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OZET

Son zamanlarin 6nemli ¢alisma alanlarindan biri de kanser, ateroskleroz, katarakt,
Parkinson hastalig1 gibi bir¢ok hastaligin olugsmasina ve yaslanmaya neden olan serbest
radikallerin temizlenmesinde rol oynayan antioksidanlar iizerine olmustur. Siyah ve yesil
cayin antioksidan Ozellige sahip oldugunu gosteren bir¢ok caligma olmasina ragmen,
bunlarin atiklariyla ilgili yeterli calisma yapilmamistir. Bu ¢alismanin amaci, siyah ve yesil
cay ile bunlarin farkli atiklarindan elde edilen oziitlerin fenolik igerigini belirlemek ve
onlarin antioksidan kapasitelerini eritrosit, eritrosit hiicre zar1 ve fraksiyonlastirilmamis
plazma tizerinde karsilagtirmaktir. Calismada kullanilan numuneler Rize’de bulunan ¢ay
fabrikalarindan saglanmistir. Cay ve atik ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri
Folin-Ciocalteau reaktifi ile katesin standartina esdeger olarak belirlendi. DPPH radikal
temizleme aktivitesi Cuendet metodu ile esdeger katesin standartiyla karsilastirilmali
olarak tayin edildi. Ekstraktlarin anti-lipit oksidasyon aktivitesi Stocks metodu ile anti-
protein oksidasyon kapasitesi modifiye Levine metoduna gore esdeger katesin standartiyla
karsilagtirilmali olarak tayin edildi. Oziitlerin hiicre igi glutatyon seviyesine etkisi Sedlak
metoduna gore tespit edildi. Fraksiyonlagtirilmamis plazmada ise konjugedien olusumunu
gosteren parametreler Spranger protokoliine gore saptandi. Oziitlerin fenolik bilesimi en
yiiksek yesil cayda gozlendi. Buna bagh olarak en yiiksek radikal temizleme etkisi, anti-
lipit oksidasyon kapasitesi, anti-protein oksidasyon aktivitesi, hiicre i¢i glutatyon diizeyi ve
en uzun t-lag siiresi yesil ¢ayda izlendi. Sonu¢ olarak yesil ve siyah cay ile onlarin
atiklarinin antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve yesil ¢ay ile onun yaprak atiginin siyah

caydan daha yiiksek antioksidan gdsterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Yesil Cay, Siyah Cay, Cay Atiklari, TBARS, DPPH, Protein

Karbonil, Indirgenmis Glutatyon, Plazma Konjuge Dien



SUMMARY

Comparison of Antioxidant Properties of Black, Green Tea and Their Wastes

One of the important research fields of the recent years has been focused on the
antioxidants, which have a role in scavenging the free radicals that cause many disease
such as cancer, atherosclerosis, cataract, Parkinson’s disease and aging. Although there are
many researches show that black and green tea have antioxidant property, there is no
enough study showing the effect of their wastes on cellulare systems. The aim of this study
is to determine phenolic contents and compare antioxidant capacity of black, green tea and
their different wastes’ extracts on erythrocyte, erythrocyte membrane and unfraction
plasma. Samples used in the present study was provided tea factory in Rize. Total phenolic
contents of all extracts of tea samples were evaluated with Folin- Ciocalteau reagent as
catechin equivalent, the standard antioxidant. DPPH radical scavenging activities of the
extracts were measured by the Cuendet method comparing with catechin equivalent. Anti-
lipid oxidation activities of the extracts were determined with the Stocks method. Anti-
protein oxidation capacities of the extracts were estimated by modified Levine method by
comparing with catechin equivalent. Effects of samples on intracellular glutathione level
were investigated with Sedlak method. Parametres of the conjugated-dien in plasma were
analyzed by the method of Spranger. It was clearly observed that the phenolic content was
the most abundant in the green tea extract. Accordingly, the highest radical scavenging
activity, anti-lipid oxidation capacity, anti-protein oxidation activity, intracellular
glutathione level and the longest t-lag time were determineted in the green tea extract.
Consequently, green, black tea and their waste materials have different antioxidant
properties and it was shown that antioxidant capacity of green tea and its leaf waste were

higher than those of black tea.

Keywords: Green tea, Black Tea, Tea Wastes, TBARS, DPPH, Protein Carbonyl, Reduced

Glutathione, Plasma Conjuge Dien.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Serbest radikaller ve antioksidan sistemler son yillarda en ¢ok iizerinde durulan ve
arastirmalarin yogunlastig1 konular arasinda yer almaktadir. Serbest radikallerin hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklar1 reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel antioksidan
savunma mekanizmalarinin agikliga kavusmasi, bugiin bilinmeyen pek c¢ok klinik
durumlarin patogenezine agiklik getirecegi diistiniilmektedir [1].

Siirekli gelismekte olan teknoloji, olusan g¢evre kirliligi, sigara, ilaglar, glinesin UV
1sinlart ve pek ¢ok diger etken siirekli olarak cesitli toksik maddelerle karsi karsiya
kalmamiza neden olmaktadir. Bu etkiler kendini serbest radikal olusumuyla gosterir. Tiim
bu nedenlerden dolay:1 dis etkilerle olusan hastaliklar artmakta, genetik hastaliklarin da
cevresel etkilerle daha ¢ok belirginlesmesine neden olmaktadir. Bu hastaliklara ¢oziim
getirmek oncelikle bu hastaliklarin olusumunu engellemekle gergeklesebilir [2].

In vivo olarak hiicrede normal metabolizmanin iiriinleri seklinde aciga c¢ikan
radikaller oldugu kadar, organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tasiyan
ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri olusturabilen ksenobiyotiklere
maruz kaldigi durumlarda da meydana gelirler [3]. Canliligin devaminin zorunlu bir
parcasi olan oksijen radikalleri sayisiz enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar i¢in
gereklidirler. Ancak, her bir radikalin yapisi ve etkili oldugu yere gore hiicresel hedefler
risk altindadir [4].

Organizmada serbest radikal olusum hizi ile ortadan kaldirilma hizi arasinda
oksidatif denge saglandigi siirece organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Bu
zararl bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giiciinii asarsa bu denge bozulur ve
serbest radikallere bagli oksidatif stres ortaya ¢ikar [5].

Oksijen radikalleri endojen (mitokondriyal elektron transport zinciri, ksantin oksidaz,
siklooksijenaz, vs.) olarak {retilecegi gibi, disaridan ekzojen alinan ilaglar ve
ksenobiyotikler gibi maddeler tarafindan da olusabilirler [6]. Modern gidalar, yiiksek
seker, yag miktar1 yiiksek gidalar, alkol ve hatta yogun egzersizler de oksijen
kullanimindaki artisla beraber viicudumuzdaki serbest radikallerin miktarinin artmasina

neden olmaktadir. Serbest radikaller; membran yapilarinda bulunan fosfolipitlerin



doymamig yag asitlerini oksidasyona ugratarak membran biitlinliigiiniin bozulmasina ve
membran akigskanliginda degisime, proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonuna, capraz
baglarla agregasyonlarmma veya parcalanmalar1 suretiyle aktivite kaybina, karbohidrat
polimerlerinin yikilmasina, polisakkaritlerin fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olurlar
[7]. Eklemler aras1 kayganlastirict (lubrikant) 6zelligi olan hyaluronik asidin vizkositesinin
kaybolmasi buna bir 6rnektir. Ayrica oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol agabilirler ve
karsinogoneze sebep olabilirler ile reaksiyona girerek istenmeyen mutasyonlar
olusturabilirler [8]. Hirosima ve Nagazaki’ ye atilan bombalarin biiyiik biyolojik etkileri
bu mekanizmayla agiklanmaktadir. Serbest radikaller; bir¢cok hastalikla iligkili olmasi ve
bu hastaliklara eslik eden ¢esitli komplikasyonlarin ortaya ¢ikisinda merkezi rol oynamasi
dolayisiyla son yillarda arastirmacilarm ilgi alani haline gelmistir. Ozellikle viicutta olusan
oksijen radikallerinin kalp hastaliklari, Alzheimer, Parkinson, serebrovaskiiler
rahatsizliklar, ndrosensoriyel bozukluklar, katarakt ve romatoid artrit gibi bir¢ok hastalikta
rol oynadigi bilinmektedir [9]. Yaslanma siirecinde gozlenen cilt kirisiklari, bobrek
fonksiyonlarinda azalma ve bagisiklik sisteminde bozulma gibi belirtilerde serbest
radikaller esas faktor olarak diisiiniilmektedir [10].

Viicut kaynakli veya gevresel faktorler sonucu meydana gelen serbest radikalleri
etkisiz hale getirmede siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve peroksidaz gibi
enzimler, glutatyon ve vitaminler gibi hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona
girip onlar etkisiz hale getirerek pek ¢ok hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek
zincir reaksiyonlari engelleyen veya etkilerini azaltan endojen ve ekzojen kaynakli
antioksidan maddeler mevcuttur [11]. Son yillarda besin kimyasinin ve koruyucu tibbin
bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara karsi ilgisi artmistir. Bunun sebebi sentetik
antioksidanlarin kanserojenik etki gosterdiginin diisiniilmesidir. Dogal antioksidanlar ise,
insan organizmasi i¢in genellikle zararsiz olup yan etkileri bulunmamakla beraber canli
organizmalardaki savunma sisteminde oldugu kadar gida sanayisinde de onemli derecede
yararhdirlar [12]. Dogal antioksidanlarin biiyiik cogunlugu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok
polifenoller ve flavonoidler halinde bulunurlar [13].

Polifenoller veya flavonoidler 6zellikle cayda, meyve, sebze, findik ve ceviz gibi sert
kabuklu yemislerde, tohumlarda, bitkilerin sap kisminda ve ¢iceklerinde, sarapda ve balda
yaygin sekilde bulunmaktadir [14]. Cay yapraklarmin bilesimi klimatolojik, tiretimi ve
genetik faktorlere bagl olarak degismektedir. Yesil caym flavonoid igerigi yaklasik 160-
1500 mg/g kuru agirlik, siyah ¢ayin ise 120-1300 mg/g kuru agirlik araligindadir ve bu
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deger elma, seftali, liziim, portakal, greyfurt gibi antioksidan kapasitesi yliksek olan
meyvelerden daha fazla oldugu sdylenmektedir [15]. Cayin flavonoid muhtevast ve
antioksidan kapasitesinin incelenmesiyle ilgili birgok arastirma yapilmistir. Zeyuan ve
arkadaslar1 yesil ve siyah cayin eritrositler lizerinde antioksidan etkisini karsilastirmis ve
siyah ¢aymn daha etkin oldugunu tespit etmislerdir [16]. Langley-Evans, diyetle alinan
antioksidanlarin % 35-45’inin ¢ay flavonoidlerinden kaynaklandigini, demleme sirasinda
sicaklik arttikca deme gecen antioksidan miktarinin arttigini belirtmiglerdir [17]. Yen ve
arkadaslari, glinde ortalama 23 mg flavonoid alindigmi bunun % 48’inin ¢aydan
saglandigin1 belirtmislerdir [18]. Vinson ve Dabbagh, A.B.D’de giinliikk ¢ay tiiketiminin
kisi bagina 1 g/giin oldugunu boylece ¢ayla 200-300 mg/giin flavonoid alindigini, bu
miktarmin giinliik tavsiye edilen C ve E vitaminleriyle B-karotenin toplamindan (70
mg/glin) daha yliksek oldugunu bildirerek antioksidan kaynagi olarak cayin Onemini
vurgulamiglardir [19]. Yang ve Landau, 2000 ¢ay fenoliklerinin farelerde deri ve akciger
timori olusumunda, hiicre ¢ogalmasimi onlemekte, saf katesinlerin hiicre olusumu ve
biiylimesini inhibe ettigini gozlemislerdir [20]. Vinson ve Dabbagh, ile Langley ve
Evans’in yaptiklar1 ¢caligmaya gore yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan cayn, diisiik
yogunluklu kolesteroliin (LDL) oksidasyonunu geciktirdigi ve cay tiikketimiyle plazmadaki
antioksidan potansiyelin 6nemli derecede arttigini gostermistir [21].

Bilindigi lizere kuru ¢ay imalati sirasinda bir miktar da ¢ay atig1 ortaya ¢ikmaktadir.
Ulkemizde yetistirilen yas caym genetik yapisindan kaynaklanan nedenlerden dolay
seliiloz orani yiiksek oldugu i¢in imalat sonras1 ortaya ¢ikan atik miktari da artmaktadir.
Yas cay fabrikalarinin ortaya c¢ikan bu atiklari c¢evreye zarar vermeden imha etme
konusunda zaman zaman sikinti yasadiklar1 bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda bu
atiklar genel olarak buhar kazanlarinda yakilarak veya fabrika sahalarinda ciiriitiilerek
tireticilere dagitilmak suretiyle imha edildigi belirlenmistir. Bu sekilde atiklar ekonomik
olarak hicbir sekilde degerlendirilmeden imha edilmis olmaktadir.

Cay atiklarinin degerlendirilerek ekonomiye kazandirilmasi amaciyla iilkemizde ve
yurt disinda bir¢ok bilimsel aragtirma yapilmaktadir. Son zamanlarda ¢ay atik 6ziitlerinin
banyo suyu ile kullaniminin cilt saghg: ile iliskisini aciklayan c¢aligmalar oldugu gibi
onlarin hiicresel ortamda etkinliklerini ortaya koyan aragtirmalar da giderek artmaktadir.
Ayrica Hindistan’da fabrika cay atiklarmin ve kafeini alinmis ¢ay atiklarinin hem

kiigiikbas hem de biiyiik bas hayvan ciftliklerinde yem olarak kullanilmakta ancak bu



konuda c¢ok fazla veri mevcut degildir. Yapilan literatiir taramalarinda ¢ay atiklarinin bu ve
bunun gibi bir¢ok amagla kullanilabilecegine dair bilgiler mevcuttur.

Bu calismada, Rize’de yetisen ve Taglhidere Cay Fabrikasindan alinan yesil cay ve
Zihni Derin Cay Fabrikasindan alinan siyah ¢ay ve bunlarin farkli kisimlarmin iretim
asamasinda ortaya c¢ikan ve higbir katma deger olusturmadan imha edilen ¢ay atiklarinin
lipit, protein oksidasyonuna etkisi ve hiicre i¢i indirgeme potansiyeline olan antioksidan

etkileri arastirilmastir.

