yiikseltger ve hidroksil radikali olusumunu énlemis olur (Chauhan vd, 2004).
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Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil radikallerini temizleyen bilirubin, yasl
eritrositlerin hemolizi ile hem proteinlerinin yikimi sonucu meydana gelir (Burtis ve

Ashwood, 2005).

Albiimin, plazmadaki en etkili antioksidanlardan oldugu diisiiniilen albiimin, lipit
oksidasyon olusumunu ve hipoklordz asitin (HOCI) oksidatif etkisini dnlemekte gorevlidir

(Roche vd, 2008).

Urik asit, insanda piirin metaboklizmasinda iirat oksidaz enzimi bulunmadig1 icin
son {irlin olarak olusan iirik asit birikir. Hidroksil, singlet oksijen, siiperoksit, peroksinitrit
anyonu ve peroksinitrik asitin temizleyicisidir. Sahip oldugu gii¢lii antiradikal etkisinin
yani sira Fe ve Cu gibi ge¢is metallerinin selatlanmasinda rol oynadigi bilinmektedir

(Kumar vd, 2015). Sekil 4°te iirik asidin yapis1 gosterilmistir.

ZT

NH

N
H

Sekil 4. Urik asidin kimyasal yapis1
1.3.2. Ekzojen kaynakh antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; A, C, E vitaminleri, ilaglar, gida antioksidanlar1 ve bitkisel

antioksidanlardir.

[lag olarak kullanilan eksojen antioksidanlardan; ksantin oksidaz inhibitorleri; piirin
metabolizmasinda gorev alan ve hipoksantinin ksantin ve tirik aside oksidasyonu sirasinda
stiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikallerinin meydana gelmesine yol agan enzim olan

ksantin oksidazin etkisini azaltirlar. NADPH oksidaz inhibitorleri; nétrofillerin plazma
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zarinda yer alan, oksijeni siiperoksit anyonuna dontiistiiren NADPH oksidaz enzimine etki

ederek serbest radikal olusumunu 6nlerler (Akkus, 1995).

Gidalardaki sentetik antioksidanlar; biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), sodyum benzoat, etoksikuin ve propilgallattir. Propigallat (PG)
gallik asit esteri olup hidroksil radikallerinin viicuttan uzaklastirilmasinda, demir ve bakir
katalizorlerini uzaklastirarak oksidatif etkinin azaltilmasinda goérevli bir antioksidandir

(Shahidi ve Naczk, 1995).

Yagda ¢oziinen vitaminlerden, A vitamini (f-karoten) hidroksil, peroksil ve
alkoksil radikalleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu

onleyebilir. Sekil 5’te A vitamininin kimyasal yapis1 verilmistir.

H3C CHs H3C H3C

\\'\\OH

CH3

Sekil 5. A vitamininin kimyasal yapis1

Suda ¢6ziinen vitaminlerden olan C vitamini hiicrede ekstraseliiler ortamda bulunur
ve Oonemli bir antioksidan ajandir. Organizmada bir¢cok hidroksilasyon reaksiyonlarinda
indirgeyici olarak rol alir (Horton ve Fairhurst, 1987). Sekil 6’da C vitamininin kimyasal

yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 6. C vitamininin kimyasal yapis1

E vitamini yagda ¢6ziinebilen ve bilinen sekiz izomeri olan zincir kiric1 6zellige
sahip onemli bir antioksidandir. Sekil 7°’de E vitamininin kimyasal yapist gosterilmistir.
[zomerleri arasinda biyolojik aktivitesi ve antioksidan o6zelligi en giiclii olan a-
tokoferol’diir. Hiicre zarlarinda yer alan E vitamini lipit peroksidasyonunu engelleyerek
coklu doymamis vyag asitlerinin serbest radikallerden korunmasinda gorevlidir.
Radikallerin yok edilmesi, zincir kirilmasi, baskilama, bozulan yapilarin tamir edilmesi
gibi antioksidan etki mekanizmalarmin bir arada goriilmesi E vitaminine gii¢lii antioksidan

ozelligi kazandirir (Diindar ve Aslan, 1999).

Rs

Sekil 7. E vitamininin kimyasal yapis1

1.3.2.1. Bitkisel antioksidanlar

Bitkiler (yaglh tohumlar, sebzeler, meyveler, tahillar, baharatlar, cay), insanlik

tarthinde gerek temel gida olarak, gerek gidalarda tat ve aroma arttiric1 olarak, gerekse

20



tedavi edici roliiyle hep var olmustur. Antioksidan maddelerin &zellikleri bilinmeye
basladiktan sonra dogal antioksidan kaynagi olan bitkilerle ilgili yapilan arastirmalar da
artmaya baglamistir. Tedavi edici olarak bitkilerin kullanilmasi son yillarda yaygimnlagmis

olup bitkiler bu yoniiyle bir¢ok arastirmanin konusu olmaya devam etmektedir.

Bitkilerin antioksidan aktivitelerinin kaynaginin igerdikleri flavonoidler, fenolik
asitler ve karotenoidler oldugu yapilan c¢alismalarla ortaya koyulmustur (Liu, 2004).
Bitkiler tarafindan karbohidrat, protein, lipit senzetinden sonra sekonder metabolizma
iiriinleri olarak sentezlenen bu maddeler serbest radikallere karsi koruyucu ajan olmalarinin
yant sira insektisit ve herbisit olarak gorev yaparlar ve fitokimyasallar olarak

adlandirilirlar.

Fenolik bilesikler ya da diger adiyla polifenoller, aromatik benzen halkasina bagl
hidroksil grubu (-OH) igeren bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, serbest oksijen ve azot
tirlerinin ~ hiicrelerden  uzaklastirilmast  gorevini  Ustlenerek  hiicreleri  lipit
peroksidasyonundan ve diger radikal hasarlarindan korurlar. Bilinen en basit fenolik
bilesik bir hidroksil grubu igceren benzen yani fenoldiir ve diger fenolik maddeler fenolden
tireyerek meydana gelirler. Fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki

temel grupta incelenirler.

Fenolik asitler, antioksidan 6zellige sahip olup genellikle bitkinin degisik renk ve
koku igeren ta¢ kisminda yer alirlar. Bilinen fenolik asitlerden baslicalari; gallik asit,
protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ile

ferulik asit, kumarik asit, kafeik asit gibi hidroksi sinnamik asitlerdir.

Flavonoidler insanlar tarafindan sentezlenemeyen, meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunan bitki kimyasallaridir. C6-C3-C6 yapisinda olan flavonoidler, sahip
olduklar1 OH grubu sayis1 ve dagilis1 yoniinden farklilik gosterirler. Sekil 8’de; A halkasi
ti¢ karbonlu bir bilesik olan sinnamik asitten, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid
metabolik yolu aracihigiyla glukozdan sentezlenir. Fenil halkalar1 zincire farkli
pozisyonlarda baglandiginda, flavanonlar, flavonlar, flavonoller, antosiyanidinler,

flavanlar, izoflavonoidler meydana gelir.
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Sekil 8. Flavonoidlerin temel yapisi

Flavanonlar narinciye meyvelerde, izoflavonoidler baklagillerde, flavonlar
baharatlarda, antosiyanin ve Kkatesinler meyvelerde, flavonoller ise tim meyve ve
sebzelerde bulunur. Bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler Sekil 9’da

verilmistir.
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Sekil 9. Bitkilerde yaygm olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilari.
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Flavonlar, bugday, arpa, misir gibi tahillarda ve nane gibi baharatlarda bulunur.
Kuersetin, luteolin ve galangin birbirinden farkli yapilara sahip, kuvvetli antioksidan
olarak bilinen flavonollerdir. Izoflavonoidler, molekiil dizilislerindeki degisiklikle
flavonoidlerden ayrilir. Antosiyaninler, kiraz ve erik gibi yumusak, kabuksuz meyvelerde,
mor lahana, patlican ve turp meyvelerde kirmizi ve mavi rengin kaynagmi olusturur.
Antosiyaninlerin oldukga giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢alismalardan
bilinmektedir (Horton ve Fairhurst, 1987). Flavanlar, karmasik yapili, renksiz
flavonoidlerdir. Cayda bol miktarda bulunan Kkatesinler ile leukoantosiyaninler,

proantosiyaninler ve taninler bilinen flavanlara 6rnektir.

Son yillarda saglik problemlerinin ¢oziimiinde bitkisel kaynaklara ilginin artmasiyla
birlikte flavonoidlerle ilgili yapilan ¢alismalar da artmustir. Flavonoidlerin yapilari ile
antioksidan aktiviteleri arasinda siki bir iliski oldugu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda, flavonoidlerin yalnizca antioksidan aktiviteye degil, bunun yaninda birgok
biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere de sahip olduklar1 6grenilmistir (Guliyev ve
Harmandar, 2000). Kumarinler, kan pihtilasmasmnin Onlenmesinde, diiz kaslarin
kasilmasinda, agr1 kesici, yatistirici ve idrar soktiiriicii etkileriyle bilinirler. Kuersetin ve
rutin, lipoprotein oksidasyonunu baskilayarak, hiicreyi meydana gelecek hasara karsi
korur. Flavonoidlerin oksidatif DNA hasarmi serbest radikalle etkileserek onlar1 tutmasi
disinda mekanizmalarla engelledigi son yillarda yapilan c¢alismalarda goriilmektedir

(Meydani vd, 1990).

1.4. Sakarca (Ornithogalum umbellatum) Bitkisinin Ozellikleri

Ulkemizde ¢okiilce, ¢igdem, adi tiikiiriik otu gibi isimlerle de bilinen, Liliaceae
familyasinin bir {iyesi olan Sakarca bitkisinin ii¢li endemik olmak iizere 25 tiirii
bulunmaktadir. 20-30 cm boylarinda, soganl, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Ormanlar,
kayalik tepeler, yol kenarlari, iizim baglari, findik bahgeleri ve mezarliklar gibi pek ¢ok
farkli habitatta dogal olarak yetigir (URL-4). Kis ve bahar aylarinda nem ihtiyaci fazla olan
Sakarca, yaz kurakliklarma da tolerans gosterebilen ve ¢abuk yayilan bir bitkidir. Sabah
giinesi alan, serin alanlarda daha ¢ok yetisir. Ciceklenmesi Mart-Haziran aylarinda olur.

Yapraklari seritsi, ¢igek ekseninden daha uzun ve tiiysiizdiir.
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Sakarca bitkisinin insanlar tarafindan gida olarak tiiketildigi ve tedavi yontemi olarak
kullanildigina dair ilk yazili kayitlar incilde yer almaktadir. Ekmek yapmak amaciyla tahil
ile karigtirilarak tiiketildigi ve zehirli maddelerin etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla
ciceklerinin kaynatildigindan s6z edilmektedir. Sogan yumrulari, Dioskorides doneminden

beri ¢iban agici1 ve kusturucu olarak kullanilmaktadir.