1.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirhigr diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olup bu yapisal 6zellikleri nedeni
ile eslenmemis elektronlarini diger bir molekiile verebilen veya kendi elektronlarini
eslemek tizere baska bir molekiilden elektron alan reaktif bilesiklerdir [22, 23, 24, 25].
Ancak Fe**, Cu®, Mn?* ve Mo>* gibi gecis metalleri de ortaklanmamus elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda
onemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya
elektriksel olarak notral olabilirler. NO (nitrik oksit), Nitrik dioksit (NO;) gibi bilesiklerde
dis orbitalde tek elektron bulundugundan bu bilesikler de radikal yapisindadirlar [26].

Viicudumuzda dengede olan oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki
diizenlemenin oksidan sistem lehine bozulmasina “oksidatif stres” denilmektedir.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler; parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda
kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole
radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara, solventler gibi gevresel
faktorler, nitofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar,
alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapict maddeler iken endojen kaynaklar ise; fagositik
hiicreler (monosit ve makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve endotelyal hiicreler gibi
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan
enzimler mitokondrial elektron transport zinciri, otooksidasyon reaksiyonlar1 gibi hiicresel
olaylardir [27, 28, 29].

Kuantum kimyasina gore bir bagin yapisina ancak iki elektron girebilir. Ayrica bu iki

elektronun ters spinli olmas1 gerekir. Yani elektronlardan biri saat yoniinde donerken digeri



tersi yonde doner. Bu sekilde bir araya gelmis elektron ¢iftleri olduk¢a kararlidir ve insan
viicudunda neredeyse tiim elektronlar elektron ¢ifti halinde bulunur [30].

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijen kaynakli olanlaridir. Bu
radikaller, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda tek elektron aktarmasi sonucunda olusan;
oksijenin kendisi (singlet oksijen), sliperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlari

ve hidroksil radikalidir [31]. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik

oksit (NO), peroksinitrit (ONOO ), lipitlerin peroksidasyonu sirasinda olusan peroksi
(ROO), ve karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCl;) metabolizmasi sirasinda olusan

triklormetil (CClg) radikalidir [32, 33].

Tablo 1. Oksijenden ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirleri

TUR ADI TUR ADI
0, Singlet Oksijen NO Nitrik oksit
Oy Stiperoksit NOy Nitrojen dioksit
H.0, Hidrojen Peroksit NO," Nitril katyonu
OH~ Hidroksil radikali NO Nitroksil
ROO Peroksi radikali NO* Nitrozil
ROOH Hidroperoksit ONOO Peroksinitrit
RO Alkoksil radikali ONOO Peroksinitrit radikali
ROOR Endoperoksit N2O3 Dinitrojen trioksit
HO, Hidroperoksi N204 Dinitrojen tetraoksit

radikali

1.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri hidroksil radikali, peroksi radikali, singlet oksijen radikali,
peroksinitrit ve hidrojen peroksit olup bu radikaller oksijenli solunum metabolizmasi
esnasinda olusurlar. Bu radikallerin yarilanma omiirleri birka¢ mili saniye ile dakikalar
hatta saatler arasinda degismektedir [34].

Molekiiler oksijen, aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle
hayati bir dneme sahiptir. Molekiiler oksijenin toksik etkisi yoktur ancak aerobik hiicre
metabolizmasi sirasinda molekiiler oksijen, serbest oksijen radikallerine dontisiir. Ayrica

enzim reaksiyonlar1 da ROT olusumuna neden olmaktadir [35]. Ornegin nitrojen



fiksasyonunu Kkatalizleyen nitrojenaz enzimleri ve CO; fiksasyonunu katalizleyen ribiiloz

bifosfat karboksilaz oksijen tarafindan kompetetif olarak inhibe edilir [36].

O Asjinin
|
03 NO
Siperolisit
disrmutaz
E atalar ¥
.0 — H:O: sl1Nelel
\ H+
E-ray !
“OH OH+ MO
LoD - L. == LH

Sekil 1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu

1.2.1.1. Singlet Oksijen

Singlet oksijen  (*O5), molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmig formu olup
biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari sirasinda olugmaktadir. OKsijenin enerjitik
olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Thtiva ettigi yiiksek enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene donebilir veya kovalent
tepkimelere girer. Singlet oksijenin yarilanma Omrii 10® ile 10° saniye arasinda olup

karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir [35].

1.2.1.2. Siiperoksit Radikali
Siiperoksit radikali (O2") hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Gegis metallerinin otooksidasyonu da

stiperoksit radikali meydana getirebilir.

O, + e_ — Oz._
Fe?+ 0, > Fe™ + 0,
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Cu™ +0, - Cu”?+ 0,
Stiperoksit radikali, yliksek katalitik etkiye sahip siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan

katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir [5].

1.2.1.3. Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron
almas1 veya stliperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii, iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,02) meydana getirir [37].
0, +e +2H" — Hy0,
0, +2e +2H" — H,0;
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi stiperoksitin dismutasyonu ile
olur.
20, +2H" — H,0,+ 0,

1.2.1.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
birgok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirict radyasyonun (x-1sinlar1)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmast sonucunda olusabildigi gibi hidrojen
peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de
olusabilmektedir [38].

H-O-H— H +OH"

Ayrica hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikali

olusturur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss” reaksiyonu ad1 verilir [39].
H,0, + O;" + H" — OH™ + H,0 + O,

Bunun yaninda 02'_ dogrudan Fe*? ile reaksiyona girer ve olusan Fe*? ile H,0,

etkileserek OH' molekiilii olusur. Bu reaksiyona da Fenton Reaksiyonu adi verilir [40].
Fe*+ 0, — Fe'?+ 0,
Fe*?+ H,0, — Fe'® + OH™ + OH *

Bazen de H,0, ile Fe' nin etkilesimi OH " n olusumu ile sonuclanmayip FeO*?
(ferro demir) molekiiliine doniisiim ile sonuglanabilmektedir. Buna Alternatif Reaksiyon
adi verilir.

H,0, + Fe*? — FeO** + H,0
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Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak yeni radikallerin olusumuna sebep olur.
R-SH+ OH" — RS" + H;
—CH,—+ OH" —» —CH" + H,0

1.2.1.5. Perhidroksil Radikali
Perhidroksil radikali (HO), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla meydana gelir
[41].
0, "+H" — HO,'
Biyolojik sistemlerde HO," radikali O, * den daha az polardir. Biyolojik zarlardan
kolayca gecebilir ve yag asitlerine dogrudan etki edebilir ve lipit peroksitlerini olusturur

[42].

1.2.2. Nitrik Oksit Radikali

Nitrik Oksit(NO), hiicrenin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan gaz halinde ve
¢oziinebilir bir serbest radikaldir. Ileri derecede lipofilik olmasindan dolayr lipit
peroksidasyonu baslaticisidir. Endotel tiirevi gevsetici faktorle esdegerdir ve damar diiz
kas hiicrelerinin gevsemesi i¢in temel sinyal olusturur. Nitrik Oksit Sentetaz enzimiyle

oksijen varliginda L-arjininden meydana gelir [43].

- NOS — i .
L-Arjinin + O, NADPH™ Sitrulin + Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), ayn1 zamanda bir norotransmitter olarak gérev yapar. Sinir veya
endotel hiicrelerinde yapisal nitrik oksit sentetazlarin kisa siireli aktivasyonundan once
salinan az miktarda NO’in sirasiyla norotransmisyona ve damar tonusunun diizenlenmesi
gibi eylemlere istirak ettigi diisiiniilmektedir. NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli
fizyolojik islevlerde rol oynamaktadir: kan akiminin regiilasyonu, nérotransmisyon,
inflamasyon ve immiin savunma mekanizmasi, koagiilasyon ve muhtemelen hiicre
biiylimesi. NO ayn1 zamanda bagisiklik, sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistemin de bir
mesajcisidir.

Ancak asir1 ve kontrolsiiz nitrik oksit sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. Nitrik
oksitin, iizerinde yiikk tagimamasit ve ¢iftlenmemis elektron bulundurmasi, hiicreden

hiicreye hicbir engelle karsilagmadan kolaylikla gegmesi demektir ve bu da hiicrelere



onemli Ol¢iide harabiyet verir. NO, bu oOzellikleri ile ¢ok ideal bir fizyolojik haberci

molekiilii olma 6zelligi tasir [44].

1.2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat
lipitler en hassas olanlaridirlar. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek oksidasyon iiriinleri olustururlar.
Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit oksidasyonu olarak bilinir ve oldukca
zararhdir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit
oksidasyonu ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir. Lipit oksidasyonu
¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak
reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece bir¢ok hastaliga ve
doku hasarina neden olur [45].

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere
yol acar. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gegerek ve hiicre gekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve
hatta hiicre 6liimiine yol acabilir. Bu yiizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar
gorebilen 6nemli bir hedeftir(Tablo 2).

Proteinler serbest radikal etkisine karst doymamis yag asitlerinden daha az
hassastirlar ve baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha
azdir. Proteinler iizerinde olan serbest radikal hasar1 birikmigse ya da belirgin proteinlerin

spesifik bolgesi iizerinde yogunlagsmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararl etki yapar.



Tablo 2. Hicrelerdeki serbest radikal hedefleri

HEDEF SONUC

Kiiciik Molekiiller

Doymamig ve tiyol iceren Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglarin olusumu,
aminoasitler enzim inhibisyonu

Niikleik asitler Hiicre siklus degisimi

Kofaktorler Nikotinamit ve flavin igeren Kkofaktorlerde ve

aktivitelerinde azalma
Norotransmitterler Serotonin ve epinefrin gibi nodrotransmitlerde ve

aktivitelerinde azalma

Antioksidanlar E vitamini ve beta karoten miktarinda azalma
Biiyiik Molekiiller

Lipitler Hiicre membran yapisindaki degisiklikler
Proteinler Peptit zincirinde kopma, denatiirasyon

DNA Zincir kopmasi, mutasyonlar

Hyaluronik asit Sinoviyal s1v1 vizkozitesinde degisiklik

Serbest radikallerin  karbonhidratlar iizerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelirler. Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser

ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar [46].

|
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Lipid peroksidasyonu

Sekil 2. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri
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Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek c¢ok hastaligin olusabildigi
diistiniilmektedir. Viicudumuz serbest radikalleri taniyan ve etkisiz hale getiren bir sisteme

sahiptir. Bu sistem, ‘antioksidan savunma sistemi’ olarak bilinir.

1.3. Lipit Oksidasyonu Hakkinda Genel Bilgi

Lipit oksidasyonu, zar fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve bdylece zar lipit yapisini degistirerek hiicre yapi ve
fonksiyonlarini bozan bir olaydir [47].

Lipit oksidasyonu kimyasal bir proses olup serbest radikallerin membrandaki
doymamis yag asitlerini etkilemesi ile baslar [48]. Lipit oksidasyonu bir zincir tepkimesi
seklinde baslayip, daha ileri oksidasyonu baglatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz bir
kaynak olusturur. Kendi kendini devam ettiren bu zincir reaksiyonlarin hiicre membranina
hasar1 geri doniistimsiizdiir. Zincir reaksiyonlarinin tamami Sekil 3’te 6zetlenmistir [49].

a) Baglama
RH +0,”— > R + HOO' RH: Coklu Doymamis Yag Asidi

R’ : Serbest Radikal
RH—— R +H

ROO" : Peroksil Radikali
b) Yayilma ROOH : Hidroperoksit
R+0, — > ROO HOO " : Hidroperoksil Radikali

ROO + RH —> ROOH + R

c) Sonlanma
R+R —> R-R
ROO '+ R* —> ROOR

Sekil 3. Lipit oksidasyon zincir reaksiyonlari

1.3.1. Lipit Oksidasyonunun Kimyasal Siireci

Coklu doymamus yag asitleri oksidasyona kolaylikla maruz kalabilen yapilardir. Lipit
oksidasyonu tepkimeleri serbest radikallerin ¢cok doymamis yag asidi zincirinin a-metilen
gruplarindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile baslamaktadir. Uzaklasan hidrojen atomu
sebebiyle karbon atomu iizerinde ortaklasmamis bir adet elektron kalir ki bu da yag asidi
zincirinin radikal olmasina neden olur. Olusan lipit radikali kararsiz bir bilesiktir. Molekdil

stabil duruma gelebilmek i¢in molekil i¢i baglarinm1 tekrar diizenler ve konjugedien
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yapisina doniisiir. Reaksiyon molekiiler oksijenin lipit radikali ile etkilesmesi ve lipit
peroksil radikalinin olugsmasiyla devam eder. Lipit peroksil radikali, membran yapisinda
bulunan diger ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasma yol acgarken, kendisi de agiga c¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipit
hidroperoksite doniismiis olur. Boylece tek bir substrat radikal diger yag asitlerini
tetikleyerek birden c¢ok lipit hidroperoksit olugmasma sebebiyet verir. Bu tetikleme
olaymnin ne zaman sona erecegi ortamda bulunan oksijen ve antioksidan miktarina baghdir.
Hidroperoksitler oldukg¢a stabil molekiiller olup yapilar1 ancak yiiksek sicaklikla veya
demir, bakir gibi gegis metallerine maruz kalmakla bozulabilir [50].

Lipit oksidasyonu, lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile etan,
pentan gibi ugucu gazlara donilismesi ile son bulur. Olusan son iiriinlerden birisi de kan
plazmasinda kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres dl¢limlerinde kullanilan MDA
molekiiliidiir [51].
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Sekil 4. Lipit oksidasyonunun kimyasal yolu

1.3.2. Lipit Oksidasyonunun Patolojik Etkileri

Lipit oksidasyonu tepkimeleri sonucunda basta aldehitler olmak iizere ¢ok sayida

irlin olusmaktadir. Olusan bu aldehitler oksidatif hasar1 artirmaktadirlar.

oksidasyonunun basglica {iriinii olan MDA uzun 6mrii ve yiiksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve

disindaki protein, niikleik asit gibi bir¢ok biyomolekiile etki ederek geri doniisiimi

miimkiin olmayan hasarlara yol agmaktadir. Bunun yaninda membran akiciliginin
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azalmasina, membran fonksiyonlarinin yavaslamasina, membran reseptor ve enzimlerinin
inaktive olmasima ve Ca*? iyonlarmin zar gegislerinin artmasina neden olmaktadir [52].