Sakarca bitkisi

Sakarca bitkisi Ordu-Giresun yoresinde, halk arasinda yaygm olarak tiiketilen yabani
bitkilerin baginda gelmektedir. Findik bahgelerinde yaygin olarak yetisen bitkinin soganlar1

ile toprak tistli kisimlari pisirilerek sofralardaki yerini almaktadir (Y1ilmaz vd, 2004).

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Organizmadaki oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi sonucu olusan oksidatif
stresin bir¢ok hastalikligin kaynagi oldugu bilinmektedir. Hastaliklarin tedavisinde ya da
ortaya ¢ikmast muhtemel hastaliklarin Onlenmesinde antioksidan 6zelligi bilinen

bilesiklerden yararlanilmaktadir. Bu nedenle, antioksidan tayin yontemleri gelistirilmistir.

» Toplam Fenolik Madde Tayini
» 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme aktivitesi yontemi
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Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakir (II) indirgenme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (CUPRAC)
Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP)
Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC)

Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)
Karotenoid (Krosin) agartma yontemi

Toplam Oksiradikal Sondiirme Kapasite (TOSC) Y ontemi.

YV V.V V V V V V VY

Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC)

1.5.1. Toplam fenolik madde tayini

Bu yontem fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden, molibdenyuma
elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Folin reaktifi ile alkali ortamda mavi renkli
kompleks olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Standart bilesik
olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esiti (mg/L) olarak verilir. FC
yontemi toplam indirgeyici kapasitenin Olglilmesinde kullanilmaktadir (Slinkard ve

Singleton, 1977).

1.5.2. Bakar (II) indirgenme antioksidan kapasitesi yontemi (CUPRAC)

Yontemin esasi, numunede bulunan antioksidanlar tarafindan Cu(II)’nin Cu (I)’e
indirgenmesine dayanmaktadir. Sekil 10’da gosterilmistir. Kromojenik ayirag olan
bathocuproin (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin), Cu (I) ile kompleks olusturur. Bu
kompleks 490 nm’de maksimum absorbansa sahiptir. CUPRAC reaktifi, ABTS, DPPH
gibi kromojenik radikal reaktiflerden daha kararlidir ve daha kolay temin edilebilir. Renkli
selat veren redoks reaksiyonu giines 15181, nem ve pH gibi parametrelerden
etkilenmemektedir. Askorbik asit, lirik asit, gallik asit ve kuersetin icin CUPRAC yontemi
birka¢ dakikada tamamlanirken, daha kompleks yapili molekiiller i¢in 30-60 dakika
gerekmektedir (Apak vd, 2004).

26



- ) =, L
Y & [
‘I‘-L_—_:'J:L_ P ~— l = N "‘“f"*-'a:Tf i

. -~ . d
= | . A l |
_j_,\ T‘L | A antioksidan A J;I.\L P x\ﬂ
l Suy | T | A rl}-_/
SN A s oksidan AN
oy
h1 o j’:;_.\,‘__'__,.lL,

A,
- N

™Y

Sekil 10. Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesi

1.5.3. Demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP)

Diisik pH’da Fe**iin Fe'*ye indirgenmesi renkli ferrik tripridiltriazin [Fe (111)
(TPTZ),Cl; (TPTZ= 2,4,6-tripyridyl-s-triazine)] kompleksinin olusmasina neden olur.
Fe**iin Fe+2’ye indirgenmesi Sekil 11°de gosterilmistir. Asidik ortamda, antioksidanlarin
varliginda ferrik tripridiltriazin kompleksi Fe*?’ye indirgenir ve olusan renkli ¢ozelti 595
nm dalga boyunda absorbans artisina neden olur. Sonuglar troloks esiti olarak ifade edilir

(Albayrak vd, 2010).

Sekil 11. Fe**iin Fe"?’ye indirgenmesi
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1.5.4. DPPH radikali temizleme aktivitesi yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik
nitrojen radikalidir. Antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi
reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Antioksidan aktivite
baslangigtaki DPPH konsantrasyonunun % 50’sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan
miktarini ifade eden I1Cso degeri ile verilir. Bu yontemde, antioksidan molekiiliin yapisi ve
boyutu test sonucunu etkilemektedir (Cuendet vd,1997). Olgiimlerde 15181n etkisi goz ard1
edilmemelidir. Sekil 12°de DPPH molekiiliiniin molekiil yapis1 gosterilmistir.

N—N@NOQ

Sekil 12. DPPH radikalinin molekiil yapisi.

1.6. Eritrosit ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri hiicrelerin neredeyse tamaminda belirli miktarlarda
uretilir. Serbest radikaller, zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ve kolestrol ile ¢ok
kolay tepkimeye girebildiklerinden, lipitler bu radikaller tarafindan hiicresel hasarin
Olugsmasinda ana hedef molekiill durumundadir. ROS’lar hiicre zarlarinda lipit
peroksidasyonuna yol agarak, proteinlerinin par¢alanmasina, zar yapisi, gecirgenligi gibi

islevsel 6zelliklerinin degismesine neden olmaktadir.

Eritrositlerde fazla miktarlarda ¢oklu doymamis yag asitleri, molekiiler oksijen ve
ferroz demir bulunur (Clemens ve Waller, 1987). Eritrositler oksidadif strese
ugradiklarnda, membran gegirgenliklerinin bozuldugu ve hemolize ugradiklar:

gozlenmistir bozulmus (Van Der Zee vd, 1985).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar

Caligmalar Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Arastirma Laboratuvari’nda yapildi. Kullanilan cihazlar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar

Cihaz Markasi

Etiiv Memmert

Ogiitiicii Straume

Derin dondurucu Vestel FT-290
Calkalayic1 inkiibator Biosan TS-100
Evoparator Heidolph Laborota 4000
Ultrasonik temizleyici Elma ELPO70H

Hassas Terazi Precisa XB 220 A

. Thermo Scientific Multiskan
Elisa okuyucu

Vorteks Velp scientica

Santrifiij Thermo Scientific Heraeus Multifuge 3SR+
Calkalayic1 su banyosu Niive st 402

Isiticili manyetik karistiric Are Velp Scientifica

pH metre Thermo Scientific Orion 3 star

Mikroplaka yikayicisi BioTek EIX50

Buzdolabi1 Beko BK 7121 T

2.2.Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Calismalarda kullanillan kimyasal maddeler ve markalar1 Tablo 5°te, kullanilan

cozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 6’da verilmistir.

29



Tablo 5. Kullanilan kimyasallar maddeler

Kimyasal Adi Marka

Asetik asit Merck

DPPH Sigma-Aldrich
Etanol Merck

Etil Asetat Merck
Folin-Ciocalteu Reaktifi Sigma-Aldrich
HCI Merck
Quercetin Sigma-Aldrich
Metanol Merck
Na,COs3 Merck

NaoH Merck
Trikloro asetik asit(TCA) Merck

H.0, Merck

DMSO Merck

BSA Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue-G250 Thermo-Fisher Scientific
Gallik asit Sigma-Aldrich
Troloks Sigma-Aldrich
BHT Sigma-Aldrich
DTNB Alfa aesar
Guanidin HCI Sigma-Aldrich
DNPH Sigma-Aldrich
NaCl Merck
K2HPO, Merck
KH,PO4 Merck

TBA Merck

NaN3; Merck
Indirgenmis Glutatyon Sigma-Aldrich
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Tablo 6. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti

Hazirlams1

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in Kullamilan Cozeltiler

0,2 N Folin-Ciocalteu

%7°lik (w/v) Na,COs

Quercetin (1 mg/mL)

Gallik Asit (1 mg /mL)

2N’lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf su ile 10 kat seyreltilerek
hazirlandt..

7 gr Na,CO; alinarak ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son hacim
100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

0.01g kuersetin 10 mL metanolle ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

0.01 g galik asit 10 mL metanolle ¢oziilerek stok ¢6zelti hazirlandi.

Toplam Flavonoid Miktar icin Kullanilan Cozeltiler

%10 Aliminyum Kloriir

1M Potasyum Asetat

Quercetin (1 mg/mL)

100 mL’si i¢in: 18,11g ALCL3.6H,0 tartilip bir miktar saf suda ¢oziilerek
son hacim 100 mL’ye tamamlandi..

9.815g KCH3CO; tartilip bir miktar saf suda ¢oziilerek son hacim 100
mL’ye tamamlandi.

0.01g guercetin 10 mL metanolle ¢oziilerek stok ¢6zelti hazirlandi.

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Icin Kullanilan Cozeltiler

DPPH Reaktifi (100mM)

BHT (1 mg/mL)

100 mL’si i¢in: 3.94 mg DPPH reaktifi tartilp 90 mL metanolle
¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

0. 001g BHT reaktifi tartildi 1mL metanolle ¢6ziilerek stok hazirlandi.

Stok Cozeltisi metanolle seyreltilerek diger (200-100-50-25-12,5-6,25
pg/mL) konsantrasyonlar hazirlandi.

CUPRAC Tayini i¢in Kullanilan Cézeltiler

Troloks (1 mg/mL)

7.5mM Neokuproin
Cozeltisi

10 mM CUCIZZHZO

1 M NH,CH;COO

0.001gr Troloks 1 mL metanolle ¢6ziilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Stok Cozelti metanolle seyreltilerek diger ( 0,5-0,25-0,125-0,0625-0,0312
mg/mL) konsantrasyonlar hazirlandi.

78mg Neokuproin bir miktar metanolle ¢oziilerek 50 mL’ye
metanol ile tamamlanarak hazirlandi.

85.24 mg CuCl,.2H,0 bir miktar saf su ile ¢ozilerek 50 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

3.8gr 1 M NH,;CH;COO" bir miktar saf su ile ¢oziillerek 50 ml’ye
tamamlanarak hazirlandi(pH:7).
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FRAP Tayini i¢in Kullamlan Cozeltiler

HCI (100mM)

TPTZ (10 mM)

FeCl, (20 mM)

Asetat Tamponu

(300mM, pH 3,6)

FRAP Reaktifi

Troloks ( 1 mg/mL)

25ml saf suyun iizerine %37’lik HCI’den 205uL ilave edilerek hazirlandi.

46.8 mg TPTZ 6mL 100 mM’lik HCI iginde ¢oziilerek iizerine 9 mL
metanol ilave edilip hazirland.

48.6 mg FeCl; 6 mL saf su ile ¢ozillerek iizerine 9 mL metanol ilave
edilip hazirlandi.

2.325gr NaCH3COO.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave
edildir.750 mL’ye saf su ile tamamlandi.

300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10:1:1)
oraninda karistirilarak taze hazirlandi.