Dokularda MDA seviyesinin artmasi koroner arter hastaligina akciger kanseri ile
diger akciger hastaliklarina, DNA’ya baglanarak mutasyonlara ve iltihaplanmalara yol
actig1 bildirilmektedir [53].

1.4. Protein Oksidasyonu Hakkinda Genel Bilgi

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
trtinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir [54]. Protein oksidasyonun
biyokimyasal sonuglart enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarmnin kaybi,
protein agregasyonu, reseptor araciligi ile endositozun bozulmasi, immunojen aktivitedeki
artig, gen transkripsiyonundaki degisimler olarak siralanir [55]. Reaktif tiirevler tarafindan
proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bircok bozukluk ve hastaliklarin ciddi bir sekilde
ilerlemesine yol acar (Tablo 3). Bu hastaliklar katarakt olusumu, kronik bobrek yetmezligi,
iskemi ve reperfiizyon hasari, Parkinson, Alzheimer, romatoid artrit, sepsis, amiyotrofik
lateral skleroz gibi hastaliklardir [56].

Tablo 3. Biyolojik dokularda bulunan oksidatif protein degisim formlari

DEGISIiM HASTALIK
Karboniller
Glutamin Sentaz Yaglanma, Alzeimer, iskemi-reperfiizyon
IgG Romatoid artrit
Akciger Proteinleri Hiperoksia
Beyin Proteinleri Iskemi-reperfiizyon
Goz- lens Proteinleri Katarakt
Tanimlanmamis Proteinler Yaglanma, Parkinson hastalig1

Metionin siilfoksit
a-1-proteinaz inhibitorii Bronsit akciger sivilari, sinoviyal sivilar

Lipit oksidasyon kahntilar

LDL Aterosklerozis
Glutatyon (SH oksidasyonu)

Karbonik anhidraz 111 Yaglanma

Kas proteinleri Kas bozuklugu
Tanmimlanmamus proteinler Aktive monositler
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1.4.1. Protein Oksidasyonun Temel Mekanizmalar:

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica molekiiler mekanizmalar;
Protein karbonil olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu
Protein tiyol gruplarinin (P-SH) kayb1 [57].
Nitrotirozin (NT) olusumu [58, 59].

A e

Ileri oksidasyon protein iiriinlerinin olusumu olarak siralanir [60, 61].

1.4.2. Protein Fragmentasyonu ve Karbonil Tiirevlerinin Olusumu

Protein oksidasyonu temel olarak hidroksil radikali (OH™") ile baglar. Oksidasyon
stirecinde O, ile birlikte, siiperoksit anyon radikali (O, °), ve siiperoksit radikalinin
protonlanmis formu olan hidroperoksil (HO;")’in varligi da gereklidir. Bu reaktif oksijen
tiirevleri aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin
olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden
olur.

Protein karbonil tiirevlerin olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari
aminoasitlerin  a-karbon  atomlarinin  veya R yan  zincirlerinin  oksidatif
modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlar: takiben meydana gelen reaktif oksijen aracili
peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusmaktadir [62].

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin,
arjinin, lizin, sistein ve glisin gibi ¢cok sayida aminoasit bakiyesinde ve proteinlerin peptit
omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak protein karbonil iiriinleri meydana gelir
[63].
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Sekil 5. Protein oksidasyonu sonucu ¢apraz baglarin olusumu

Polipeptit omurgasindaki o-karbon atomundan OH'™ radikali ile a-Hidrojen
atomunun ¢ikarilmas:t sonucunda aminoasit kalintis1i karbon merkezli radikal haline
dontisiir (Sekil 5, Reaksiyon c¢). Bu reaksiyona yol agan OH ' radikali suyun radyolizinden
(x ve y 1sinlari ile olusan) veya H,O,’ in metal katalizli yikimindan agiga ¢ikar (Reaksiyon
a ve b). Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona
girerek (Reaksiyon d) daha sonra alkil peroksidi verecek olan alkilperoksil radikal ara
triininii olusturur. Alkil peroksit, alkoksil radikali (Reaksiyon h) ftizerinden hidroksi
protein tiirevini verir (Reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarmmn ¢ogunda Fe*? ve Cu*
varliginda HO,™ ile etkilesim dnem tasir (Reaksiyon e,g,i). Bu metabolik yolda olusan
alkil, alkilperoksil ve alkoksil radikal ara iiriinleri ayn1 veya farkli protein molekiiliindeki R
yan zincirleri ile yan reaksiyonlar etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna
neden olur. Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukaridaki reaksiyonlar
tekrarlanir. Oksijen yoklugunda (Reaksiyon d) gergeklesmez. Olusan karbon merkezli
radikal diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek protein- protein capraz baglarinin
olusumuna yol acar.

Alkoksil radikalinin olusumu (Reaksiyon h ve g) peptit baglarinin diamit veya a-

amidasyon metabolik yollar1 ile ayrilmasina sebep olur. Diamid metabolik yolu ile ayrilma
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sonucunda, diamid ve izosiyanat yapisi, a-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a

Ketoacil yapisina sahip peptit parcaciklari olugur. Diamit ve a-amidasyon metabolik yollar1

disinda polipeptit zincirinin serbest radikal araciligi ile ayrilmasi; prolin, glutamil ve

aspartil rezidiilerinin oksidasyonu yolu ile de ger¢eklesebilmektedir [58, 63].

Tablo 4. Oksidasyona yakin olan aminoasitler ve oksidasyon liriinleri

AMINOASIT OKSIDASYON URUNLERI

Sistein Disiilfitler, sisteik asit

Metionin Metionin siilfoksit, metionin siilfon

Triptofan 2,4, 5, 6 ve 7- hidroksitriptofan, nitrotriptofan,
kiniirenin, formil ve hiroksi kiniirenin

Fenilalanin 2,3-dihidroksifenilalanin, 2,-3,- ve 4
hidroksifenilalanin

Tirozin 3,4- didihidroksifenilalanin, tirozintirozin
Capraz baglari, try-0-tyr capraz bagl
nitrotirozin

Histidin asparagin, aspartik asit

Arginin Glutamik semialdehit, aminovalerik asit

Lizin Lizin hidroperoksitleri ve a- aminoadipik
semialdehit

Glisin Aminovalerik asit

Prolin 2-pirrolidon, 4- ve 5-hidroksiprolin,
piroglutamik asit, glutamik semialdehit

Valin Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Losin Losin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, a-
ketoizokaproik asit, izovalerik asit ve aldehit

Izolosin izol6sin hidroperoksitleri

Treonin 2-amino-3-ketobiitirik asit

Glutamik asit Okzalik asit, pirtivik asit

1.5. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar, oksidatif hasara karsi molekiillerinin oksidasyonunu geciktiren,

temizleyen veya engelleyen molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Organizmalardaki lipit,
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protein, niikleik asit ve karbohidratlar gibi diger molekiiller oksidatif hasar i¢in hedef
durumundadir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki dengenin
korunamadig1 durumlarda, hiicre hasar1 ve 6liimiine kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik
meydana gelmektedir. Organizmada antioksidan mekanizmalar pro-oksidan maddelere
karst koruyucu olarak bulunmaktadir. Bunlar zararli oksidanlari ortadan kaldirir veya in
vivo olarak reaktif oksijen tiirii tarafindan olusturulan hasari onarir [64].

Antioksidanlar etki mekanizmalarina gore 4 gruba ayrilirlar:

1. Sipiiriicii etki gosterenler; yeni radikal olusumunu engeller ve olusan radikalleri
daha az zararli hale getirirler. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, ferritin ve
seruloplazmin gibi metal baglayici proteinler bu tiir etkiye ornektir.

2. Giderici etki gosterenler; Oksidanlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini inhibe
ederler. B karoten, vitamin C ve vitamin E bu tiir etkiye 6rnektir.

3. Zincir kiricr etki gosterenler; Zincirleme olarak devam etmekte olan reaksiyonlari
belli asamalarda kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek olarak, iirik asit,
bilirubin ve albiimin verilebilir.

4. Onarict etki gosterenler; Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin siilfoksit
rediiktaz sayilabilir.

Antioksidanlar kaynaklarma gore ekzojen ve endojen antioksidanlar olarak

gruplandirilabilir ve bunlar Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Ekzojen ve Endojen kaynakli antioksidanlarin siniflandirilmasi

Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar Endojen Kaynakh Antioksidanlar
Yiyeceklerdeki dogal antioksidanlar Enzimler

Vitamin A Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
B-karoten Stiperoksit dismutaz

Vitamin C Katalaz

Vitamin E Glutatyon peroksidaz

Glutatyon-S-transferaz
Hidroperoksidaz

Antioksidan yiyecek aditifleri Enzim olmayanlar

Biitile hidroksitoluen (BHT) a. Lipit fazda bulunanlar

Biitile hidroksianizol (BHA) B-karoten, a-tokoferol

Etoksikin b. Sivi fazda bulunanlar(hiicre sitozolii veya kan
Sodyum benzoat plazmasinda)

Propil galat Glutatyon, melatonin, sitokinler, iirat, sistein,
Fe-siiperoksitdismutaz (bakteriyel) seruloplazmin, transferrin, miyoglobin,

hemoglobin, ferritin, metionin, albiimin,

bilirubin

1.5.1.Endojen Kaynakh Antioksidanlar

1.5.1.1. Endojen Kaynakh Enzimatik Antioksidanlar

Endojen kaynakli enzimatik antioksidanlara Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon
Peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT), Glutatyon Rediiktaz (GR) gibi enzimler 6rnek
verilebilir.

SOD (EC 1.15.1.1), siiperoksidan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
donilistimiintii katalizleyen enzimdir. Daha once bulundugu dokuya gore bakir iceren
protein manasina gelen eritrocuprein, serebro cuprein gibi isimlerle anilan enzim ilk kez
1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan adlandirilmistir. Bu enzim subselliiler

kompartmanlarda siiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir role sahiptir.
. . SOD
20,"+2H — H,0,+ 0,

SOD sayesinde, spontan olarak gerceklesen bu reaksiyon 400 kat hizlandirilir ve

reaksiyon difiizyon hizinda yiiriir. Insanda SOD’ un iki tipi bulunmaktadir. Sitozolde
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bulunan dimerik Cu-Zn ihtiva eden CuZn-SOD ile mitokondride bulunan tetramerik Mn
ihtiva eden Mn SOD’diir. Genel olarak hiicrelerde en bol bulunan sitozolik form olan
CuzZn-SOD’diir. CuZn-SOD enziminin baslica fonksiyonu, oksijeni metabolize eden
hiicrelerde meydana gelen siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi hiicreyi
korumaktir. Boylece lipit oksidasyonunu inhibe eder. SOD izoenzimlerinin doku ve
organellerdeki dagilist buralarda oksijenin kismi basincindaki artisga  baghdir.
Mitokondrilerde bulunan Mn-SOD bakterilerde de bulunmaktadir ve aralarinda yapisal
benzerlik vardir. Bakterilerde ayrica Fe ihtiva eden SOD da tespit edilmistir [65].
Glutatyon peroksidaz GSH-Px (Glutatyon: H,O, okside rediiktaz EC: 1.11.1.9)
molekiil agirligr 85000 dalton olan, tetramerik dort selenyum atomu ihtiva eden sitozolik
bir enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlarla hidrojen peroksidi suya indirgerken

hidroperoksitlerin de daha etkisiz bilesiklere doniistimiinii katalizler.

GSH-P
H,0, + 2GSH —~ "% GSSG + 2H,0

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

GSH-Px 16kositlerde de énemli fonksiyona sahiptir. Ozellikle fagositik hiicrelerde
oksidatif yikim sonucu olusan hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesinde rol oynar. GSH-
Px aktivitesi diislik fagositlerde ortama H,O, saliimini artirmaktadir. Eritrositlerde de
GSH-Px hiicreyi H,O,’nin tesirinden koruyan en onemli antioksidan enzimdir. GSH-PX
yaslilarda ve Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, yashlar ve
hipertansiyonlu sahislarin 16kositlerinde ise diisiik oldugu ileri siiriilmektedir [66].

Katalaz (H,O, oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.6) dort hem grubu ihtiva eden bir

enzimdir. Hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalar.

CAT
2H,0 ——=2H,0+0,

CAT, GSH-Px ‘den farkli olarak daha ¢ok peroksizomlarda lokalize olmustur. CAT
basta karaciger olmak iizere viicutta ¢esitli doku ve organlarda bol miktarda bulunur. GSH-
Px disik H0, konsantrasyonlarinda aktif iken CAT daha ¢ok yiiksek H,0,
konsantrasyonlarinda aktif hale gelir. Ayrica CAT daha ¢ok H,O, etilhidroperoksit,
metilhidroperoksit gibi kiiciik molekiilleri substrat olarak kullanir. Lipit peroksitlerine ise
etki etmez. Dolayisiyla lipit oksidasyonu basladiginda lipit hidroperoksitler meydana
geldikten sonra CAT antioksidan aktivitede etkisiz kalir. Katalaz insan eritrositlerinde

yiiksek konsantrasyonda sitozolde ¢oziinmiis halde bulunur [67].
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Glutatyon Rediiktaz (NADPH: okside glutatyon oksidorediiktaz, E.C: 1.6.4.2) okside
glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. Molekiil agirligi 104.800
olan enzim dimerik yapidadir. Koenzimi NADP ve prostetik grubu FAD’dur.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + 2NADP + 2H* 2GSH + NADP

GR, reaksiyonuyla rediikte glutatyon rejenerasyonunu saglar. Fizyolojik sartlarda
reaksiyon tek yonliidiir ve bu sekilde GSH/ GSSG oran1 (1/500) yiiksek tutulur. GSH ise
tim hiicrelerde en bol bulunan protein dis1 tiyoldiir ve hiicre metabolizmasinda, bazi
bilesiklerin transportunda hiicre korunmasinda rol alir. Emzimin NADPH’a olan afinitesi
NADH’ a kars1 olandan 60 kat fazladir. Koenzim olarak kullanilan rediikte NADPH’lar ise
pentoz monofosfat metabolik yolunda iiretilir. Bu yolun anahtar enzimi ise glukoz-6-fosfat
dehidrogenazdir. Dolayisiyla antioksidan savunma sisteminde GR ile birlikte bu enzimin
de 6nemli rolii ardir. GR, sitozol ve mitokondrilerde bulunur. GR, glutatyon peroksidaz ile
birlikte hiicre icinde glutatyon redoks dongiisii  yoluyla hidroperoksitlerin
uzaklastirilmasinda rol alir. Dokularda GSH konsantrasyonu ve GR aktivitesinin
yaslanmayla azaldigi gosterilmistir. Alyuvarlarda GR eksikligi daha ¢ok riboflavin
eksikligine bagl olarak goriilmiistiir. Bu durumda enzim FAD ile 6n inkiibasyona tabi
tutulursa gercek aktivitesi ortaya ¢ikar. Biskloronitrozoiire, glutatyon rediiktazin spesifik

inhibitoridir [68].