0.001gr Troloks 1 mL metanolle ¢oziilerek stok ¢dzelti hazirlandi.

Stok Cozelti metanolle seyreltilerek diger (0,5 -0,25-0,125-0,0625-0,0312
mg/mL) konsantrasyonlar hazirlandi.

MDA Miktar Tayini icin Kullanilan Cozeltiler

%28 TCA Cozeltisi
TBA Cozeltisi
%0,9’luk NaCl

PBS Cozeltisi

0,02 M NaNj3 Cozeltisi

600 mM H,0,

28 g trikloroasetik asit bir miktar saf suda ¢oziinerek hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.
0,1 g NaOH ve 0,1 g 2-tiyobarbiitirik asit alinarak son hacim 10 mL’ye
tamamlandi.

9 g NaCl bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra hacmi 1

litreye tamamlandi.

1000 mL %0,9’luk NaCl ¢ozeltisine 1.76 mL 0.5 M KH,PO, ve 6.08 mL
K,;HPO;, ilave edilerek, pH 7.4’e ayarlandi.

0,13 gr NaNj; bir miktar saf suda ¢oziilerek hacmi PBS ile 50 mL’ye
tamamlandi.

0,309 mL H,0, alinarak hacmi saf suyla 5 mL’ye tamamlandi.

Tiyol(-SH) Diizeyinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Coktiiriicti Soliisyon

DTNB

0,3 M Na,HPO,

600 mM H,0,

Indirgenmis Glutatyon
(1 mg/mL)

7,5 gr NaCl, 0,05 gr EDTA, 0,418 gr metafosforik asit tartilarak son
hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlandi.

0,004 gr DTNB tartilarak son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

2.13 gr Na;HPO, tartilarak son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
0,309 mL H,0, alinarak hacmi saf suyla 5 mL’ye tamamlandi.

1 mg indirgenmis glutatyon 1 mL saf suda ¢oziilerek stok

hazirlandi.
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Eritrosit Hiicre Zar Eldesinde Kullanilan Cozeltiler

%0,9°Iuk NaCl
PBS yikama tamponu

Patlatma tamponu
Birinci yikama tamponu
Ikinci yrkama tamponu

0,1 N KOH

9 gr NaCl tartilarak 1 1t saf suda ¢o6ziildii.

0,1325 gr K,HPQ,, 0,03 gr KH,PO, tartilarak 250 mL NaCl’de ¢6ziildii,
pH 7,4’e ayarlandi.

0,17 gr KH,PO,, 0,2175 gr K,HPO, tartilarak 250 mL saf suda ¢oziildi
pH 8’e ayarlandu.

0,17 gr KH,POy, 0,216 gr K,HPO, tartilarak 500 mL saf suda ¢oziildii ve
pH 8’e ayarlandu.

0,084 gr KH,PQ,, 0,108 gr K,HPO, tartilarak 500 mL saf suda ¢oziindii
pH 8’¢ ayarlandi.

0,14 gr KOH tartilarak 25 mL saf suda ¢6ziildii.

Eritrosit Hiicre Zar1 Protein Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

BSA

Bradford ¢ozeltisi

5 mg BSA standart1 tartilarak, 1 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

2,5 mg comassie blue G-250, 1,25 mL %95°lik etanol ve 2,5

mL %85°lik ortofosforik asit karigtirilarak bir miktar saf suda ¢oziildii. Son
hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Protein Karbonil Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

600 mM H,0,
%20 TCA

Etanol:Etil Asetat
2,5 M HCI

10 mM DNPH
20 mM K;HPO,

Iceren 6 M
Guanidin Hidroklorid

0,309 mL H,0, alinarak hacmi saf suyla 5 mL’ye tamamlandi.
20 g trikloroasetik asit bir miktar saf suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.
1:1 oraninda etil alkol ve asetat ¢ozeltileri karistirilarak
hazirlandi.
%37’lik HClI’den 2,07 mL almarak hacim saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi.
0,01 gr DNPH bir miktar HCI’de ¢oziilerek hacim saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi.
0,087 gr K,HPO, bir miktar saf suda ¢oziildii. 13,95 gr
Guanidin HCI eklenerek son hacim saf su ile 25 mL’ye
tamamlandi.
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2.3. Ornithogalum umbellatum ‘un Toplanmasi

2018 Subat aymnda Giresun’da toplanan Ornithogalum umbellatum (sakarca)
yaprak, sogan ve c¢icek olmak iizere kisimlarmna ayrildi. Kaba kirleri ¢ikacak sekilde
musluk suyunda yikandiktan sonra 37 °C’de kurutulmak iizere etiive birakildi. Bitkinin
sogan kismi etiiviin sicakligi 45 °C’ye ¢ikarilarak yaprak ve cicek kisimlarr kuruduktan
sonra birkac¢ giin daha etiivde bekletildi. Kurutulan bitki kisimlar1 6giitliciide toz haline
getirilerek ekstraksiyona (6ziitlemeye) hazir bir sekilde bekletilmek iizere -20 °C’de derin
dondurucuya konuldu.

2.4. Ornithogalum umbellatum Oziitlerinin Hazirlanmasi

Toz halindeki numunelerden 3’er gram tartilarak 100 mL metanolde g¢alkalayici
inkiibatorde 24 saat Oziitleme islemine tabi tutuldu. Daha sonra siizlintii alindi1 ve
evoparatdrde ¢oziiciileri ucuruldu. Oziitlerin kuru gram agirliklar1 50 mg/mL olacak
sekilde hesaplanarak gerekli miktarda DMSO eklendi ve ultrasonik temizleyici yardimiyla

¢oziildil.

Sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere eppendorf tiiplerinde aligotlandi ve -20
°C’de derin dondurucuda saklandi. Oziitleme isleminde o6ziitler metanol ile muamele

edildiginden, deneylerde seyreltme ¢ozeltisi olarak metanol kullanild.

2.5. Toplam Fenolik Madde Miktarimin Belirlenmesi

Metanolde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifleri ile alkali ortamda
renkli kompleks olusturmasi yontemin esasidir. Mor-menekse renginde olusan kompleks
700 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve Singleton, 1977). Oziitlerdeki
toplam fenol miktarlar1 bu yontemle spektrofotometrik olarak tayin edildi. Gallik asit
standart maddesi kullanilarak 5 farkli konsantrasyonda (1-0,8 - 0,6 - 0,4 - 0,2 mg/mL) Tablo

7°deki gibi ¢aligildi. Daha sonra 2 saat oda sicakliginda 151k almayan ortamda inkiibasyona
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birakild1 ve bu zaman sonunda 700 nm’de kore kars1 okuma yapildi. Numunelerin toplam

fenolik icerikleri elde edilen kalibrasyon grafigine (Sekil 10) gore hesaplandi.

Tablo 7. Toplam fenolik madde miktarini belirlemek i¢in pipetleme hacimleri

Kor (mL) Numune (mL) Standart (mL)
Numune - 0,05 -
Standart - - 0,05
Deiyonize su 2,55 2,50 2,50
0,2 N Folin Reaktifi 0,25 0,25 0,25
Tiipler vortekslendi ve 3 dakika sonra
%7 Na,CO4 0,75 0,75 0,75
0,12 -
y =0,1048x+ 0,0006
0,1 - R?=0,9901 *
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 A
0] T T T T T ]
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 13. Gallik asit kalibrasyon grafigi
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2.6. Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi

Oziitlerin toplam flavonoid miktar1 Aliiminyum Kloriir/Potasyum Asetat yontemine
gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Yontemin esasi; etanol, aliminyum (III) kloriir
cozeltisi ve potasyum asetat c¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine flavonoid
¢ozeltisinin (flavon, flavonol veya izoflavon bilesikleri) ilave edilmesi ve bu islemi takip
eden 30 dakika sonunda kore karsi 415 nm‘de absorbans degerlerinin Sl¢iilmesine

dayanmaktadir (Sahanaka vd, 2005).

Calismada, standart madde olarak kuersetin giinliikk taze hazirlanarak kullanildi.
Kuersetin ¢ozeltileri metanol ile 6 farkli konsantrasyonda (1 - 0.8 - 0,6 - 0,4 - 0,2 -0,1
mg/mL) hazirlandi. Tablo 8’deki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiim tiipler
vortekslenerek oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 6rneklerin
absorbanslar1 415 nm dalga boyunda spektrofotometre araciligiyla olgiildii. Toplam

flavonoid madde miktarlar1 elde edilen kalibrasyon grafigine (Sekil 14) gore hesaplandu.

4,00
3,50 - y=3,2545x+ 0,0819

R?=0,9942 *
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,00 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 14. Kuersetin kalibrasyon grafigi
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Tablo 8. Toplam flavonoid miktarmin belirlenmesi i¢in pipetleme miktarlari

Kor Numune Standart
Numune - 0,25 -
Standart - - 0,25
Deiyonize su 2,50 2,25 2,25
%10 AICI;.6H,0 0,05 0,05 0,05
1 M Potasyum Asetat 0,05 0,05 0,05

2.7. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

FRAP metodunda Fe(111)-TPTZ (2,4,6-tris(2-pridil)-S-triazin) kompleksinin ortamda
antioksidan madde bulunmasi durumunda indirgenmesi sonucu meydana gelen mavi renkli
Fe(I)-TPTZ kompleksinin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esas

alinmaktadir (Benzie ve Strain, 1999).

Calismada, standart olarak Troloks kullanildi. Standart farkli konsantrasyonlarda (1 -
0,5-0,25 - 0,125 - 0,0625 - 0,03125 mg/mL) metanol ile hazirlandi. Oziitler 10 mg/mL
konsantrasyonlarin da olacak sekilde metanol ile seyreltilerek hazirlandi. FRAP reaktifi
deneyin diger hazirliklar1 yapildiktan sonra, kullanilmadan hemen Once hazirlandi.
Standart/6ziit ¢ozeltilerinden 50’ser uL alinip, tizerine 1,5 mL FRAP reaktifi eklendi. Kor
olarak standart ve Oziitlerin seyreltme c¢Oziiciisii olan metanol kullanildi.  Tiipler
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Siirenin sonunda deney
ortaminin absorbanslar1 565 nm dalga boyunda spektrofotometre ile belirlendi. Elde edilen
troloks kalibrasyon grafigi Sekil 15°te verilmistir. Numunelerin FRAP degerleri standart
olarak kullanilan Troloks ile karsilastirilarak gram kuru agirlikta mg Troloks esdeger

FRAP aktivitesi (mg TEFA/g K.A) seklinde ifade edildi.
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2,50

2,00 - y=1,9536x+0,0112
R?=1

1,50

1,00

0,50 -

0,00

O 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2
Sekil 15. Troloks kalibrasyon grafigi

2.8. Cu (IT) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Nc), Cu (II) ile Cu(ll)-Nc kompleksini olusturur.
Olusan bu kompleks, ortamda antioksidan madde bulundugunda selat [bakir(I)-
neokuproin(Cu(l)-Nc)] olusturur. Selatin 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermesi esas almarak, antioksidan kapasite hesaplanir (Apak vd, 2007).

Calismada standart olarak Troloks kullanildi. Standart 6 farkli konsantrasyonda (1 -
0,5 - 0,25 — 0,125 - 0,0625 - 0,0312 mg/mL) metanol ile hazirlandi. Oziitler 10 mg/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde metanol ile seyreltilerek hazirlandi. Oziit/standart
¢ozeltilerinden 50°ser puL alinip, tizerine 100 uL NH4CH3COO™ ve 100 uL. CuCl,.2H,0
eklendi. Kor olarak standart ve Oziitlerin seyreltme ¢oziiclisii olan metanol kullanildi.
Oziit/standart ¢ozeltilerine 100 uL Nc reaktifi eklendi ve tiipler vortekslendikten sonra oda
sicakliginda, karanlikta 30 dakika bekletildi. Siirenin sonunda deney ortaminin
absorbanslar1 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile belirlendi. Elde edilen troloks
kalibrasyon grafigi Sekil 16’da verilmistir. Numunelerin CUPRAC degerleri gram kuru
agirliktaki troloks esdeger CUPRAC aktivitesi (TECA/g K.A) seklinde ifade edildi.
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2,50
y = 2,0597x + 0,0091

2,00 - R2 = 0,9999

1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,00 T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 16. Troloks kalibrasyon grafigi

2.9. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin almabilen bir radikal
olup calismada bu radikalin 100 uM’lik metanolik c¢ozeltisi Oziitlerde giinliik,taze
hazirlanarak kullanildi. Calismada Coudent yontemi kullanildi (Cuendet vd, 1997). Oziitler
2-15-1-0,5-0,25 mg/mL konsantrasyonlarinda metanol ile seyreltilerek hazirlandi.
Olgiimler mikroplaka iizerinde yapild. 150 pL’lik DPPH ¢ozeltisi, 150 pL’lik 6ziit
cozeltileri lizerine eklenerek (esit hacimde) ¢alkaland1 ve oda sicakliginda 40 dk karanlikta
inkiibasyona birakildi. Her bir 0ziit konsantrasyonu i¢in birer kor [(6ziit+DPPH
¢oOziiciisii(metanol)] ve her bir ¢oziiciisii (metanol) i¢cin de kontrol tiipleri (DPPH+0ziit
¢oziiciisii) paralel ¢alisildi. Inkiibasyon sonunda DPPH’m maksimum absorbans verdigi
517 nm’de absorbanslar okundu. Iki paralelin ortalamasi almarak kor degerleri bu
ortalamalardan ¢ikarildi. Absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige aktarilarak

SCsp degerleri hesaplandi.
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2.10. Lipit Peroksidasyonunu Engelleme Kapasitesinin Belirlenmesi

2.10.1.Eritrosit paketinin hazirlanmasi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi kan
bankasindan temin edilen saglikli tam kanlar 6nce 600 g’de 10 dk oda sicakliginda
santrifiijlendi ve plazma kismi uzaklastirildi. Ardindan eritrosit paketi %0,9’luk NaCl ile
hacminin 3-4 katina tamamlanip 4.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek trombosit ve 1okosit
fazlalar1 da uzaklastirildi. Bu yikama iglem iki defa tekrarlandi. Daha sonra ayni hastanenin

laboratuvarinda eritrositlerin hemoglobin degeri 6l¢tildii.

2.10.2.Hiicre siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Calismada reaksiyon ortaminmn hazirlanmasinda Stocks ve Dormandy metodundan
yararlanildi (Stocks ve Dormandy, 1971). Eritrosit paketi hastanede okunmus hemoglobin
degerine gore son konsantrasyonu 3 g/dL olacak sekilde PBS’li NaNj ile seyreltildi ve 37
°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Boylece stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. MDA miktar
tayininde, toplam tiyol diizeyinin belirlenmesi ve eritrosit hiicre zarlarinda protein karbonil
miktariin belirlenmesi yontemlerinde standart olarak gii¢lii antioksidan 6zelligi bilinen
Cimin tiztimi kullanild1 (EKinci, 2008). Hazirlanan galisma tiiplerinin her birine 1 mL stok,
ortamdaki konsantrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde Oziit/standart (her biri ayri) ilave
edildi, PBS igeren bir de kor tiipii hazirlandi. 1 saatlik 6n inkiibasyonun sonunda ortama
yapilan konsantrasyon taramasi dogrultusunda (Ek 1) uygun goriilen miktar olan 20
mM’lik H0, eklenecegi gbz oniinde bulundurularak son hacim PBS ile 1,5 mL’ye
tamamlandi. Ardindan 1 saat 37 °C’de ¢alkalayici su banyosunda 6n inkiibasyona birakildi.
1 saatlik 6n inkiibasyon sonunda g¢alisma tiiplerine daha 6nce belirtilen miktarda H,O;
ilave edilerek 1 saat daha 37 °C’de galkalayici su banyosunda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrast MDA miktar tayini yapildi.
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2.10.3. MDA miktar tayini

Lipitlerin peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA),TBA ¢ozeltisi ile
isitilmast sonucu pembe renkli kompleks meydana getirir (Sekil 17). Bu kompleksin
konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile MDA tayin edilir. Meydana

gelen reaksiyon sekilde gosterildi.

H3 N OH = o HOX N oH
= CH \ i, OH i
m/ + (le . ‘ \r +2H,0
N .~ [ N _—CH-CH=CH-\___~N 2
CHO |
OH OH OH

TEBA MDA REMNELI KEOMPLEES
Sekil 17. MDA ile TBA’nin tepkimeye girdigi reaksiyon.

Inkiibasyon siiresi biten calisma tiiplerinden 600 puL alnarak iizerine 400 uL TCA
cozeltisi eklendi ve 4.500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast 600 pL
slipernatan alinarak tizerine 300 pL giinliik taze olarak hazirlanmis TBA ¢6zeltisi eklendi.
15 dk kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Meydana gelen renkli ¢6zeltinin
absorbansi 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede okunarak MDA miktarlar1 formiile gore

hesaplandu.

[MDA]=(A532-A600)*900=nmol MDA/g Hb
2.11. Toplam Tiyol (-SH) Diizeylerinin Belirlenmesi

Eritrositlerdeki  toplam tiyol diizeyleri Beutler yontemi esas alinarak
spektrofotometrik olarak belirlendi (Beutler vd, 1957). Standart grafik indirgenmis
glutatyonun 0,5 — 0,25 — 0,125 — 0,0625 — 0,03125 mg/mL’lik konsantrasyonlar1
hazirlanarak olusturuldu (Sekil 18).

Calisma i¢in yaprak, cicek, sogan ve {iziim ¢ekirdegi 6ziitlerinin bulunacagi deney
tiipleri ile negatif kontrol amagh sadece eritrosit paketi bulunduracak kor tiipii ve pozitif
kontrol amagli eritrosit paketi ile H,O; igerecek tiipler hazirlandi. Eritrosit paketleri, her bir

caligma tiipline eklendikten sonra ortamdaki konsantrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde
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oziitler de eklenerek tiipler 1 saat 37 °C’de 6n inkiibasyona birakildi. 1 saatin sonunda
calisma tiiplerine, eritrositlerde oksidatif hasar ousturmak amaciyla ortamdaki
konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde H,0, ilave edildi. Calisma tiiplerinin son hacimleri
PBS ile tamamlanarak esitlendi ve 1 saat daha 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda, her bir ¢aligsma grubundan 100 pL, hazirlanan ¢oktiiriicti soliisyondan 3
mL ve 1,9 mL soguk saf su alinarak 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siirenin
sonunda her bir ¢alisma grubu siizlildi. Siizlintiilerden ve standart (indirgenmis glutatyon)
¢ozeltilerinden 400 pL, 2 mL 0,3 M Na;HPO, ve 0,5 mL 40 mg/dL. DTNB c¢ozeltileri
almarak 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra absorbanslar1 412 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

1,80 -

y=3,1142x + 0,0467

1,60 - RZ = 0,9978

1,40 -
1,20 -

1,00 -

G,00 T T T T T 1
(8] 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

Sekil 18. indirgenmis glutatyon kalibrasyon grafigi

2.12. Protein Oksidasyonunu Baskilama Kapasitesinin Belirlenmesi

Oziitlerle muamele edilen ve oksidatif stres olusturulan eritrosit hiicre zarlarinda
protein oksidasyonunu baskilama kapasitesi, protein oksidasyonunun en 6nemli belirteci ve
kararli son iriinlerinden biri olan protein karbonil miktarlarina bakilarak belirlendi

(Biiyiikgtizel, 2013).
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2.12.1. Eritrosit hiicre zan eldesi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi kan
bankasindan temin edilen tam kanlardan, falcon tiiplerinde havuz olusturuldu. Kanlar
1.500 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Plazma aspire edildi, 20 mL kadar PBS
yikama tamponu ilave edildi ve 3.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu islem ikinci kez
tekrarlandi. Plazma aspire edildi ve 25 mL PBS tamponu ilave edilerek 3.000 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Plazma aspire edildi, kalan kisim ikiye boliinerek her birinin
iizerine 30 mL patlatma tamponu ilave edildi. Iyice calkaladiktan sonra hassas terazi
yardimiyla tartilarak hacimler esitlendi. 20.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Eritrosit
hiicre zar1 (GHOST) goriildii ve plazma dikkatlice aspire edildi. 30 mL kadar birinci
yikama tamponu ilave edildi, ¢alkalanarak tartildi, 20.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi.
Bu islem iki kez tekrarlandi. Plazma aspire edilerek 30 mL ikinci yikama tamponu eklendi,
calkalanarak tartildi, 20.000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
Son olarak plazma aspire edildi ve tiipler birlestirilerek vortekslendi. Uzerine 5 mL KOH
ilave edildi ve bir gece oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra aligotlanarak -20°C’ye
kaldirildi. Kullanilan biitiin tamponlar soguk olarak eklendi ve beklemeden santrifiij islemi
yapildi (Dodge vd, 1963).

2.12.2. Eritrosit hiicre zar protein miktarin belirlenmesi

Eritrosit hiicre zar1 protein icerigi Bradford yontemi ile BSA standart1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlendi (Bradford, 1976). Yontemin esasi, reaktif olarak
kullanilan boyanm (comassie blue) proteinlere baglanarak renk olusturmasina dayanir.

Olusan rengin siddeti ile protein yogunlugu dogru orantilidir.