1.5.1.2. Endojen Kaynakh Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Endojen kaynakli olup da enzimatik olmayan antioksidanlara glutatyon, askorbik
asit, melatonin, irat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, myoglobin,
hemoglobin, ferritin, metionin, albiimin, bilirubin 6rnek verilebilir.

Glutatyon (GSH), viicudun bir¢ok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidan ajanlara karsi koruyan bir tripeptitdir. Tabiatta yaygin bir sekilde
bulunan bu siilflirlii bilesik 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmis ve glutamil-
sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu zannedilmistir. Ancak 1929 yilinda kristal halde elde
edildikten sonra yapisinin tri-peptit oldugu anlasilmis ve 1935 yilinda &-L-glutamil-L-
sisteinil-glisin halinde sentezlenmistir. GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (0,1 — 10 mM). Glutatyon disiilfid (GSSG), GSH’deki
sisteinin tiyol grubunun oksidasyonu ile olusmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’ 1n iigte bire

yakin miktar1 disiilfid seklinde ve tiyol grubu igeren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile
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beraber bulunur. GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda,
metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale
dontstiirilmesinde ve serbest radikallerin olast hasarlarinin  6nlenmesinde gorev

yapmaktadir [69]. Glutatyonun molekiil yapisi Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. Glutatyonun yapisi

GSH’ deki en aktif grup tiyol grubudur. GSH’daki tiyol grubunun oksitlenmesi ile
olusan GSSG, antioksidan o6zelligini kaybeder. Tiyol grubunun asitligi GSH’1 kendi

anyonu (RS-) ile sulu ¢ozeltilerde kuvvetlice reaksiyon vermesine sebep olur. Reaksiyonun
olusma siklig1 ortam pH ‘sinin artis1 ile dogru orantilidir.

Melatonin (Ci3H16N202), HO ’ni temizleyen giiclii bir antioksidandir. Giiniimiize
kadar bilinen antioksidanlarin en giigliisii olarak kabul edilmektedir. Melatonin, HO" ile
reaksiyona girdikten sonra bir indolilkatyon radikaline doniisiir ki, bu da ortamdaki Oy~
tutarak antioksidan etki gosterir. Lipofilik bir madde oldugu igin kan-beyin bariyeri de
dahil bir¢ok kompartmana girerek genis bir antioksidan aktivite gosterir ki, bu 6zellik diger
antioksidanlara kars1 bir istiinliiktiir. Melatoninin diger bazi antioksidanlar gibi prooksidan
etkisi yoktur. Yaslanma ile birlikte melatonin de azaldigi i¢in yaslanma ve yaslanmaya
bagli baz1 hastaliklarin patojenezinde 6nemli rolii olabilecegi bildirilmistir. Sonug¢ olarak
Sekil 7’de verilen melatoninin klinik agidan etkili bir antioksidan ve dolayisiyla

antikanserojen olduguna inanilmaktadir [69].
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Sekil 7. Melatoninin kimyasal yapisi

Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasardan
korumasi1 bakimindan benzerlerine gore ¢ok daha iistiin bir 6zellik kazandirr.

Insan dokular iirat oksidaz icermez. Bu yiizden piirin metabolizmasinda son iiriin
olarak olusan trik asit birikir. Sekil 8’de verilen irik asit, 102, peroksil radikalleri, HO"
ozon ve HOCI igin gii¢li bir temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Japon arastirmacilar lipit oksidasyonunun {irik asitle Onlendigini
bildirmislerdir [69].
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Sekil 8. Urik asidin kimyasal yapisi

Seruloplazmin, ferro demiri (Fe*?) ferri demire (Fe™®) yiikseltgeyerek Fenton
reaksiyonunu boylece hidroksil radikali olusumunu 6nler [69].

Albumin, 6nemli bir hiicre dig1 antioksidandir. Lipit oksidasyon olusumunu 6nler ve
HOCI toplayicisidir.

Sitokinler basta katalaz olmak {izere antioksidan enzimleri aktive ederler. Fakat
proteolitik enzimleri de aktive ettiklerinden dolay1 zararli olabilirler [69].

Bilurubin yiiksek diizeyde doku toksini olmasina ragmen, siiperoksit ve hidroksil

radikallerini temizler.

1.5.2. Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar
Ekzojen kaynakl antioksidanlara A, C, E vitaminleri ve diyetle aldigimiz fenolik

bilesikler 6rnek olarak verilebilir.
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Vitamin A (B-Karoten): Yagda eriyen vitaminlerden ilk bulunanidir. A vitamininin
metabolik 6n maddesi olan B-karoten son derece giiglii singlet O, temizleyicisi olup ayrica
hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon verip lipit
peroksidasyonu zincir reaksiyonunu Onleyebilir. Sekil 9’da verilen A vitamini oksijen
etkisi ile kolayca oksitlenir. Gorme, iireme, biiylime, epitel hiicre saglamliginda rol oynar
[69].

H;C
CH,

OH

NN N

CH CHj
CH, 3

Sekil 9. A vitamininin molekiil yapis1

C vitamini kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Suda eriyen vitaminlerden
olan askorbik asit 6zelligi yesil renkli taze sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda
bulunur. Ince barsaktan kolayca emilir. Isitilmaya dayaniksiz olup dondurulmaya ise

dayaniklidir. Plazma konsantrasyonu 0.5-1.5 mg/dL kadardir.

Sekil 10. C vitamininin molekiil yapis1

C vitamini organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar. Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan askobik asit, semihidroaskorbat
radikal ara tiriinii lizerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur. Giiglii indirgeyici
aktivitesinden dolayr aynmi zamanda giiclii bir antioksidandir. O," ve HO" lle kolayca
reaksiyona girerek onlari temizler. Semidehidroaskorbat da antioksidan etki gosterir. C
vitamininin; bitkisel ve hayvansal yaglari, balik, margarin ve siit gibi yag ihtiva eden
yiyecekleri oksidatif bozulmaya kars1 korudugu bilinmektedir [70].

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak 1922 yilinda izole edilmistir ve a, v, B,

0 olarak adlandirilan dort tokoferol karisimidir. a-tokoferol dogal dagilimi en genis ve
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biyolojik aktivitesi en fazla olandir. Antioksidan etkisi en fazla olan o-tokoferol’diir.

Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif

kismin1 olusturur. E vitamininin molekiil yapis1 Sekil 11°de verilmistir [71].
R3

Sekil 11. E vitamininin molekiil yapist

a-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonlari mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda
bulunur. Miyokard membranlarindaki miktar1 da fazladir. Bitkisel yaglar ve tohumlar
zengin E vitamini kaynaklaridir, en ¢ok yer fistigi, badem, pamuk ve keten tohumunda,
eser miktarda da zeytinyaginda bulunur. Cok gii¢lii bir antioksidan olan E vitamini hiicre
membran fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyan ilk savunma elemanidir. Bir molekiil E vitamini 100 molekiil yag asidi
oksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini O,~, HO", '0,, lipit peroksi radikallerini ve diger
radikalleri temizler. a-tokoferol etanol, karbon tetrakloriir, dikuat, parasetamol, kalsiyum

bosalmasi ve diger uyaricilarla olusan hepatosit lipit oksidasyonunu inhibe eder [71].

1.5.3. Bitkisel Antioksidan Olan Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler daha yaygin olarak kullanilan ismiyle polifenoller, benzen halkasi
iceren maddelerdir. Bilindigi gibi hidroksi benzen, ¢ogunlukla fenol adi ile anilir. Buna
gore en basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu iceren benzen yani fenoldiir. Diger
tim fenolik maddeler bundan tiiremislerdir. Bitkisel fenoliklerin saglik agisindan yararli ve
onemli bilesikler oldugu saptanmigtir. Nitekim Klorojenik asit ve katesinler gibi ¢ok yaygin
olarak bulunan fenolik bilesiklerin antimutajen ve antikansorojen 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir [72].

Fenolik maddeler, meyve, sebze, baharat, tahil ve i¢ecekler gibi bitkisel gidalarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki

gruba ayrilabilir. Bunlar ¢ok dnemli antioksidanlar olup, bitkisel gidalarin tiiketilmesiyle
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sagliga olan pozitif etkileri artirilabilinir. Fenolik asitler yaygin olarak bitki ta¢ kisminda
bulunur ve antioksidan karaktere sahiptir. Baslica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik
asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit, kafeik
asit ve kumarik asit gibi hidroksi sinnamik asitleri igerir [73].

Flavonoidler insanlar tarafindan sentezlenemeyen bitki fitokimyasallaridir.
Flavanoidler, 6zellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerin
(renk maddelerinin) Cg-C3-Cg catisina sahip olanlarina verilen addir. Flavonoidlerin tiimii
Cs-C3-Cg yapisindadir, ancak molekiildeki hidroksil (OH) grubu sayist ve dagilimi
acisindan farklidirlar. A halkasi ti¢ karbonlu bir bilesik olan malonil-CoA (sinnamik asit)
dan sentezlenirken, C ve B halkalar1 sikimat ve fenilpranoid metabolik yolu iizerinden yine
glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda
baglanmasiyla, bir baska deyisle, icerdikleri C halkasindaki degisimlere gore alt1 ana alt
gruba ayrilabilir: flavanonlar, flavonlar, flavonoller, antosiyanidinler, flavanlar,

izoflavonoidler.

O

C

Ry

OH o
Sekil 12. Flavonoidlerin temel yapisi (a) ve bazi substituentleri (b)
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Sekil 13. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Genel olarak, flavanonlar turunggil meyvelerde, flavonlar baharatlarda,
izoflavonoidler baklagillerde, antosiyanin ve katesinler meyvelerde, flavonoller tiim meyve

ve sebzelerde bulunur.
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Sekil 14. Diyetlerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilari

29



Flavanonlar renksizdirler ve 6zellikle; taksifolin, naringin, naringenin, eriodiktol ve
hesperitinle temsil edilirler. Bir¢ok gida flavon ve flavonol icermesine ragmen; kimyon,
yaban ¢ilegi, meyan kokii, nane ve turuncgil meyveler flavanon igerirler. Flavanonlarin asil
kaynag1 turunggil meyveler ve sularidir. Yaban ¢ilegi ve kizilcikta narirutin ve naringenin
glikozitleri; kimyon ve nanede hesperidin bulunur.

Flavonlar, meyvelerde pek bulunmayan fakat tahil (arpa, bugday, misir vb.) ve
baharatlarda (nane vb.) bulunan flavonoid sinifidir. Flavonlar, soluk-sar1 renklidir. Esas
flavonlar; apigenin ve luteolinlerdir. Maydanoz apigenin ve kriseriol igerir. Biberiye ve
kekik gibi baharatlar flavon igerir. Luteolin, en fazla tahil ve baharatlarda bulunur.
Sebzelerde ve sebze yapraklarinda, luteolin glikozitleri ve apigenin mevcuttur.
Glikozillenmis flavonlar, ac1 maddelerin acilifin1 azaltir. Flavonlardan neodiosmin;
limonin, naringin, kafein, kuinin ve sakkarinin aciligini azaltir.

Flavonoller ve glikozitleri ¢ogunlukla meyvelerin dis kisminda bulunur. En ¢ok
bilinen flavonoller kuersetin ve kaempferoldiir. Kuersetin, birgok meyve, sebze ve igecekte
bulunur. Diyetimizdeki en 6nemli flavonoiddir ve 6zellikle sogan ve ¢ayda bolca bulunur.
Kuersetin, luteolin ve galangin yapilarindaki farkliliga ragmen kuvvetli antioksidan olarak
bilinirler. Kuersetin ve rutin lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek, hiicreyi okside
LDL’den gelen zarara karsi korur. Rutin, kan damarlarinin hiicre aralarini yapistirir ve
kanin damarin disina sizmasini Onler. Rutinde, bir aktif madde olan P vitamini vardir ki,
kan damarlar1 iltihaplaninca ve kanamanin durdurulmasinda yardimcr olur; kan
pihtilagsmasini arttirir; radyoaktif maddelerin etkisiyle damarlarin esnekligi zayiflamissa,
onun diizelmesini saglar. Bunun yami sira rutin, gistamine karsi da etkilidir. Rutin
damarlarin daralmasina giderir ve kalp kaslarinin arttirir. O yiizden flavonlar, zehirlenen
kalbin atmasi zayiflayinca sik uygulanir. Kaempferol, genellikle meyve ve lifli sebzelerde
bulunur. Ayrica bazi taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde (¢ilek, kiraz vb.), baharatlarda,
baklagillerde ve koklii sebzelerde bulunur. Izohamnetin ve miresitin de flavonoller
arasinda yer alir. Izohamnetin, sogan ve seftalide bulunur. Miresitin ise dzellikle taneli-
kabuksuz- yumusak meyvelerde, misir ve ¢ayda bulunur.

Izoflavonoidler, &strojenik aktivitesi iyi bilinen farkli bir flavonoid sinifidir ve
cogunlukla baklagillerde bulunur. ‘B’ halkasi oryantasyonuyla yapisal olarak genel
flavonoidlerden ayrilir. Bunlar: Izoflavanonlar, Izoflavonlar ve Izoflavonollerdir. En iyi
bilinen izoflavonoidler daidzein ve genisteindir. Soya fasulyesi; fasulye, yesil bezelye ve

yonca filizlerinde bulunan daidzein ve genisteinin ana kaynagidir. Soya {riinleri insanlarda
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LDL oksidasyonunu azaltmada etkin bulunmustur. Bilinen diger izoflavonoidler biokanin
A ve formononetindir. Fasulyelerde, bezelyelerde, aygicegi tohumlarinda, alfalfa
filizlerinde ve yonca filizlerinde bulunur.