Sigir serum albiimin (BSA) standart1 1 — 0,8 - 0,6 — 0,4 — 0,2 — 0,1 — 0,05 mg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanarak Sekil 19°daki kalibrasyon grafigi elde edildi. Eritrosit
hiicre zar1 saf su ile 10 kat seyreltildi. Pipetlemeler mikroplaka {izerine yapildi. Standart,
eritrosit hiicre zar1 ve kor olarak ¢oziiciileri olan saf su 10’ar uL alinarak tizerine 100 pL
Bradford ¢ozeltisi eklendi ve absorbanslar beklemeksizin 600 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak belirlendi.
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Sekil 19. BSA kalibrasyon grafigi

2.12.3. Eritrosit hiicre zar protein karbonil miktarimin belirlenmesi

Eritrosit hiicre zarinda protein karbonil miktar1 Levine yonteminin modifiye haliyle
belirlendi (Colombo vd, 2016). Protein igerikleri belirlenen eritrosit hiicre zarlari,
calismada kullanilmak tizere 1 mg/mL’lik protein konsantrasyonuna sahip olacak sekilde
saf su ile seyreltildi. 400 pL eritrosit hiicre zar1 alinarak, ortamdaki konsantrasyonu 2
mg/mL olacak sekilde yaprak, ¢icek, sogan ve tiziim ¢ekirdegi oziitleri eklendi, PBS iceren
bir kor tiipii ile negatif kontrol amagli 6ziitsiiz bir tiip hazirlanarak (her biri daha sonra ayr1
cozeltiler eklenerek gruplandirilacag:r igin 2’ser tane hazirlandi) 1 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra ortamdaki konsantrasyonu 20 mM olacak kadar H,O,
eklendi ve son hacimler PBS ile 600 uL’ye tamamlanarak 1 saat daha 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir deney ortamu test (T) ve
kontrol(K) seklinde ikiye ayrildi. 600 pL’lik test gruplari tizerine 120 uL DNPH, yine 600
puL’lik kontrol gruplar: lizerine ise 120 pL HCI eklendi ve 1 saat oda sicakliginda,
karanlikta inkiibasyona birakildi. Calisma tiipleri inkiibasyon siiresi icerisinde her 15
dakikada bir vortekslendi. Siirenin sonunda her bir ¢aligma tiipiline 1:1 oraninda %20 TCA
(soguk) eklendi ve 15 dakika buz icerisinde inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
caligma tiipleri bitince 10.000 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirild1 ve protein pelletleri 1 mL %20 TCA eklenerek vortekslendi, 10.000 g’de +4
°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandi. Siipernatan
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uzaklagtirildi. Her bir ¢aligma tiipiine 1 mL 1:1 hazirlanan etanol:etil asetat ¢ozeltisi
eklenerek 10.000 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi. Protein
pelletleri 1 mL 6 M Guanidin HCI’de vortekslenerek iyice ¢oziildii ve 20 dakika 37 °C’de
isitmali calkalayicida inkiibasyona birakildi. Protein karbonilin maksimum absorbans
verdigi 366 nm dalga boyunda ¢aligma ortamlarinin absorbanslar1 spektrofotometrik olarak

olctildii. Molar absorpsiyon katsayisindan yararlanarak formiile gore hesaplama yapildi.
Protein karbonil miktar1 (nmol/mL) = (A1 — Ax) / 22000 / 10°

Protein karbonil miktari1 (nmol/ mg protein) = Protein karbonil (nmol/mL) / Protein (mg/mL)

2.13. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi SPSS programi kullanilarak yapildi.
Calisma gruplarma ait ilgili parametrelerin anlamliliklar1 Tek Yonli Varyans Analizi
(One-Way ANOVA) ile belirlendi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Sakarca Bitkisine Ait Oziitlerin Toplam Fenolik Madde icerikleri

Sakarca bitkisinin yaprak, cicek ve soganlarindan elde edilen Oziitlerdeki
toplam fenolik madde igerikleri, standart madde olarak kullanilan gallik asit i¢in
hazirlanan standart grafik kullanilarak belirlenmistir. 1 gram 6ziit i¢erigindeki toplam
fenolik madde miktar1 mg gallik asit esdeger (mg GAE/g kuru agirlik) olarak Tablo 9
ve Sekil 20°de verilmistir.

Tablo 9. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin toplam fenolik madde miktar1

Numune (n=10) TP (mg GAE/ g kuru agirhk)
Yaprak 21,5+6,0

Cicek 7,1+2,5°2

Sogan 1,1 +0,2°°

a: Yaprak oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cicek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlaml farklilik gosterir.

Yapragin toplam fenolik madde igerigi hem ¢icek hem de sogandan daha fazla
miktarda oldugu tespit edilmis ve farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). Benzer sekilde Sakarca bitkisinin ¢igeginde sogana kiyasla yiiksek miktarda
toplam fenolik madde igerigine sahip oldugu belirlenmis ve farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,001).
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TP (mg GAE/g KA)
30
25 A
20
15 -
10 - A
57 a,b
0 1 T 1
Yaprak Cicek Sogan

Sekil 20. Sakarca bitkisine ait dziitlerin toplam fenolik madde miktar:

a: Yaprak oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cicek 6ziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Numunelere ait toplam fenolik madde miktar1 yiiksek diisiige dogru siralandiginda

siralamanin yaprak > ¢icek > sogan seklinde oldugu tespit edilmistir.

3.2. Sakarca Bitkisine Ait Oziitlerin Toplam Flavonoid (TF) Madde i¢erikleri

Sakarca bitkisinin farkli kisimlarina ait ziitlerin toplam flavonoid igerigi, standart
madde olarak kullanilan kuesertin i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
bulunmustur. Sonuglar mg kuesertin esdeger gram kuru agirlik (mg QE/ g K.A) olarak
Tablo 10 ve Sekil 21°de gosterilmistir.

Tablo 10. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin toplam flavonoid madde miktar1

Numune (n=10) TF (mg QE/ g K.A)
Yaprak 13,1 +£0,8
Cigek 6,4+0,1°2
Sogan 1,240,220

a: Yaprak oziittinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlaml farklilik gosterir.
b: Cigek oziitlinden p<0,001 istatiksel olarak anlaml1 farklilik gosterir.
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Yapilan istatistik analiz sonucunda sakarca bitkisinin yaprak Oziitiiniin diger
kisimlardan elde edilen Oziitlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek toplam flavonoid
icerigine sahip oldugu belirlenmistir (p<0,001). Cicek 0Oziiti ile sogan oOziitii
karsilastirildiginda ¢icek Oziitliniin toplam flavonoid madde muhtevasinin sogan oziitiine
gore fazla oldugu tespit edilmistir. Tki 6ziit arasmdaki farklilik istatistiksel olarak anlamli

seviyede bulunmustur (p<0,001).

TF (mg QE/g K.A)

16
14 -
12
10 -
87 a
6 -
4 -
2 a,b
0 1

Yaprak Cicek Sogan

Sekil 21. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin toplam flavonoid madde miktari
a: Yaprak oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cigek oziitlinden p<0,001 istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Bitkinin farkli kisimlarina ait 6ziitlerin toplam flavonoid madde igerigi yiiksekten

diisiik diizeye dogru siralanmasi yaprak > cicek > sogan seklinde bulunmustur.

3.3. Bitki Oziitlerinin FRAP Analizi

Sakarca bitkisinin yaprak, ¢igek ve soganindan elde edilen 6ziitlerin FRAP analizleri,
standart madde olarak kullanilan Troloks i¢in hazirlanan standart grafik kullanilarak
gergeklestirilmistir. Numunelerin FRAP degerleri Troloks ile karsilagtirilarak gram kuru
agirlikta mg Troloks esdeger FRAP aktivitesi (mg TEFA/g K.A) seklinde Tablo 11 ve
Sekil 22°de verilmistir.
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Tablo 11. Sakarca bitkisine ait 0zutlerin FRAP aktivitesi

Numune (n=10) FRAP (mg TEFA/ g K.A)
Yaprak 19,8 £ 0,8
Cicek 239+1,1°
Sogan 8,3+0,5%

a: Yaprak Oziittinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cigek oziitlinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Bitkinin kisimlarma ait FRAP aktivitelerinin istatistik analiz sonucunda ¢igekten
elde edilen 6ziitiin diger kisimlardan elde edilen Oziitlere gore anlamli diizeyde daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Yaprak ile sogan 0ziitii
karsilastirildiginda ise yapraga ait 6ziitiin FRAP aktivitesinin sogan Oziitline gore fazla

oldugu tespit edilmistir. Tki 6ziit arasmdaki farklilik istatistiksel olarak anlamli seviyede

bulunmustur (p<0,001).
FRAP (mg TEFA/g K.A)
30 ~
25 - !
20
15
10
5 -
0 -
Yaprak Cicek Sogan

Sekil 22. Sakarca bitkisine ait dziitlerin FRAP aktivitesi
a: Yaprak oziitlinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlaml farklilik gosterir.

b: Cigek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Bitkinin farkli kisimlarma ait oziitlerin FRAP aktiviteleri yliksekten diisiik dogru

siralanmasi ¢icek > yaprak > sogan seklindedir.
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3.4. Sakarca Bitkisine Ait Oziitlerinin CUPRAC Analizi

Bitkinin kisimlarindan elde edilen 6ziitlerde CURPAC aktivitesi troloks kullanilarak
hazirlanan standart grafik yardimi ile belirlenmistir. Numunelerin CUPRAC degerleri
gram kuru agirliktaki troloks esdeger CUPRAC aktivitesi (TECA/g K.A) olarak Tablo 12

ve Sekil 23°de verilmistir.

Tablo 12. Sakarca bitkisini farkli kisimlarina ait CURPAC aktivitesi

Numune (n=10) CURPAC (mg TECA/ g K.A)
Yaprak 39,5+3,5

Cicek 25,6+2,6°
Sogan 17,8 £ 0,3 P

a: Yaprak Oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

b: Cicek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gésterir.

Yapilan istatistik analiz sonucunda Sakarca bitkisinin yapraklarindan elde edilen
oziitteki CUPRAC aktivitesi hem ¢igek hem de sogan 6ziitiine gore daha yiiksek diizeyde
oldugu belirlenmistir ve gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Cigek ve sogan oziitlerinin CUPRAC aktiviteleri analiz
edildiginde, ¢icek Oziitliniin sogan Oziitliine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001).

50



CUPRAC (mg TECA/g K.A.)
50 +
40 -
30 - a
20 - a,b
10 -
0 -
Yaprak Cicek Sogan

Sekil 23. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin CUPRAC aktivitesi
a: Yaprak oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlaml1 farklilik gosterir.

b: Cigek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Oziitlerin CUPRAC aktiviteleri yiiksekten diisiik dogru siralanmas: yaprak > ¢icek

> sogan seklindedir.