Antosiyaninler, taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde, kiraz ve erikte, patlican,
kirmizilahana ve turpta kirmizi ve mavi rengi iretir. Antosiyanin rengi pH’a baghdir.
Antosiyanin genellikle, pH 3.5’te kirmizidir, pH artisiyla 6nce renksizlesir ve sonra maviye
doner. Antosiyaninler, yenilebilir tahillarda, koklerde ve yesil sebzelerde bulunmasina
ragmen Ozellikle meyvelerle iligkilidir. Elma, armut, ayva, kayisi, erik ve seftali gibi
¢ekirdekli meyvelerin kabugunda; taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerin hem kabugunda,
hem de etli kisminda bulunur. Igecekler ve diger besin maddeleri icin renklendirici ajan
olarak kullanilirlar. Bir de farmasoétik iiriinlerin boyanmasinda kullanilirlar. Test edilen
antosiyaninlerin ¢ok yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ornegin,
antosiyaninlerin liziim kabugundan izole edilen ekstrakti ¢ok iyi antioksidatif aktivite
gostermistir [70].

Flavanlar, yapisal ve adlandirma olarak karmasik flavonoidlerdir. Bunlar: katesinler,
leukoantosiyaninler, proantosiyaninler ve tanninlerdir. Flavanlar renksizdirler. Flavan ve
onun &zel sekli olan katesinler (flavan-3-ol), ¢ayda bolca bulunur. Diger katesin kaynaklari
kirmizi sarap ve ¢ikolatadir. Monoflavanlar, olgun meyvelerde ve taze yapraklarda
bulunur. Turunggil kabuklarinda bulunan flavonoidlere, ‘bioflavonoidler’ denir.
Biflavanlar ve triflavanlar meyve ve tahillarda bulunur. Elma, bogiirtlen, kusiliziimd,
yabanmersini, iiziim, seftali ve cilekte bulunur. Geleneksel tipta, son yirmi bes yilda
flavonoidlere karsi ilgi artmis ve gergeklestirilen calismalar sonucu flavonoidlerin yapilari
ile antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir iliski oldugu bulunmustur. Ornegin; flavonoid
yapisinda C-4" pozisyonunda hidroksil grubunun bulunmasi antioksidan aktiviteyi
artirirken, serbest 4 -OH grubunun metoksil grubu ile substitue olmasi aktiviteyi dnemli
derecede azaltir. Bu durum goz Oniine alindiginda kuersetin, luteolin, katesin ve rutin
antioksidan olarak etkili flavonoidlerdendir. Yapilan arastirmalarda, flavonoidlerin sadece
antioksidan aktiviteye degil, ayni zamanda bir¢cok biyokimyasal ve farmakolojik
aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir [72,73].

Flavonoidlerden kumarinler, molekiiliinde kokulu laktonlar mevcut olan maddelerdir.
Kumarinler, kan pihtilasmasini onler, diiz kaslarin kasilmasini azaltir ve agr1 kesici,
yatistirict ve idrar soktiirlicii 6zelliklere sahiptir. Kumarinli maddelerin en 6nemlisi,

dihidroksikumarindir (dikumarol). Geperin gibi o da karacigerdeki protrombin
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biyosentezini azaltir. Rutin, kuersetin, kaempferol, miresitin ve hiperin de idrar sokiicii
ozelligine de sahiptir. Flavonoidli maddeler, ¢esitli nedenlerden kaynaklanan kan akmasini
durdurur. Bu nedenle onlar, hipertoni, miyokart enfarktiisii, brons astimi, seker diyabeti ve
alerji tedavisinde 6nemli bir yer tutar. Flavonoidlerin antibakteriyal 6zellige sahip oldugu
bulunmustur. Ornegin, kuersetinin gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara karsi
giiclii bir etkisi vardir.

Flavonoidler {izerine birgok mutajenik ¢alisma da yapilmistir. Flavonoid aglikonlarin
onemli mutajenik aktivite gosterdikleri, Ozellikle kuersetin, miresitin, kaempferol ve
tamariksetinin aktif mutajenler oldugu bulunmustur. Kuersetin, insan metabolizmasinda
anti-karsinojenik ve anti-arterit 6zellik de gosterdiginden {izerinde en ¢ok calisilan
bilesiktir. Baz1 arastirmalar, katesinlerin de antimutajenik ve antikarsinojenik akiviteye
sahip oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar flavonoidlerin oksidatif DNA
zedelenmesini serbest radikal tutulmasi disinda mekanizmalarla 6nledigini gostermektedir.
Flavonoidlerin ¢ogu glutatyon-S transferazi (GST) aktive etme yetenegine sahiptir [71].

Yapilan bazi arastirmalar ise kuersetin ve tiirevlerinin dogal antioksidan olan a-
tokoferole gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica
Flavonollerin yapisinda bulunan hidroksil ve metoksil gruplarinin antioksidatif aktiviteye
katkida bulundugu da deneysel ¢aligmalarla kanitlanmistir. Arastirmacilar gesitli yontemler
ve test mikroorganizmalar1 kullanarak, bitkilerden elde edilen bilesiklerin mantarlara karsi
Ozelliklerini ortaya c¢ikarmiglardir. Bazi mantarlara kars1 Kkuersetin, miresitin ve
kaempferoliin antifungal aktivitelerini karsilastirmislardir. Flavonoidler serbest radikalleri
temizleme, giiclii antioksidan olma 6zelliklerinin yani sira hidrolitik ve oksidatif enzimler
olan fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenazin inhibisyonu ile antienflamatuvar 6zellik
gosterirler. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz
enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler mevcuttur [74].

Genel olarak ‘Flavonoidler’ ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil
ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, enzim aktivitelerini diizenleme, hiicre
¢ogalmasimi inhibe etme, demir ve bakir selasyonu, «o-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarina ek olarak; vazodilator, antibiyotik, antiallerjik, antidiyareik, antiiilser,
ostrojenik, antiviral ve daha birgok etkilerinin oldugu sdylenebilir [75].

Diinyada tedavi amagh olarak kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarinda oldugu

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir [76].
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1.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
‘Oksidatif stres’ kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle

etkileserek ¢esitli hastaliklara yol actigindan 6zellikle risk grubundaki bireylerin aldigi
gidalarda, bu serbest radikalleri gideren, organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan
besinlerle alinan, antioksidanlarin toplamsal tayini 6nemlidir. Maddelerin bu amagcla
kullanilabilirligini belirlemek icin bir¢ok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir. Bunlar
su sekilde siralanabilir:

1- MDA Olusumunun Inhibisyonu Yontemi

2- Eritrosit Membraninda Protein Karbonil Olusumunun Inhibisyonu Y&ntemi

3- Eritrositlerde Toplam Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi Y 6ntemi

4- Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi Y dntemi

5- Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

6- Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

7- Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

8- Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

9- DPPHe- Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

10- Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

11- Bakir (I1) indirgenme Antioksidan Kapasitesi(CUPRAC) Y &ntemi

Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlar1 burada 6zetlenecektir.

1.6.1. MDA Olusumunun inhibisyonu Yéntemi

MDA, lipit oksidasyonunun ikincil iriinlerinden en iyi bilinenidir ve hiicre duvari
hasarmin belirlenmesinde indikatér olarak kullanilabilmektedir. Lipit oksidasyonunun
derecesinin belirlenmesi i¢in kullanilan pek ¢ok yontem mevcuttur. Son yillarda, Ohkawa
vd.,, (1979)’nin ortaya koydugu yontemlerden biri bir miktar degistirilerek
uygulanmaktadir [77]. Yontem, karaciger doku homojenati, Fe*? ve C vitamini muamele
edilerek olusturulan Fenton reaksiyon karisiminda ortaya ¢ikan ve bir lipit peroksit {irtini
olan MDA' nin sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olusturmasi
esasia dayanir. Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olusturur.
Tayinde antioksidan aktivite kore gore MDA olusumunu %50 inhibe eden madde
miktarlart (ICsp) cinsinden verilir. %50 inhibisyonu en az konsantrasyonda saglayabilen
madde miktarin1 veren madde antioksidan aktivite yoniinden en etkili olanidir. MDA

olusumunun engellenmesi antioksidan aktivitenin varligini gosterir [77].
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1.6.2. Eritrosit Membraninda Protein Karbonil Olusumunun inhibisyonu Yéntemi
Protein karbonil(PK) gruplarmin olusumu protein oksidasyonunun olusumunu ve
hiicre zar1 tahribatinin gostergelerinden biridir. Levine vd., (1990)’nin gelistirdigi yontemle
membran protein karbonil diizeyleri dlgiilmektedir. Oksidatif strese maruz birakilan hiicre
zarinda bulunan proteinlerin 2-4-dinitro fenil hidrazin(DNPH) ile olusturdugu schiff
bazinin 370 nm’de spektrofotometrik olarak Olglilmesi prensibine dayanir. Tayinde
antioksidan aktivite kore gére PK olusumunu %50 inhibe eden madde miktarlari (ICsp)
cinsinden verilir. %50 inhibisyonu en az konsantrasyonda saglayabilen madde miktarinm
veren madde antioksidan aktivite yoniinden en etkili olanidir. PK olusumunun

engellenmesi antioksidan aktivitenin varligini gosterir [78].

1.6.3. Eritositlerde Toplam Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi Yontemi
Rediikte glutatyon hiicre i¢i ortamin en dnemli antioksidan molekiiliidiir ve 6l¢iimii
patogenezinde oksidatif stresin bulundugu ¢esitli hastaliklarda antioksidan savunma

mekanizmasinin durumu hakkinda bilgi edinilmesi igin iyi bir belirtectir [79].

1.6.4. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi Yontemi
Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz gibi

antioksidan enzimlerin hiicresel diizeyde antioksidan kapasiteleri dl¢iilebilir.

1.6.5. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan yonteme gore indirgeme kuvveti Oziitiin
dolayh olarak toplam indirgeme potansiyelini géstermekte olup Fe** — Fe*? indirgenmesi
ile meydana gelen renk degisimi 595 nm'de takip edilerek belirlenir ve bu tepkime sekil
15’te verilmistir. Sonuclar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir
antioksidan madde olan askorbik asit ile karsilastirilmak suretiyle yorumlanir. Giincel
olarak kullanilan FRAP yonteminde 2.,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(Ill) tuzu
kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli 0,7 V’ tan daha diislik olan bilesikler
antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve
konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir. FRAP yontemi hidrojen
transferi ile radikal temizleyen Ozellikle tiyol ve proteinlerin antioksidan kapasitesini

olgememektedir [80].
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Sekil 15. Demir (III)’tin indirgenme reaksiyonu

1.6.6. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Bu yontem, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢ozlinmiis olan fenolik bilesiklerin
Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur [81]. Adi bunu
yansitmamasina ragmen, bu yontem aslinda numunenin indirgeme kapasitesini 6lger. Yani,

bir antioksidan tayin yontemidir.

1.6.7. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olugturmaktadir. Antioksidanlarla
muamele, DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbansin diisiisiine sebep
olacaktir. Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH’in absorbansindaki
degisim Olciilerek, absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik cizilmekte;
grafikteki y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktar1
pg/mL veya pM cinsinden belirlenmekte ve ICsy degeri olarak ifade edilmektedir. Bu
yontemin Onemli bir dezavantaji, biiylik antioksidan molekiillerin sterik engellenmeye
maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu yontemde, antioksidan
molekiiliin yapist ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu yontem, radikal temizleme

aktivite tayinlerinde kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir [82].
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Sekil 16. DPPH radikalinin molekiil yapisi

1.6.8. Bakar (IT) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

CUPRAC yontemi, diger antioksidan aktivite tayin yontemlerine gore daha hizl,
basit ve kullanighdir; radikal kromojen reaktiflerin pahalilik, gii¢ temin edilebilirlik ve
kararsizlik sorunlarindan arinmistir. Cu(Il)-neokuproin reaktifi 1limli bir yiikseltgen
oldugundan gida maddelerinde bol bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime
vermeksizin sadece antioksidanlari yiikseltger ve reaksiyon {iriinii Cu(I)-neokuprin
kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug¢ verilir. Yontem, tiyol (-SH) tipi
antioksidanlarla cabuk ve net sonuglara ulasir. CUPRAC, pH 7 ortaminda yliriitiiliir;
dolayisiyla fizyolojik kosullar1 yansitma sansi daha fazladir. Uygun ¢oziicii segimiyle hem

hidrofilik, hem de lipofilik antioksidanlar tayin edilebilir [83].

1.7. Cay Bitkisinin Ozellikleri

Cay, Camellia sinensis olarak bilinen bitkinin yapraklarindan elde edilen ve diinyada
sudan sonra en cok tiiketilen ikinci igecektir. Cay, yapragimi dokmeyen her zaman yesil
olan bir bitkidir ve her yil yaklasik olarak 2,5 milyon ton kuru cay iiretilmektedir. Farkli
yontemlerle tretilen ¢ay, yesil, siyah ve oolong olarak 3 ana kategoriye ayrilmaktadir.
Yesil cay fermente edilmemis, siyah cay tam fermente edilmis ve oolong cay ise, yar1
fermente edilmis bir 6zelliktedir [84]. Diinyada iretilen ve tiiketilen ¢ayin % 78’si siyah
cay, % 20’s1 yesil cay ve % 2 oraninda ise oolong caydir. Cay bitkisi eski ¢caglardan beri
yiizyillardir tibbi 6zellikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Cayin bu 6zelligi kimyasal
bileseni ile iliskilidir. Cayin kimyasal bilesenlerin de proteinler, polifenoller,
polisakkaritlar, klorofil, mineraller ve eser elementler, ugucu bilesikler, amino ve organik

asitler, ligninlerin ve alkaloitler (kafein, teofilin, ve teobromin) bulunmaktadir [84].
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Cay yapisinda bulundurdugu flavonoidlerden dolay1 giiclii bir antioksidan 6zellige

sahip oldugu distiniilmektedir. Ana flavonoidlerden epigallokatesin-3-gallatin (EGCG),

epikatesin (EC), epikatesingalat (ECG) ve epigallokatesin (EGC) yesil cayda ve az

miktarda da siyah cayda bulunmaktadir. EGCG en bol ve en yaygin bulunan cay

polifenolidiir [85].

Tablo 6. Cay yapraginin bilesimi

Bilesen % Kuru maddede  Bilesen % Kuru maddede
Flavanoller 17-30 Kafein 3-4
Epikatesin (EC) 1-3 Aminoasit ve protein 15-19
Epikatesingalat(ECG) 3-6 Basit karbohidratlar 4
Epigallokatesin(EGC) 3-6 Polisakkaritler 13
Epigallokatesingallat 9-13 Kiil 5
Katesin 1-2 Seliiloz 7
Gallokatesin 3-4 Lignin 6
Flavonoller, flavonol 3-4 Lipitler 2-3
glikozitleri

Polifenolik asitler 2-3 Organik asitler 05-15
Leykoantosiyaninler 5 Pigmentler 0,5
Toplam polifenoller 30-36

Ulkemizde yogun bir sekilde tiiketilen ¢ay iceceginin kat1 ekstresinde bilesenlerin

yaklasik olarak ortalama yiizde oranlari; katesinler (% 3-10), theaflavinler (% 3-6),
thearubiginler (% 12-18), flavonoller (% 6-8), fenolik asitler ve depsitler (% 10-12), amino
asitler (% 13-15), metilksantinler (% 8-11), karbohidratlar (% 15), proteinler (% 1),
mineraller (% 10) ve ugucu maddeler (< % 0,1) seklindedir [86].
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Tablo 7. Farkli Cay Tiplerinin Fenolik Madde Kompozisyonu

Epikatesin

Epikatesin gallat

Epigallokatesin

Epigallokatesin galat

Gallokatesin gallat
Gallokatesin
Gallik asit

Teaflavin
Tearubugin

Yesil Cay Siyah Cay Oolong Cay
6.06a; 1-9.54b; 7.22- 4.0 b; 4.1d; 0.04e 1.75a; 0.34e
13.3c; 0.55-0.87¢
5.34a; 3-4.92b; 1.42- 1.19-11b; 8.0d 3.58a; 0.63e
4.54c; 1.95-2.91e
36.53a; 2-36.2b; 0.9-6.0b; 10.5d; 7.70a; 0.38e
3.94-7.92c; 0.44- 0.19%
0.88e
18.10a; 6-32.6b; 0.95-12.0b; 16.6d; 8.993; 3.62e
5.55-10.4c; 13.37- 0.3e
13.74e
0.26-0.38e - 0.11e
2.57-2.81b 0.40-1.57b -
0.74-0.78b; 0.23- 2.79-3.33b; 1.83e 0.58e
0.52e

- 2.5d 0.66a
- 59.4d -

*amg/g; b mg/100 mL; ¢ %; d mg/g (kuru maddede); e % (kuru maddede)

Yesil ve siyah c¢ayin direkt olarak tedavi edici olarak goriilmemekle birlikte,
arastirmalarda toplanan bulgular gostermistir ki, fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi pek

cok hastaligin Onleyicisi olabilmektedir. Cayda bulunan polifenollerin etkileri su sekilde

siralanabilir;
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Tiimor gelisimini ve yayilimimi (hiicre zari ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyona duyarliligini azaltarak, serbest radikal olusumunda gdrev alan
enzim sistemini inhibe ederek) onler,

Vitamin P etkisi olarak bilinen, kilcal damarlarda kanama ve c¢atlamalari
engelleyici etkileri bulunmaktadir,
H.pylori’nin (bir bakteri tiirii) neden oldugu gastrik hastaliklarin kontroliinde
kullanilabilir,

Human papilloma viriistiniin (HPV) neden oldugu cervical lesion’larin (rahim
yolunda olusan anormal degisiklik) tedavisinde etkili olabilmektedir,

Normal hiicreleri, kanserli hiicrelerin yayilimindan korur,

Serbest radikal giitlictidiir ve gii¢lii bir antioksidandir,

Cilt icin bir anti-inflamatuar gibi (enfeksiyon sonucu olusan iltahaplanmalara
kars1) kullanilabilir,

Meme kanseri, akciger kanseri, kolon (kalin bagirsak) kanseri riskini diistiriir,
Alkol kullananlarda, sigara i¢enlerde olusabilecek kanser riskini diisiirir,

PCP (pentaklorofenol) kirleticilerinin sebep oldugu kanser riskini diisiiriir,

Rahim yolu kanseri tedavisinde kullanilmistr,

Tiimor gelisimine kars1 prostati, mesaneyi korur,

Aclik esnasinda olusan mide zafiyetinden korur,

Beyinde lipit oksidasyonunu azaltir,

Kemik iligi 16semili hiicrelerinin biiyiimesini kontrol altinda tutar,

Aterosklerosis’i (damar tikaniklig1) onler,

Parkinson ve Alzheimer hastaligin1 6nleyebilir,

Cilt tiimori, periodontal hastaliklar ve kellik tedavisinde kullanilabilir,

Meme kanseri tlimorlerinin gelisimini durdurur,

Katarakt1 6nlemeye yardimci olabilmektedir,

Bozulmaya ugramis sinir hiicreleri hastaliklarinin tedavisinde etkili olabilir,
Diyabet tedavisinde yararlidir,

Alkoliin karacigere verdigi zararlar1 6nleyebilir,

Bogaz kanserini onleyebilir,

Romatizma iltihaplanmalarini azaltir,

Toplam kolesterol seviyelerini azaltir,

Iskemik (tikamiklik, pthtilasma vb. sonucu) kalp hasarlarini énler.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar
Denemelerde kullanilan madde ve malzemeler Rize Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin

alindiklar1 firmalar1 gésteren bilgiler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi
Ogiitiicii (Blender) Straume
Spektrofotometreler Shimadzu UV-1601 spectrophometer
Molecular Devices SpektraMax M5
Rotary evaporator Heidolph Laborota 4000
(Doner vakum buharlastiricis)
Calkalayicili su banyosu Niive st 402
Isiticilt magnetik karistirict Are Velp Scientifica
Isiticili ¢alkalayici Biosan TS-100
Santrifiijler ALC Centrifuge 4218

Thermo scientific Heraeus multifuge 3SR+

Etiiv Memmert

pH metre Thermo scientific Orion 3 star
Mikroplaka yikayicist BioTek EIX50

Buzdolab1 Beko BK 7121 T

Derin dondurucu Vestel FT-290

Hassas Terazi Precisa XB 220 A

Vorteks Velp scientica
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2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Cozeltiler ve hazirlanislari

Cozelti

Hazirlamis1

0,2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi

% 7’lik (W/v) Na,COs ¢ozeltisi

Stok Katesin (1 mM). Cozeltisi

0,1 M NaOH Cozeltisi

0,154 M NaCl ( Serum Fizyoloji) Cozeltisi

% 28 (W/v) Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi

% 20 (w/v) Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi

2-Tiyobarbiitirik Asit (TBA) Cozeltisi

0,02 M NaNj3; Cozeltisi

100 uM DPPH Cézeltisi

0,2 M HCI Cozeltisi

10 mM PBS Cozeltisi

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

7 g Na,COs alinir ve bir miktar saf suda
¢Oziildiikten sonra son hacim saf suda 100
mL’ye tamamlanir.

2.9 mg katesin az miktarda alkolde ¢6ziildiikten
sonra son hacim 10 mL’ye tamamlanr.

0.100 g NaOH bir miktar suda ¢oziildiikten
sonra son hacim 25 mL’ye tamamlanur.

9 g NaCl alinir ve bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra son hacmi 1 litreye
tamamlanir.

28 g trikloroasetik asit alinir bir miktar saf suyla
¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

20 g trikloroasetik asit alinir bir miktar saf suyla
¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

0.1 g NaOH ve 0.1 g 2- tiyobarbiitirik asit
(TBA) alinir ve son hacim 10 mL’ye
tamamlanir.

0.13 g NaNj; alinir bir miktar saf suyla ¢oziilerek
PBS ile hacmi 50 mL’ye tamamlanir.

3.94 mg DPPH bir miktar metanolde
¢Oziildiikten sonra son hacim 100 mL metanolle
tamamlanir.

206 pL HCI alinir bir miktar saf suyla ¢oziilerek
hacmi 10 mL’ye tamamlanir.

217 mg NaHPO,.12H,0 ve 61,2 mg
NaH,P0,.2H,0 alinip 90 ml %0.9’luk NaCl ile
cozilip pH 7.4’e ayarlanarak aym ¢ozeltiyle

son hacim 100 mL’ye tamamlanr.
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Tablo 9’un devami

5 mM CuSQO, Cozeltisi

Etanol: Etil Asetat Cozeltisi (1:1, viv)
2,5 M HCI Cozeltisi

10 mM DNPH Cézeltisi

20 mM K,HPO, iceren 6 M Guanidin HCI

Cozeltisi

2 mg/mL stok BSA Cozeltisi

% 1’lik Sodyum Sitrat Cozeltisi (w:v)

% 0,02’ lik DTNB Cozeltisi (w:v)

1 mM stok indirgenmis glutatyon ¢dzeltisi

3 M Na,HPO, ¢ozeltisi

Lowry A Cozeltisi

Lowry B Cozeltisi

Lowry C Cozeltisi

Lowry Reaktifi

1 mM EDTA igeren 5 mM Tris-HCI ¢ozeltisi

1 mM EDTA ve 0,05 M NaCl i¢eren 50 mM
Tris-HCl ¢6zeltisi

12.47 mg CuS0O,4.5H,0 alinir bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra hacmi 10 mL’ye tamamlanir.

25 ml etanol ile 25 ml etil asetat karigtirilir.

2.07 ml stok HCI ¢6zeltisinden alinip bir miktar
saf suda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlanir.

0.1 g DNPH bir miktar 2.5 M HCI ¢ozeltisinde
coziildiikten sonra ayni c¢ozeltiyle 50 mL’ye
tamamlanir.

0.174 g K;HPO, bir miktar saf suda ¢oziiliip
tizerine 27.9 @g Guanidin HCIl eklenip
¢oziildiikten sonra 50 mL’ye tamamlanir.

50 mg BSA bir miktar saf suda ¢oziildiikten
sonra son hacim 25 mL’ye tamamlanir.

1 g sodyum sitrat bir miktar saf suyla ¢oziiliip
son hacim 100 mL’ye tamamlanir.

20 mg DTNB bir miktar %1’lik sodyum sitrat
cozeltisiyle ¢oziiliip son hacim aymi ¢ozeltiyle
100 mL’ye tamamlanir.

30 mg GSH bir miktar saf suda ¢oziilerek son
hacim 100 mL’ye tamamlanir.

4.26 g Na,HPQO, bir miktar saf suda ¢oziiliip son
hacim 100 mL’ye tamamlanir.

10 g Na,CO3 130 mL’de, 0.2 g CuSQO,4.5H,0 10
mL’ de ve 0,1 g Na-K Tartarat 10 ml saf suda
¢oOziildiikten sonra licii karigtirilir.

5 g SDS 50 mL saf suda ¢oziiliir.

2 g NaOH 50 mL saf suda ¢oziiliir.

Lowry A, B, C c¢ozeltileri 3:1:1 oraninda
karigtirilir.

0.372 g Na,EDTA ve 0.788 g Tris-HCI yaklasik
900 ml saf suda ¢oziiliip pH 7’ye ayarlanarak 1
litreye tamamlanr.

0.372 g Na,EDTA, 7.88 g Tris-HCI ve 2.925 g
NaCl yaklasik 900 ml saf suda ¢oziiliip pH 7’ye
ayarlanarak 1 litreye tamamlanir.
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Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar firmalarin ticari adlar1 Tablo

10’da verilmistir.

Tablo 10. Kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Kimyasal Ad1 Satin Alinan Firma Kimyasal Ad1 Satin Alinan Firma
Asetik asit Merck Na,EDTA Merck
DPPH Sigma DTNB Alfa aesar
Etanol Merck DNPH Sigma
Folin-Ciocalteu ) ) Merck
Reaktifi Sigma Tris-HCI
HCI Merck Guanidin HCI Sigma
Katesin Sigma Etil Asetat Merck
Metanol Merck NaCl Merck
Na,CO, Merck Na-K Tartarat Merck
NaOH Merck Na,HPO,.12H,0 Merck
Trikloroasetik Asit Merck
Merck NaH,PO,.2H,0
(TCA)
CuS0,4.5H,0 Merck K,HPO, Merck
H.0; Merck Indirgenmis Glutatyon ~ Sigma
DMSO Merck TBA Merck
BSA Sigma NaN; Merck

2.3. Numunelerin Toplanmasi ve Oziitlerin Hazirlanmasi

2.3.1. Cay Numunelerinin Eldesi

2010 Subat ayinda Rize Tashdere Cay Isleme Fabrikasi’ndan yesil cay ve farkli

atiklari, Rize Zihni Derin Cay Isleme Fabrikasi’ndan siyah ¢ay ve onun lif atig1 temin

edildi. Numuneler etiivde diigiik sicaklikta kurutuldu ve her biri dgiitliciide ayr1 ayr

pargalanarak toz haline getirilerek ekstraksiyon islemine hazir hale getirildi.

Elde edilen numuneler Tablo 11°de su sekilde kodlanmustir.
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Tablo 11. Numune Kodlari

Verilen Kod Numune Adi
YCYA Yesil Cay Yaprak Atig
YCGA Yesil Cay Govde Atigt
YC Yesil Cay
SC Siyah Cay
SCLA Siyah Cay Lif Atig1

2.3.2. Cay Ogziitlerinin Hazirlanmasi

Yapilan literatilir arastirmalar1 sonucu bitki 6ziitleme isleminde kullanilan en verimli
coziiclilerden ikisinin metanol ve etil asetat oldugu g6z Oniine alinarak 6ziitleme islemi bu
¢oziciilerle gergeklestirildi [87]. Toz halindeki numunelerden 4 gram alinarak énce 50 mL
etil asetat ¢oziiciisii kullanilarak +4 °C’de ve manyetik karistirici tizerinde 6 saat 6ziitleme
islemine tabi tutuldu ve siiziintli alinarak tekrar ayni islem yapildi. Daha sonra etil asetat
¢oziiclisiyle yapilan islemlerin aynis1 metanol kullanilarak yapildi ve siiziintiiler
toplanarak ¢oziiclileri evoparatorde uguruldu. Elde edilen ¢amur kivamindaki kalintilar
Karadeniz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya béliimii laboratuvarinda
bulunan liyofilizatér ile yogunlastirildi. Oziitler DMSO’ da ¢oziilerek sonraki tayinlerde

kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

2.4. Oziitlerde Bulunan Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontem, metanol ve etil asetat c¢oziiciilerinde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifli ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olugan mor—
menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans olusturur [88]. Oziitler icindeki
toplam fenol miktarlari, bu yontem kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Bunun igin; 6ncelikle katesin standart maddesi kullanilarak 5 farkli konsantrasyonla (1- 0,8
- 0,6 — 0,4 — 0,2 mg/mL katesin) Tablo 12’deki gibi pipetleme yapiladiktan sonra oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi ve bu zaman sonunda 700 nm’de kore karsi
okuma yapildi ve Sekil 18’de verilen kalibrasyon grafigi elde edildi. Olusturulan bu
grafikten numunelerin absorbanslar standart grafik araliginda olacak sekilde seyreltmeleri

yapilarak toplam fenolik icerikleri hesaplandi.
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Tablo 12. Polifenol tayini i¢in pipetleme miktarlari

Kor (mL) Numune (mL) Standart (mL)
Numune - 0.05 -
Standart - - 0.05
Deiyonize su 2.55 2.5 2.5
0.2 N Folin 0.25 0.25 0.25

Tiipler calkaland1 ve 3 dakika sonra
% 7 Na,CO3 0.75 0.75 0.75

2 saat inkiibasyona birakilir ve 700 nm’de absorbanslart okunur.