3.5. Sakarca Bitkisine Ait Oziitlerin DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

Bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen oOzitlerin DPPH radikal temizleme

kapasiteleri SCsg olarak hesaplanmis, Tablo 13 ve Sekil 24’de verilmistir.

Tablo 13. Oziitlerin DPPH radikal temizleme aktivitesinin SCso degerleri

Numune (n=10) SCso (mg/mL)
Yaprak 0,8+0,01
Cicek 0,6+0,01%
Sogan 2,2+0,08 2"

a: Yaprak oziitinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cigek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

SCso degeri en diisiik olan bitki 6ziitliniin DPPH radikali temizleme kapasitesinin en
yiiksek oldugu kabul edildiginde, ¢igege ait 6ziitiin SCso degeri hem yaprak hem de sogan

oziitliniin SCsp degerinden istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit
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edilmistir (p<0,001). Ayrica yaprak ve sogan Oziitlerinin SCso degerleri karsilastirildiginda,
yaprak Oziitliinlin SCso degerinin daha diisilk oldugu dolayis1 ile radikal temizleme
aktivitesinin de daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu iki grup arasindaki farklilikta

istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulunmustur (p<0,001).

SCs, (mg/mL)

2,5

2
L5 -

1 -
0,5

0 -

Yaprak Cicek Sogan

Sekil 24. Oziitlerin DPPH radikali temizleme kapasiteleri
a: Yaprak oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.
b: Cigek oziitiinden p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

3.6. Sakarca Bitkisine Ait Oziitlerin Lipit Peroksidasyonunu Engelleme Kapasitesi

Bitkinin lipit peroksidasyonu lizerine ektisinin analizi, lipit peroksidasyonunun son
iriinii olan MDA iizerinden incelenmistir. Hidrojen peroksit ile uyarilan oksidatif stres
grubunda MDA miktar1 ne kadar diisiik ise bitkinin antioksidan 6zelligi o derece yiiksektir.
MDA analizi igin eritrosit hiicrelerine in-vitro olarak oksidasyon uygulanmis ve 6ziitlerin
bu oksidasyonu ne kadar engelledigi tespit edilmistir. MDA tayini yapilirken dogal
standart olarak yine bitkisel bir 6ziit olan ve yliksek antioksidan 6zellige sahip oldugu
literatiirde yaygin olarak belirtilen Cimin tzimii kullanilmistir. Ayrica oksidasyon
uygulanan ve uygulanmayan eritrosit ortamlarindaki MDA diizeyleri de belirlenmistir.
Bitki oziitlerinin lipit peroksidasyonunun gdstergesi olan MDA diizeyleri Tablo 14 ve

Sekil 25°de verilmistir.
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Tablo 14. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin MDA diizeyleri

Numune (n=6) MDA (nmol / g Hb)
(X £SD)

RBC 17 + 2°
RBC + H,0, 978 + 35
RBC + H,0, +Yaprak 529 4 24°¢
RBC + H,0,+ Cigek 934 + 29
RBC + H,0,+ Sogan 629 + 54°¢
RBC + H,0,+ U.C. 498 + 61°°

a: Diger ortamlardan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

b: RBC + H,0; ¢alisma ortamindan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik
gostertir.

¢: Cigek oziittiniin bulundugu ¢alisma ortamindan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak
anlamli farklilik gosterir.

Eritrosit hiicre siispansiyonunun tizerine H,O, ilavesi sonucunda lipit oksidasyon
gergeklestigi, RBC ile RBC + H,0; grubu arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliligin
meydana gelmesi ile ortaya konmustur. Yapilan istatistik analiz sonucunda RBC ¢alisma
ortammim MDA diizeyinin diger ¢alisma ortamlarindan anlamli seviyede daha diisiik
oldugu belirlenmistir (p<0,001). RBC + H,0; calisma ortamindaki MDA diizeyleri, yaprak
Oziitli, sogan Oziitii ve lziim ¢ekirdegi Oziitiiniin bulundugu calisma ortamlarina kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek MDA konsantrasyonuna sahip oldugu ortaya konmustur
(p<0,05). Ayrica RBC + H;0; ¢alisma ortamu ise ¢i¢ek Oziitii bulunan deney ortami
karsilastirildiginda, ortamlarin MDA diizeyleri arasinda farklilik oldugu ancak bu
farklihigin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig: tespit edilmistir (p>0,05). Cigek
Oziitiiniin bulundugu deney ortami yaprak, sogan ve {liziim ¢ekirdeginin bulundugu calisma
ortamlarinin MDA seviyeleri ile karsilastirildiginda, her ii¢ ortamdan da istatistiksel olarak

anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,001).
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Son olarak bitkinin yaprak, sogan ve iiziim g¢ekirdegi 6ziitlerinin MDA diizeyleri analiz
edildiginde, her bir ¢alisma ortami arasinda farklilik oldugu ancak bu farkin istatistiksel

olarak anlamli diizeyde olmadigi bulunmustur (p>0.05).

1200 1 MDA (nmol / g Hb)
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H202 Yaprak Cicek Sogan Uziim
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Sekil 25. Sakarca bitkisine ait 6ziitlerin MDA diizeyleri
a: Diger ortamlardan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

b: RBC + H,0, ¢alisma ortamindan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli
farklilik gosterir.

c: Cigek oziitiiniin bulundugu ¢alisma ortamindan p<0,001 diizeyinde istatiksel
olarak anlamli farklilik gosterir.

Deney ortamlarmin MDA miktarlar1 diislikten yiiksege dogru siralandiginda RBC <
Uziim Cekirdegi < Yaprak < Sogan < Cicek < RBC + H,0; seklindedir.

3.7. Bitki Oziitlerinin Toplam Tiyol (-SH) Diizeyleri

Eritrositlerde toplam —SH gruplarinin miktari, ortama H,O ilavesi ile oksidatif stres
olusturulduktan sonra 6ziit ilave edilerek belirlenmistir. Oziitlerin toplam —SH seviyelerine

olan etkileri Tablo 15 ve Sekil 26’da verilmistir.

Yapilan istatistik analizin degerlendirilmesi sonucunda sadece yaprak Oziitliniin
bulundugu deney ortaminda —SH gruplarmin seviyesi diger gruplardan istatistiksel olarak
farkli bulunmustur (p<0,001). Diger deney ortamlar1 arasinda farklilik saptanmis ancak

istatistiksel olarak bu farkliligin anlamli diizeyde olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
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Tablo 15. Eritrositlerdeki toplam —SH miktarlar1

Numune (n=6) Toplam -SH (uM Glutatyon)
(X £SD)
RBC 56 £12,7
RBC + H,0; 46+ 11,3
RBC + H,0, +Yaprak 21+9,7°
RBC + H,0, + Cicek 57+ 11,8
RBC + H,0,+ Sogan 62+11,8
RBC + H,0,+ U.C. 49+ 6,5

a: Diger ¢caligma ortamlarmdan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik
gosterir.
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70
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RBC H202 Yaprak Cicek Sogan Uziim
Cekirdegi

Sekil 26. Eritrositlerdeki toplam —SH miktarlarinin grafiksel gosterimi
a: Diger ¢aligma ortamlarindan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik

gosterir.
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3.8. Protein Oksidasyon Uriinii Olarak Eritrosit Ghost Protein Karbonil Miktarlan

Sakarca bitkisinin farkli kisimlarina ait 6ziitlerin protein oksidasyonu sonucu olusan
protein karbonil miktarin1 inhibe etme kapasitesi incelenmistir. Protein karbonil
inhibisyonu hesaplanirken oksidasyon birimi nmol protein karbonil/ mg protein olarak

hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 16’de ve Sekil 27°de verilmistir.

Tablo 16. Eritrosit Ghost protein karbonil miktari

Numune (n=6) Protein Karbonil (hmol/mg prt)
(X £SD)
Ghost 2,34+0,81°
Ghost + H,0, 3,3+1,14
Ghost + H,0, +Yaprak 3,3+ 1,73
Ghost + H,0, + Cicek 4,5 + 1,47
Ghost + H,0; + Sogan 3,2+ 0,80
Ghost + H,0,+ U.C. 2,9+0,60°

a: Diger ¢alisma ortamlardan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik gosterir.

Eritrosit ghost protein karbonil miktarlari istatistiksel olarak analiz edildiginde biitiin
deney ortamlar1 arasinda farklilik oldugu tespit edilmistir. Ancak sadece ¢igek Oziitiiniin
bulundugu ¢alisma ortaminda protein karbonil miktar1 sogan ve iiziim ¢ekirdegi 6ziitlerinin
bulundugu calisma ortamindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Ayrica sadece ghost bulunan deney ortamindaki protein karbonil
seviyesi ¢icek Oziitliniin yer aldigi ortamindan istatistiksel olarak farklilik gostermistir

(p<0,001).
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Sekil 27. Eritrosit ghost protein karbonil miktarinin grafiksel gosterimi
a: Diger ¢aligma ortamlardan p<0,001 diizeyinde istatiksel olarak anlamli farklilik
gosterir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Insanhigin varolusundan bu yana tibbi ve aromatik bitkilerin tedavi amagli ve besin
kaynag1 olarak kullanildigi bilinmektedir. Giiniimiizde de gerek hastaliklarin tedavisinde
gerekse ortaya c¢ikabilecek hastaliklarin dnlenmesinde bitkilerden yararlanilmaya devam
edilmektedir. Bu kapsamda son yillarda bitkilerin kimyasal bilesenlerini aydinlatmaya
yonelik calismalar giderek artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gore
gelismis lilke vatandaslar1 basta olmak iizere 4 milyar kadar insanmn saglik sorunlarinin
¢Ooziimii icin Oncelikli olarak regeteli ya da recetesiz bitkisel ilaglara yoneldigi
goriilmektedir. Yine Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore kayitli olarak 20.000 gesit
bitkisel ilag mevcuttur. Giiniimiizde modern tipta kullanilan ilaglarin ilk etken maddesi de
tarihteki geleneksel tip literatiirlerinden Ogrenilen bitkiler olup sentetik olarak iiretilerek
piyasaya siiriilmektedirler (Kumar, 2009). Ancak modern tipta kullanilan sentetik ilaglarin
zaman zaman tedavide beklenen basariya ulasamamalar1 ve tek bir olumlu etkilerine
karsilik birgok olumsuz yan etkilerinin bulunmasi nedeniyle geleneksel metotlar ile
bitkilerin alternatif tip adi altinda tedavi edici olarak kullanilmalar1 yaygmlasmaktadir

(Berber vd, 2013).