2,5
2 1 *
E
01,5 7
=)
~
G
a8
<t0’5 i
R2=10,9939
O ‘ T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Katesin mg/mL

Sekil 18. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan katesin
kalibrasyon grafigi

2.5. Antioksidan Tayin Yontemleri

2.5.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Denemelerde kullanilan DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak
satin alinabilen bir radikal olup ¢ay oOziitlerinin bu radikalin 100 pM’lik metanolik
cozeltisinde radikal temizleme aktivitesi incelenmistir. Denemelerde Cuendet yontemi
kullanildi. Elde edilen 6ziitler ve standart (katesin) degisik konsantrasyonlarda hazirlandi.

Standartlar 5 - 10 - 15 - 20 uM’lik; numuneler ise uM katesin esdeger cinsinden 5 farkl
45



konsantrasyonlarda hazirland1 ve 6l¢iimler mikroplaka {izerinde yapildi. Esit hacimde (150
uL) DPPH’ ¢ozeltisi, numune ¢ozeltileri tizerine eklenerek calkalandi, oda sicakliginda ve
karanlikta 40 dakika inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu
icin iki paralel ¢alisildi. Ayrica numune/standartin her bir konsantrasyonu igin birer kor
[(numune/standart + DPPH ¢oziiciisii (metanol)] ve her bir ¢oziiciisii (metanol) igin de
[kontrol tiipleri (DPPH + numune/standart ¢oziiciisii)] ii¢ paralel ¢alisildi. Siire sonunda
DPPH”in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu [89].
Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi.
Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek ICso degerleri

uM cinsinden hesaplandi.

2.5.2. Eritrositlerde Anti-Lipit Oksidayon Aktivitesinin Analizi

2.5.2.1. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Rize 82. Y1l Devlet Hastanesi Kan Laboratuvari’ndan alinan tam kanlar oncellikle
2500 rpm’de 10 dak. oda sicakliginda santrifiijlenerek plazma kismi atildi. Daha sonra
eritrosit paketi 3-4 kez % 0.9’luk NaCl ile yikanarak 16kosit ve trombosit fazlari
uzaklastirildiktan  sonra eritrositlerin ayni1 hastanenin biyokimya laboratuvarinda

hemoglobin degerleri 6l¢iildii.

2.5.2.2. Hiicre Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Reaksiyon ortaminin hazirlanmasinda Stocks ve Dormandy metodu kullanildi [90].
Hazirlanan eritrosit paketi hastanede okunan hemoglobin degerine gore son
konsantrasyonu 3 g/dL olacak sekilde PBS’li 0,02 M NaNj ile seyreltilip, 37 °C‘de 10 dk.
inkiibasyona birakilarak stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. Hazirlanan ¢alisma tiiplerine 2 mL
stok, ilizerine caligma ortaminda 100-250-500-1000 pM konsantrasyonlarinda cay ve
Oziitlerinin bulundugu numune grubu, katesin i¢eren standart grubu ve sadece PBS ihtiva
eden kor tiipli olmak iizere 6 c¢alisma grubu olusturuldu ve 37 °C’de ¢alkalayici su
banyosunda 1 saat 6n inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda calisma ortamlarinda son
konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde H,O, ilave edilerek 1 saat daha 37 °C’de ¢alkalayici
su banyosunda inkiibasyona birakild. inkiibasyon bittikten sonra asagidaki sekilde TBARS
tayini yapildi.
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2.5.2.3. Eritrosit MDA Miktar Tayini

TBARS, lipitlerin peroksidasyonu sonucunda olusan ve biiyiik bir kism1i MDA olan
lipit oksidasyonunun kararli ve en son iirliniidiir. Lipit oksidasyonu sonucu olusan MDA,
TBA ¢ozeltisi ile 1sitilmast sonucu olusan pembe renkli kompleksin konsantrasyonunun

spektrofotometrik olarak belirlenmesi ile tayin edilir.
HS, _N_  oH S LN HO. N
OH SH
T D T Y
2 +
N__ = T2 N —=cH-cazca-L_ __n T °HC
CHO |
OH Ol OH

TEA DA RENELI KOMPLEES

Sekil 19. MDA ile TBA nin tepkimeye girdigi reaksiyon

Inkiibasyon siiresi bittikten sonra ¢alisma tiiplerinden 900 pL alinarak {izerine 600
pL TCA cozeltisi ilave edildi ve 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan 800 pL silipernatan alinarak tizerine 400 pL giinliik taze olarak hazirlanan TBA
cozeltisi ilave edildi ve 15 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Olusan renkli
¢Ozeltinin absorbanst 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede okundu ve MDA
konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gére hesaplandi [90].

[MDA] = (As32 — Asoo) X 900 = nmol MDA/g Hb
Bulunan MDA miktarlarina karsilik gelen 6ziit (veya standart) konsantrasyonlari

grafige gecirilerek ICso degerleri pM cinsinden hesaplandi.

2.5.3. 1C5p Degerlerinin Bulunmasi

ICs0; radikal miktarini1 veya MDA miktarini yariya indiren ¢ay 6ziit miktaridir. 1Csg
degerinin bulunmast ic¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle
caligmalarda 5 farkli konsantrasyonda ol¢tim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli
konsantrasyonu hazirlanip absorbans Ol¢iimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi
yariya diisliren konsantrasyon miktar1 ICsp degerini vermektedir. ICso degeri mg/mL veya

uM gibi birimlerle ifade edilmektedir.
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2.5.4. Fraksiyonlastirilmams Plazmanin (UFP) Cu*? Aracih Oksidasyonunun
Incelenmesi

UFP’nin bakir aracili oksidasyonu analiziyle diger bir lipit oksidasyon iirlinii olan ve
olduk¢a kararsiz 0zellige sahip konjugedien (KD) olusumu incelendi. Boylece cay
Oziitlerinin hem intraseliiler hem de ekstraseliiler ortamdaki antilipit oksidasyon kinetigi
arastirildi.

Bu yontemde sitrath kan tiiplerine alinan kanin santrifiijiinden elde edilen plazma
kullanildi. Reaksiyon ortamina son konsantrasyonu 50 uM Cu*? olacak sekilde CuSO,
cozeltisi, 5 uM katasine esdeger miktarda ekstrakt ve son konsantrasyonu 100 kat
seyreltilmis olacak sekilde plazma ilave edildi ve son hacimler PBS ile 1 mL’ye
tamamlandi. Ayrica bir de hi¢bir antioksidan bilesigin igine ilave edilmedigi sadece plazma
ve Cu*? bulunan kontrol reaksiyon ortam: hazirlandi. Daha sonra 234 nm’de biitiin ¢alisma
gruplarinin igerisinde sadece Cu*? ve PBS’nin bulundugu kore karst her 6 dakikada bir
yaklasik 17 saat boyunca absorbansi okundu. Absorbansa kars1 zaman grafigi ¢izilerek her
bir ekstraktin konuldugu reaksiyonun, standartin konuldugu reaksiyonun ve sadece
plazmanin bulundugu reaksiyon ortaminda konjugedien olusumunun bir gostergesi olan t-
lag, MDK ve DKH degerleri incelendi [91].

a: Oksidasyon baslangicindaki ilk absorbans

t-lag: oksidasyon gecikme siiresi, dakika(a-b noktalar1 arasinda gegen zaman)

E: b-c noktalar1 arasindaki egim (AA/ dakika)

€34 (Konjugedienin molar absorbtivite katsayisi) = 29500 Lmol™.cm™

A (1s1k yolunun uzunlugu) =1 cm

Dien Konsantrasyon Hizi (DKH)= [(AA/dak).10°] /(€3s.\.prt miktar1)=(nmol/dk/mg prt)
Maksimum Dien Konsantrasyonu (MDK)= [(A—A,).10°]/(€234.A.prt miktar1)= (nmol/mg prt)
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Absorbans 234 nm
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Zaman (dakika)

Sekil 20. Cu*? aracili plazma oksidasyon kinetigi

2.5.5. Eritrosit Hiicre Zarinda Anti-Protein Oksidasyon Aktivitesinin Belirlenmesi
Eritrositlerde anti-protein oksidasyon aktivitesinin izlenmesi; hiicre zarmin farkli
konsantrasyonlardaki cay Oziitleriyle muamelesini miiteakip protein karbonil diizeylerinin

belirlenmesiyle gerceklestirildi.

2.5.5.1. Eritrosit Hiicre Zar: Eldesi

Eritrosit hiicre zar1 (ghost) Marchesi ve Palade’nin gelistirdigi ozmotik sok
prosediiriine gore hazirlandi. Bunun i¢in 6nce Rize Devlet Hastanesi’nden temin edilen
tam kan 1800 g’de 10 dak santrifiijlenerek plazmasi atild1 ve sonrasinda 2-3 kez % 0.9’luk
NacCl ile yikanarak trombosit ve 16kositler uzaklastirildi. Elde edilen kirmizi kan hiicreleri
hacminin 10 kati kadar 1 mM EDTA igeren 5 mM Tris-HCI ¢ozeltisiyle 15-20 dakika
kuvvetle ¢alkalanarak 25000 g’de 30 dk santrifiijlendi ve siipernatan kismi atildi. Bu islem
2 kez yapildiktan sonra serbest haldeki hemoglobin kalintilarini bertaraf etmek i¢in 0.5 M
NaCl ve 1 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi ile 10 dak 25000 g’de santrifiij
edildi ve siipernatan atildi. Yogun ve viskoz hemoglobin uzaklastirildiktan sonra 1 mM
EDTA igeren 5 mM Tris-HCI ¢ozeltisi ile 2 kez daha yikama yapilarak beyaz goriintimde

eritrosit hiicre zar elde edildi [92].
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2.5.5.2. Eritrosit Hiicre Zar1 Protein Iceriginin Belirlenmesi

Eritrosit hiicre zar1 protein igerigi Lowry metoduyla BSA standarti kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi [93]. Bu metotta protein 6nce alkali bakir ¢ozeltisi ile
muamele edilir. Alkali ortamdaki Cu*?, proteinlerin peptit baglari ile kompleks olusturarak
Cu*"e indirgenir. Daha sonra Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilerek olusan mavi renk 750
nm’de Ol¢iiliir. Standart grafigi 100—-80-60-40-20 pg/mL’lik BSA standart1 kullanilarak

elde edildi ve 6l¢timler mikroplakada yapildi. Pipetlemeler Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. Protein tayini i¢in pipetleme miktarlari

Reaktifler Kor (nL) Numune (uL) Standart (nL)
Saf su 100 - -
Numune 100 -
Standart - 100
Lowry 100 100 100
Oda sicakliginda 10 dak. bekletilir.
Folin reaktifi 50 50

Oda sicakliginda 30 dak bekletilir ve 750 nm’de absorbanslari okunur.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -

Absorbans 750 nm

R>=0,9971

0 e

20

40

60
BSA pg/mL

80

100

120

Sekil 21. Protein tayininde kullanilan BSA standart gafigi
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2.5.5.3. Eritrosit Hiicre Zar1 Protein Karbonil Miktarinin Belirlenmesi

Eritrosit hiicre zar1 protein karbonil miktar1 Levine metoduna goére yapildi [78]. Elde
edilen eritrosit ghostlar1 protein miktar1 0,8 — 2 mg/mL olacak sekilde seyreltildi. Eritrosit
ghostlar1 100 mM’lik H,O, ile oksidatif strese maruz birakildi ve son hacimde 100 — 250-
500 — 1000 uM cay oziitleri olacak sekilde ve 6ziitsiiz calisma ortamlar1 hazirlanarak 1 saat
inkiibasyona birakildi. Aynmi konsantrasyonlarda katesin standardi ¢aligildi. Inkiibasyon
sonunda biitlin ¢calisma gruplar test (T) ve kontrol (K) olmak iizere ikiye ayrildi. Test
tiptine 1 ml 10 mM DNPH, kontrol tiipiine ise 1 mL 2,5 M HCI eklenerek 37 °C’de
karanlikta 1sitmali calkalayici iizerinde 1 saat inkiibasyona birakilir. Daha sonra biitiin
calisma gruplarina 2 mL % 20’lik TCA eklenerek 3500 rpm’de 20 dak. santrifiijlenerek
protein pelletleri elde edildi. Stipernatan kisim dikkatlice uzaklastirildiktan sonra protein
pelletleri etil asetat:etanol (1:1) karisimiyla 3 kez yikanarak reaksiyona girmeyen DNPH
ve lipit kalintilar1 uzaklagtirildi. Yikama isleminden sonra elde edilen protein ¢okelekleri 6
M Guanidin hidrokloritte ¢oziinerek 10 dak. 37 °C’de bekletildi ve karigim santrifiij
edilerek siipernatan kisminin 370 nm’deki absorbansi Olgiildii. Test tiipliniin
absorbansindan kontrol tiipliniin absorbansi ¢ikarilarak ve DNPH’in molar absorbtivite
katsayis1 (22000 M'em™) kullanarak protein karbonil miktari nmol/mL olarak hesaplandi.
Protein igerigi de Lowry metoduyla hesaplanarak karbonil icerigi nmol/ mg protein olarak
ifade edildi.