Kanser, diyabet, kardivaskiiler sistem hastaliklari, hiicre yaslanmasi, DNA hasari,
Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda oksidatif
stresin rol oynadig1 yapilan calismalarda gosterilmistir. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin
miktarinin artmasiyla oksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar lehine bozulmasi
durumunda ortaya c¢ikan oksidatif strese karsi, organizmada enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemler devreye girmektedir. Mevcut antioksidan sistem diyetle
alman antioksidan igerigi yiiksek besinler tarafindan desteklenmektedir (Diindar ve Aslan,

1999).

Bitkilerin tedavi edici olarak tercih edilmelerini saglayan etmen igeriklerindeki
fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar bu
bilesiklerin antioksidan, anti-inflamatuvar, antialerjik, antimikrobiyal ve anti-kanserojen

ozelliklerinin oldugunu ortaya koymustur.

Ulkemiz gerek cografi konumu gerekse iklim ozelliklerinin bir sonucu olarak gok
sayida bitki tiirline ev sahipligi yapmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkiler 6zellikle Ege, Dogu
Karadeniz, Akdeniz, Marmara ve Gilineydogu Anadolu bolgelerinde yetigmektedir

(Faydaoglu ve Siirtictiogu, 2011). Antioksidan 6zelligi bilinmeksizin bir¢ok bitkinin gida
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olarak olduke¢a sik tiiketildigi yerlerden biri olan Giresun, iilkemizde ortalama yasam
siiresinin en uzun oldugu il olarak da dikkat ¢ekmektedir (TUIK, 2014). Teze konu olan
Sakarca (Ornithogalum umbellatum) bitkisi de 6zellikle Dogu Karadeniz bolgesinde findik
bahgelerinde dogal olarak yetismekte ve yenilebilir yabani bitkilerden olup Ordu-Giresun
yoresinde, soganlar1 ve toprak Ustli kisimlar1 pisirilerek yore halkinin sofralarinda yer
almaktadir. Yapilan literatiir taramasinda Sakarca bitkisi ile ilgili TFMM, TFM ve DPPH

radikal temizleme aktiviteleri disinda baska ¢aligma yapilmadigi goriilmiistiir.

Tez kapsaminda Sakarca bitkisinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
bitkinin yaprak, c¢i¢cek ve sogan kisimlar1 ayrilarak metanollii 6ziitleri hazirlanmistir. Bu
oziitlerde; toplam fenolik madde miktar: tayini (TFMM), toplam flavonoid miktar: tayini
(TFM), FRAP olciimii, CUPRAC tayini, DPPH radikali temizleme aktivitesi ile Oziitle
muamele edilmis ve edilmemis eritrositlerde; lipit peroksidasyon son iiriin (MDA)

olusumu, Toplam Tiyol (-SH) diizeyi ve protein karbonil seviyeleri calisilmistir.

Bu calismada oncelikle Sakarca bitkisinin farkli dokularina ait oziitlerin TFMM
diizeyleri Olctilmiistiir. Standart olarak gallik asit kullanilmis ve 6ziitlerin toplam fenolik
madde miktarlar1 mg gallik asit esdeger gram kuru agirlik olarak belirlenmistir. Tayin
sonucunda; 6ziitler kendi aralarinda karsilastirildiginda en fazla fenolik madde miktar
yaprakta daha sonra ¢icek ve soganda belirlenmistir. Bu sonuglarin Apaydin ve Yolcu’nun
Sakarca tlizerinde ayni metotla yaptig1 toplam fenolik madde miktar1 sonuglar1 ile uyumlu
olmakla birlikte, fenolik maddelerin Ozellikle yaprak kisminda daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Adawia ve ark. Suriye Idlib bolgesinde yetisen Ornithogalum umbellatum
bitkisinde TFMM tayini yapmuis; bitkiyi sogan ve toprak tistii olmak tizere iki kisima
ayirarak analiz etmis ve toprak iisti TFMM’yi daha yiiksek (23 mg GAE/ g KA)
bulmuslardir. Tez ¢alismasinda elde edilen TFMM bulgularmin Adawia ve ark. sonuglar1
ile birebir (21,5 mg GAE/ g KA) uyumlu oldugu goériilmistiir. Ancak Demirkol ve
arkadaglarmm Ordu yoresinden temin edilen Sakarca bitkisiyle yaptigi calisma ile
karsilastirildiginda bizim belirledigimiz toplam fenolik madde miktarlarinin daha az
oldugu goriilmiistiir. Rat ve ark. yapmis oldugu calismada farkli yetisme kosullarinda
(habitat) bitkinin TFMM, TFM ve DPPH radikal temizleme aktivitelerinin degistigini
bildirmiglerdir. Demirkol ve ark. ile bu ¢alisma sonuglar1 arasindaki farkliligin bitkinin
yetisme kosullarmin, ¢alismada kullanilmak {izere toplanma zamanlarmin ve oziitleme

isleminde kullanilan ¢6zeltinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Standart olarak kuersetin kullanilarak yapilan g¢alismamizda TFM sonuglart mg
kuesertin esdeger gram kuru agirlik seklinde ifade edilmistir. En fazla flavonoid miktar1
sirastyla yaprak, cicek ve soganda belirlenmistir. Sonuglarin Apaydin ve Yolcu’nun
Sakarca bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismadaki toplam flavonoid miktarlar1 ile uyumlu oldugu
gorilmiistiir. Adawia ve ark. yapmis oldugu caligmada toprak {iistii kisimlarin sogana gore
daha fazla TFM sahip oldugunu belirlemislerdir. Ancak toprak tistii kisimlarin TFM’yi,
tez calisgmamizda belirledigimiz TFM’den daha yiiksek miktarda tespit etmislerdir. Bunun
sebebinin kullanilan standart maddenin ve yine yetisme kosullarinin farkliligindan

kaynaklananabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada 6ziitlerin toplam antioksidan kapasiteleri FRAP ve CUPRAC yontemleri
ile belirlenmistir. Oziitler, Troloks ile karsilastirilarak gram kuru agirlikta mg Troloks
esdeger FRAP aktivitesi ve troloks esdeger CUPRAC aktivitesi seklinde ifade edilmistir.
Oziitler kendi aralarinda karsilastirildiginda FRAP aktivitesinin belirgin bir sekilde en fazla
cicekte oldugu, en diisiik aktivitenin ise soganda oldugu goriilmiistiir. FRAP yonteminin
sadece demir iyonunu temel alan bir yontem oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda
antioksidan aktivite yoniinden tek basina bu yontemle degerlendirilme yapilmasmin uygun
olmadig1 diisiiniilmektedir. Oziitlerin CUPRAC aktivitelerine bakildiginda TFMM ve TFM
ile uyumlu olarak en yiiksek aktivitenin yaprakta oldugu, daha sonra sirasiyla ¢icek ve
soganda oldugu gorilmiistiir. CUPRAC yontemi ile gallik asit, kuersetin, askorbik asit gibi
bilesiklerin aktiviteleri kisa siirede belirlenebilirken daha karmasik yapili bilesiklerin
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yaklasik 30-60 dakikaya ihtiyag duyulmaktadir. Bu
baglamda cicekte FRAP aktivitesinin daha yiiksek ¢ikip CUPRAC aktivitesinin yapraga
gore diisiik ¢ikmasinin nedeni olarak icerigindeki antioksidan maddelerin daha karmasik
yapiya sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica en sik kullanilan PubMed, Google
Scholar ve Web of Science da yapilan litaratiir taramasinda Ornithogalum umbelletum
bitkisinin FRAP ve CURPAC aktivitesini belirlendigi c¢alismaya rastlanilmamistir. Bu

nedenle elde edilen sonuclar karsilastirilamamastir.

Oziitlerin DPPH radikali temizleme aktivitesinin tayininde standart olarak
antioksidan 6zellik gosteren sentetik bir madde olan BHT kullanilmigtir. DPPH radikalinin
yarisini temizleyen konsantrasyonlara (SCsg) bakildiginda; FRAP aktivitesinde oldugu gibi
en yiksek temizleme aktivitesinin de belirgin bir sekilde ¢igekte ortaya ¢iktigi
gorlilmiistiir. Yaprak ve sogan oOziitleri karsilastirildiginda, yapragin DPPH radikal
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temizleme aktivitesinin sogandan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Adawia ve ark.
yapmis oldugu calismada yine toprak {istii kismin daha yiiksek DPPH temizleme
aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da en diisiik aktivite soganda

tespit edilmis olup sonuglar Adawia ve ark. bulgulari ile uyumludur.

Calismada serbest radikallerin ortamda 6ziit varhig: ile iligkili olarak hiicresel hasar
diizeylerini incelemek amaciyla hiicre modeli olarak eritrositler kullanilmistir. Eritrositler;
zar yapilarinda yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitlerini bulundurmalari, yiiksek
konsantrasyonda oksijen tasimalari, yapisinda hemoglobine baghh demir gibi gecis
metallerine sahip olmalar1 ve basit bir hiicre yapisia sahip olup meydana gelen hasari
bertaraf edememelerinden dolay1 hiicresel oksidatif stres modellerinde oldukca yaygin
olarak tercih edilmektedir (Gaetani vd, 1989). Oksidatif stres olusturmak amaciyla hiicreler
H,O,’e maruz birakilmistir. Stres olusturmak amaciyla H20;’in segilmesinin nedeni
hidrojen peroksidin hemoglobinin oksidasyonuna yol agmasmin yani1 sira bilinen en zararh
radikallerden hidroksil radikalinin olusumuyla sonuglanan Haber-Weiss reaksiyonunu
dogrudan etkilemesi ve Fenton reaksiyonunu hemoglobindeki demirin salinmasini

uyararak dolayli olarak etkilemesidir (Stocks ve Dormandy, 1971).

Yapilan literatiir taramalarinda oksidatif stres olusturmak i¢in ortama eklenen H,0,
konsantrasyonunun 0,2-735 mM arasinda genis bir aralikta oldugu goériilmiistiir. Calismada
kullanilmak iizere ideal H,O, konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 5-10-20-30-40-50 -
100 mM’lik konsantrasyonlar denenmistir. 5 ve 10 mM’lik H,O; konsantrasyonlarinin stres
olusturmada yetersiz kaldig1 goriilmiis ve 20 mM {izerindeki konsantrasyonlarin arasinda
olduk¢a az fark olmasindan dolay1 ¢alismalarda kullanilacak ideal H,O, konsantrasyonu 20
mM olarak belirlenmistir (Ek 1). Buna gore 20 mM’lik H,O; c¢alisma ortamina eklenerek
eritrositler hasara ugratilmistir. Caligmalarda kullanilacak 6ziit miktarlarmin belirlenmesi
amactyla, Oziitiin hem antioksidan hem de prooksidan aktivite yOniinden davranisi
incelenmistir. Kuru gram agirlik cinsinden 1-2-3-4-5 mg/mL’lik oziitler karsilastirildiginda
antioksidan etkinin 2 mg/mL’lik konsantrasyonda goriilmeye baslandigi, konsantrasyon
arttikca antioksidan etkinin arttig1 belirlenmistir (Ek 2). Ancak prooksidan etkilerine
bakildiginda 2 mg/mL’lik 6ziit konsantrasyonu % 60 prooksidan etki gosterirken 3
mg/mL’lik 6ziit konsantrasyonu % 126 prooksidan etki gosterdigi ve konsantrasyon artik¢a
prooksidan etkinin arttig1 belirlendigi i¢in ¢aligmalarda kullanilacak 6ziit konsantrasyonu 2

mg/mL olarak secilmistir (Ek 3). Calismada standart olarak antioksidan 6zelligi yiiksek
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oldugu literatiirdeki bircok ¢aligmada teyit edilmis, dogal bir bitkisel antioksidan olan
tziim ¢ekirdegi kullamilmistir (Ekinci, 2008). MDA miktari, toplam tiyol (-SH)
diizeylerinin belirlenmesi ve eritrosit protein karbonil miktarlarinin analizi yapilan

taramaya gore karar verilen degerlerde incelenmistir.

Hiicrelerde meydana gelen serbest radikaller zar fosfolipitlerinde ¢oklu doymamis
yag asitleri (CDYA) ile etkileserek kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyon olan lipit
peroksidasyonuna yol acarlar. Lipit peroksidasyonu hiicre zar yapisi ve gecirgenligini
bozarak hiicrelerde ciddi hasar olusturur. Hiicresel c¢alisma modelinde ilk olarak,
CDYA’inde meydana gelen oksidatif hasar1 gosteren kararli ve son iriin olan MDA
miktarina bakilmistir. Sakarca bitkisinin yaprak oziitlerinin bulundugu deney ortaminda
MDA miktarinin ¢icek ve sogan 6ziitlerinin bulundugu deney ortamlarma kiyasla daha az
oldugu goriilmiis, benzer sekilde yaprak Oziitiinin TFMM, TFM ve CUPRAC
aktivitelerinin de yiiksek olmasi yaprak oOziitlerinin antioksidan o6zelliginin c¢icek ve
sogandan daha fazla olabilecegini diistindiirmiistiir. MDA diizeylerini azaltmasinda en az
etkinin c¢icekte oldugu goriilmiistiir. Uziim cekirdegi ile karsilastirildiginda Sakarca
bitkisinin kendi igindeki en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen

yapraktaki antioksidan aktivitenin, iziim ¢ekirdeginden daha az oldugu tespit edilmistir.

Tiyol gruplar1 hiicrenin redoks dengesinin korunmasinda en etkili kimyasal
gruplardan biridir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Ozellikle indirgenmis glutatyon
seklinde hiicre yapisinda yer alirlar. Proteinlerdeki sistein amino asit kalintilar1 da ayni
koruyucu isleve sahiptir. Ozellikle hiicre zarinda yer alan proteinler tiyol gruplarinca
zengindir. Toplam tiyol diizeylerinin belirlenmesi peptit (GSH) ve protein siilfhidril
gruplarinm toplamini ifade etmektedir. Indirgenmis glutatyonun (GSH) H,O, kaynakli
oksidatif strese ve diger serbest radikallerin sebep oldugu hasara kars1 savunmada 6nemli
rol oynadig1 birgok ¢aligmada gosterilmistir (Aksoy, 2002). Oksidatif stres ile toplam tiyol

diizeylerinin azaldig1 yapilan literatiir taramalaridan bilinmektedir.

Calismada eritrositlerdeki toplam -SH diizeylerinin analizinde; sogan ve cicek
Oziitliniin bulundugu deney ortaminda toplam —SH grup diizeyinin yaprak Oziitiiniin
bulundugu deney ortamlarina gore anlamli seviyede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen bu sonuglar cicek ve sogan iceriklerinin oksidatif strese karsi verilen hiicresel
cevabin bir oyuncusu gibi davranabilecegi ve dolayisiyla hiicresel tiyol gruplarmin

korunmasina neden olabilecegini diislindiirmektedir. Diger gruplar arasinda anlamli bir
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fark goriilmemekle birlikte en yiiksek —SH grubu diizeyi soganda tespit edilmistir. Yapilan
literatiir taramasinda Sakarca bitkisinin hiicresel ortamda —SH grubu diizeyindeki etkilerine

yonelik bir ¢aligmaya rastlanamadigindan karsilastirma yapilamamaistir.

Biyolojik membranlar protein yOniinden de olduk¢a zengindir. Protein
oksidasyonu ROT ile dogrudan (OH, H;0,) veya oksidatif stresin sekonder iriinleri
(MDA) ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiikklenen proteinlerin kovalent
modifikasyonlar1 olarak tanimlanir (Giilbahar 2007). Proteinlerin oksidatif hasarinin bir
sonucu olarak protein karbonil grubu olusur. Lipit ve karbohidrat oksidasyonu sonucunda
olusan {irlinler protein karbonil olusumunun sekonder sebebi olarak kabul edilmektedir.
Lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA diizeyi sakarca bitkisine ait oziitlerin kullanildig:
deney ortaminda en fazla ¢icek Oziitiinliin oldugu ortamda tespit edilmistir. Calismada
Oziitlerin protein oksidasyonu iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla protein karbonil
olusumunu baskilama kapasitesi incelenmistir. Protein karbonil miktarlari, ¢igek 6ziitiiniin
bulundugu ortamda diger calisma ortamlarindan daha yiiksek tespit edilmistir. Bunun
sebebinin lipit peroksidasyonu sonucunda meydana gelen MDA’dan kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Cicek Oziitlinlin bulundugu ¢alisma ortaminda protein karbonil miktar1
sogan ve iizlim ¢ekirdegi Oziitlerinin bulundugu ¢alisma ortamindan anlaml diizeyde daha
yiiksek bulunsa da antioksidan 6zellik yoniinden toplam fenolik madde miktar1 ve toplam

flavonoid miktari ile karsilastirildiginda sonuglar uyumlu degildir.

Sonug olarak, Sakarca bitkisi ile yapilan analizler sonucunda TFMM, TFM,
CUPRAC aktiviteleri yiiksekte diisiige dogru siralandiginda yaprak > cicek > sogan
seklinde bulunmustur. FRAP ve DPPH radikal temizleme aktivitesinde ise siralama ¢igek >
yaprak > sogan seklinde tespit edilmistir. Ancak hiicresel ortamda Sakarca bitkisine ait

Oziitlerin gdsterdigi etkilerde farkliliklar meydana geldigi belirlenmistir.

Bu farkliliklarin sebebini tartigmak icin sakarca bitkisi ile ilgili litaretiir taramasi
yapilmustir. En sik kullanilan PubMed, Google Scholar ve Web of Science arama
motorlarinda yapilan taramada Ornithogalum umbelletum bitkisinin hiicresel ortamdaki

etkileri ile ilgili litatariire rastlanmadigindan karsilastirma yapma olanagi bulunamamustur.

Ozellikle Giresun ve Ordu yoresinde yaygin olarak mutfaklarda kendine yer bulan
ve gida olarak tiiketilen bu bitkinin antioksidan etkisi acisindan carpici bir 6zelliginin

bulunmadig (iiztim ¢ekirdegine kiyasla) soylenebilir. Teze konu olan bitkinin oksidatif
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stres olusturulan ortamdaki etkisinin incelenmesi agisindan literatiirdeki ilk ¢alisma oldugu

sOylenebilir.
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5. ONERILER

1. Oziitleme isleminde farkli ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen bitkinin farkli ¢ozeltili
oziitlerinde TFMM, TFM, DPPH aktivitesi ve diger antioksidan yontemler yapilabilir.

Boylece daha verimli sonuglar elde edilebilir.

2. Yapilan c¢aligmalarda oziitlerin fenolik igerikleri ile lipit ve protein oksidasyonu
tizerindeki etkileri incelenmistir, bunlara ek olarak Oziitlerin oksidatif strese ugratilan
hiicresel ortamda karbohidrat ve niikleik asitler lizerinde meydana gelen hasar1 baskilama

kapasiteleri incelenebilir.

3. Oziitlerin ayr1 ayr1 antioksidan enzim (CAT, SOD, GR, GSH-Px) aktiviteleri incelenerek

antioksidan kapasiteleri mevcut caligmalarla daha saglikli bir sekilde karsilastirilabilir.
4. HPLC kullanilarak, 6ziitlerin fenolik bilesikler yoniinden igerikleri aydinlatilabilir.

5. Yapilan ¢alismalarin tamami spektrofotometrik olarak manuel yapilmis olup, bu
calismalar HPLC ile gercgeklestirilerek hem zamandan tasarruf edilebilir hem de daha

verimli sonuglar elde edilebilir.

6.0ziitlerin hiicredeki vitamin diizeylerine olan etKisi incelenerek antioksidan aktivitesi

karsilastirilabilir.

7. Calisma deney hayvanlar1 iizerinde gergeklestirilerek in vivo sartlarda elde edilen

bulgularla mevcut sonuglar karsilastirilabilir.
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EKLER

Ek 1. Hidrojen peroksit konsantrasyon taramasi

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. Ortalama SD
RBC 14 16 11 19 11 22 12 12 9 8 14 4
100mM H,0O, 720 795 824 910 923 926 935 844 941 709 853 81
50 mM H,0, 729 721 812 801 907 890 916 833 807 622 804 84
40 mM H,0, 846 846 698 746 855 938 909 898 796 740 820 81
30 mM H,0, 845 846 822 645 779 879 901 920 722 786 815 83
20 mM H,0, 798 766 734 744 644 661 747 753 476 690 701 77
10 mM H,0; 182 146 163 160 93 76 90 96 74 73 115 41
5 mM H,0, 43 61 60 57 64 40 44 54 39 34 50 10
Ek 2. Farkli 6ziit konsantrasyonlarmin antioksidan etkileri

1. 2. 3. 4. Ortalama SD

RBC 16 13 12 12 14 1

5 mg/mL 205 204 222 236 217 15

4 mg/mL 213 220 232 249 229 16

3 mg/mL 291 285 304 317 300 14

2 mg/mL 366 374 369 395 376 12

1 mg/mL 567 566 568 613 579 22

RBC+H,0, 721 720 727 789 740 33
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Ek 3. Farkli 6ziit konsantrasyonlarinin prooksidan etkileri

1. 2. 3. 4. Ortalama SD

RBC 9 10 9 10 10 0,5

5 mg/mL 31 32 27 28 30 2
4 mg/mL 26 27 21 22 25 2
3 mg/mL 28 27 19 20 24 4
2 mg/mL 18,3 20 13 14 17 3
1 mg/mL 14 15 13 12 14 1
RBC+H,0, 787 798 787 798 793 6
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