Protein karbonil (nmol/mL) = (At — Ax) / 22000 /10°

Protein karbonil igerigi (nmoL/ mg protein) = Protein karbonil (nmol/ mL) / Protein

(mg/mL)

2.5.6. Eritrosit Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Eritrosit glutatyon miktar1 Sedlak ve Lindsay protokolii modifiye edilerek belirlendi
[94]. Once 1 -2 -4 — 6 — 8 — 10 — 20 uM konsantrasyonlarinda indirgenmis glutatyon
kullanilarak standart grafigi olusturuldu ve glutatyon miktar1 bu grafige gore belirlendi.
Eritrosit paketi soguk suyla 10 kat seyreltilerek hemoliz elde edildi. Daha sonra ortamda
500 uM oziit ve 20 mM H,0O; ve bir de kontrol amach 6ziitsiiz ¢alisma gruplar1 hazirlandi
ve 1 saat 37 °C’de bekletildi. Inkiibasyon sonunda tiim c¢alisma gruplarmna % 5’lik TCA
eklendi ve karistm 5000 rpm’de 15 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
stipernatandan 200 puL ve 250 uL % 0.02’lik DTNB ¢o6zeltisi 0.2 M PBS ile 2 mL’ye
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tamamlandiktan sonra meydana gelen sar1 renk Sekil 22°de verilen standart grafigi

tizerinden 412 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

0,3 -

0,25

0,2 -

0,15

o
-
1

Absorbans 412 nm

0.05 R?=10,9985

0 5 10 15 20 25
GSH uM

Sekil 22. Glutatyon standart grafigi

2.6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade
edildi ve SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel analizi yapildi. Biitiin c¢aligma
gruplarindaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-Simirnow testi ile
degerlendirildi. Calisma gruplarina ait ilgili parametrelerin anlamlilig1 Tek Yonlii Varyans
Analizi (One- Way ANOVA) ile ¢oklu karsilastirma ise Duncan testine gore yapildi.
p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Atiklarinin Toplam Fenolik Madde icerikleri
Folin-Ciocalteau yontemiyle gram kuru agirlik basina diisen mg katesin esdeger

olarak belirlenen fenolik madde miktarlar1 Tablo 14’te verilmistir. En yiiksek fenolik

madde muhtevasi yesil cayda gozlenirken siyah c¢ay ve 6zellikle siyah cayin lif atiginda bu

icerik en diisiik seviyededir.

Tablo 14. Yesil ve siyah cay ile bunlarin farkli atiklarina ait toplam fenolik madde

miktarlari
Numune (n=15) TP (mg esdeger katesin/ gram kuru agirhk)

YC 68 + 3.9
YCYA 59 + 4.6
YCGA 34 +2.2°
SC 34+6.2°
SCLA 18 +2.6°

a,b,c,d.

: Numuneler arasindaki fenolik bilesim farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Yesil ¢aymn toplam fenolik madde miktarinin siyah c¢aya oranla daha fazla oldugu,
yesil ve siyah cay numunelerinin ise kendi atiklarmma gore daha yiiksek fenolik madde

icerdigi Sekil 23°te grafiksel olarak verilmistir.
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abed: Numuneler arasindaki fenolik bilesim farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 23. Yesil ve siyah ¢ay ile bunlarin farkl atiklarina ait toplam fenolik
madde miktarlar1
Numunelerin polifenol miktarlarinin en yiiksekten en disik diizeye dogru
siralanmasi su sekildedir; YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA.

3.2. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Farkh Atiklarinin DPPH Radikali Temizleme
Aktivitesi

Numunelerde DPPH radikali temizleme yontemiyle belirlenen 6rneklerin antioksidan
kapasiteleri Tablo 15’te gosterilmistir. Antioksidan aktivite, numunelerin farkli

konsatrasyonlar1 kullanilarak 1Csq degerleri belirlenerek karsilagtirilmistir.

Tablo 15. Numunelerin DPPH radikali temizleme aktiviteleri

NUMUNE(n=15) DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi (1Cso pM esdeger katesin)

STANDART

a
(Katesin) 808

YC 10 + 1.3°
YCYA 12+1.7°
YCGA 14+ 1.6°

SC 14 +1.9°
SCLA 16+ 1.8°
a,b,c,d

- Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.
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Ayrica standart olarak katesin kullanilarak numuneler arasinda kiyaslama yapilmaistir.
ICs0 degeri en diisiik olan numunenin DPPH radikali temizleme aktivitesinin en yiiksek
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda yesil ¢ayin siyah cay ve diger cay atiklarina gore
radikal temizleme aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Siyah ¢ay ve yesil cay govde
yapraginin 1Csg degerlerinin ise birbirine istatistiksel olarak fark teskil etmeyecek kadar
yakin oldugu Sekil 24’te goriilmiistiir. Bu degerlerin numunelerin fenolik igerikleriyle
paralellik gostermesi ilgi ¢ekicidir. Numunelerin DPPH radikal temizleme aktivitelerini su

sekilde siralanmaktadir: standart (katesin) >YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA.

20 ~
18 -

16 -
14 - [ ¢

12 4
10 -

IC5o(LM esdeger katesin 6ziit)

o N b O
1

SCLA YCGA SC YCYA YC standart

a,b,c,d: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 24. Numunelerin DPPH radikali temizleme aktiviteleri

Numunelerin ve standart olarak kullanilan katesinin DPPH radikal temizleme

aktivitelerinin kinetigini gosteren ve ICso degerlerini veren grafik Sekil 25°te verilmistir.
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Sekil 25. Numunelerin radikal temizleme kinetigini gosteren grafik

3.3. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Farkh Atiklarinin Anti-Lipit Oksidasyon
Aktivitesi

Numunelerdeki anti-lipit oksidasyon aktivitesinin degerlendirilmesi numunelerin
ICs0 degerleri karsilastirilmasiyla gergeklestirilmistir ve bu degerler Tablo 16’da
verilmistir. Anti-lipit oksidasyon tayininde 1Csy degeri en diisik olan numunenin
antioksidan kapasitesi en yiiksek oldugu gbéz Oniline alinirsa siyah cay ve yesil cay
numunelerinin atiklarina oranla daha etkili oldugu fakat kendi aralarinda anlamli bir fark
olmayacak kadar 1Csq degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica siyah gay lif
atig1 ve yesil cay yaprak atiginin ICsq degerleri yani anti-lipit oksidasyon kapasitelerinin

birbirine istatistiksel anlamda bir fark yaratmayacak kadar yakin oldugu goriilmiistiir.

Tablo 16. H,0, aracili oksidatif strese maruz birakilan eritrositlerde anti-lipit oksidasyon
aktivitesi

n=

STANDART (Katesin) 1398+ 7
YC 160° + 8
YCGA 180°+9
YCYA 191°+ 6
SC 158°+ 8
SCLA 190°+ 8
a,b,cd.

 Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir
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abcd, > Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir

Sekil 26. Numunelerin anti-lipit oksidasyon aktivitelerinin 1Csq degeriyle gdsterimi.

Sekil 26’da goriilen 1Csq degerlerine gére numunelerin lipit oksidasyonunu inhibe
etme kapasiteleri su sekilde siralanabilir: standart (katesin) > SC = YC > YCGA > SCLA =
YCYA.

Calisma gruplarinin anti-lipit oksidasyon aktiviteleriyle ilgili reaksiyon kinetiginin

gosterimi Sekil 27°de verilmistir.

800 e STANDART
700 - —SC
2 600 R
~.
< 500 - e YCGA
Eo 400 - e SCLA
£ 300 - ——YGYA
(%]
[a'4
< 200 -
-
100 -
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
UM katesin esdeger 6ziit

Sekil 27. Numunelerin anti-lipit oksidasyon kinetigini gosteren grafik
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3.4. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Farkli Atiklarimin Oziitlerinin Anti-Protein
Oksidasyon Aktivitesi

Numunelerin protein oksidasyonu sonucu olusan protein karbonil miktarint inhibe
etme kapasitesi incelenmis ve sonuglar ICsg katesin esdeger olarak ifade edilmistir. Farkl
konsantrasyonlarda (5 — 10 — 20 - 30 uM) oziitler kullanilarak 1Csq degerleri bulunmustur.
Protein karbonil inhibisyonu hesaplanirken oksidasyon birimi nmol protein karbonil/ mg
protein olarak alind1 ve farkli 6ziit konsantrasyonlarina karsilik gelen bu degerlerin grafigi
olusturularak ICsy degerleri hesaplandi. Numunelerin protein  karbonil olusum
inhibisyonunda etkili oldugu ICsg degerleri Tablo 17°de verilmistir. Buna gore en yiiksek
anti-protein oksidasyon (en diisiitk IC50 degeri) aktivitesi yesil ¢ayda iken en diisiik siyah

cay lif atiginda gorilmiistiir.

Tablo 17. Numunelerin protein oksidasyon inhibisyonunu saglayan ICsq degerleri

NUMUNE (n=12) Protein oksidasyon inhibisyonu(I1Cso pM esdeger katesin)

STANDART (Katesin) 14 + 42
YC 17 +4°

YCYA 18 £4°

YCGA 28 + 5°

SC 30+ 6°

SCLA 40 + 7°

a,b,c,d.

> Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

DPPH radikali temizleme aktivitesinde ve anti-lipit oksidasyon aktivitesinde oldugu
gibi minimum 1Csg degerine sahip olan numune protein oksidasyonu 6nleme kapasitesi en
yiiksek olan numunedir. ICsq degerlerine bakildiginda protein oksidasyon inhibe kapasitesi
standart (katesin) > YC = YCYA > YCGA = SCLA > SC.

58



50 -
45 -
40 -
35 A

30 -
25 -
20 -
15
10
5
0 -

SCLA YCGA YCYA standart

UM katesin esdeger (1C50)

abcd, : Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 28. Numunelerin protein oksidasyon temizleme aktiviteleri (1Cso M katesin esdeger)

Calisma gruplarinin  anti-protein  oksidasyon aktiviteleriyle ilgili reaksiyon

kinetiginin gosterimi Sekil 29° da verilmistir.

16 e YCYA
14 - = Standart
'PE_J, 12 A e Y C
o
[eT4]
£ g - —SC
~
b4
a g - s SCLA
2
c 4 4
2 .
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
UM katesin esdeger ozit

Sekil 29. Numunelerin anti- protein oksidasyon kinetigini gosteren grafik

3.5. Eritrosit Toplam Glutatyon Diizeyleri

Eritrositlerde toplam glutatyon miktarlari, H,O; ile oksidatif strese maruz birakilan
hiicrelere 500 pM oziit ilave edilerek degerlendirilmistir. Orneklerin eritrosit glutatyon
diizeylerine olan etkisi Tablo 18’de verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda beklenildigi

gibi intraseliiler indirgenmis potansiyelin en etkili korumasi katesin ilavesi ile goriilmiistiir.
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Cay orneklerinde ise diger parametrelerde gozlenen degisimlere paralel sekilde yesil cay
ve yaprak atigmin glutatyon diizeyine koruyucu etkisi belirlenmistir. Bu degisimin p <

0.01 diizeyinde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 18. Cay 6rneklerinin Eritrosit Glutatyon Diizeylerine Olan Etkisi

NUMUNE (n=8) Glutatyon Diizeyleri (uM GSH)

STANDART(Katesin) 53 +6°
YC 47 + 6"
YCYA 44 + 9P
YCGA 32+ 7°
SC 33+7°
SCLA 27 + 5¢

a,b,c,d.

> Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Eritrosit toplam glutatyon diizeylerine bakildiginda ortamdaki indirgenmis
glutatyonun varligina sebep olan numune antioksidan kapasitesi en yiiksek olarak
degerlendirilmektedir. Buna gore, numunelerin antioksidan kapasiteleri Standart > YC =
YCYA > SC = YCGA > SCLA seklinde siralanabilir. Ayrica numunelerin eritrosit

glutatyon diizeylerine olan etkisi Sekil 30°da verilmistir.

70 -
60 -
50 -

40 - c C
|

30 -

_|Q_

20 A

Glutatyon Diizeyleri (WM GSH)

10 -

0 T T T T T T 1
standart YC YCYA SC YCGA SCLA

abcd. Numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 30. Standart ve farkli ¢ay Oziitlerinin eritrosit glutatyon diizeyleri
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3.6. Yesil ve Siyah Cay ile Atiklarma Ait Oziitlerin Cu*? Aracili UFP Oksidasyon
Kinetigi Uzerine Etkileri
Yesil ve siyah cay ile bunlarin farkli atiklarindan elde edilen bitki oOziitlerinin
plazmada konjugedien olusumunun gostergeleri olan t-lag, MDK ve DKH degerleri Tablo
19°da verilmistir.

Tablo 19. Cu*? Aracili UFP Okidasyon Kinetigi Uzerine Cay Oziitlerinin Etkisi

(n=12) STANDART YC YCYA YCGA SC SCLA
t- lag (dak) 280+22° 231+19°  205+12° 196+14 149+22° 107+19°
MDK A

7.8+0.4° 6.9+0.2° 7.5+0.4* 9.2+1.2°  6.8+0.4° 7.3+0.7°
(nmol/mgprt)
DKH
0.51£0.03°  0.5+0.05 0.46+0.01* 0.57+0.07° 0.49+0.06° 0.44+0.05
(nmol/dk/mgprt)
a,b,cdef

: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Calismada standart olarak katesin ve kontrol olarak da 6ziit icermeyen sadece plazma
ve Cu*? bulunduran calisma grubu olusturuldu. Istatistiksel analiz sonucu YCYA ve
YCGA arasindaki farklilik hari¢ biitiin ¢alisma gruplarinin t-lag zamanlarinin birbirlerine

gore degisimlerinin anlamli derecede farkli oldugu goriildii (p<0.01).

350 +

300 -

“II i

STANDART YCYA YCGA SCLA KONTROL

t-lag (dakika)
ol N N
(O] o (O}
o o o

[EEN

o

o
1

[0,
o
1

abcdelf. . Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 31. Standart, kontrol ve 6ziitlerin bulundugu plazmalara ait ortalama t-lag degerleri
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t-lag degerlerine bakildiginda ¢alisma gruplarinin plazma oksidasyonunu geciktirme
kapasiteleri standart > YC > YCYA = YCGA > SC > SCLA seklinde siralanir. Ayrica
kontrol, standart ve farkli cay numunelerinden elde edilen 6ziitlerin bulundugu Cu*? aracili

plazma oksidasyon kinetiginin grafigi Sekil 32°‘de gésterilmistir.

1,2 -
1 4
£
c
<
™ 0,8 - . ———KONTROL
(%]
< s SCLA
20,6 -
=
S 04 - ——YCGA
4
a e YCYA
0,2 - e Y G
STANDART
0
0 100 200 300 400 500

Zaman (dakika)

Sekil 32. Kontrol, standart ve farkli gay numunelerinden elde edilen 6ziitlerin
bulundugu Cu*? aracili fraksiyonlastirilmamis plazmalara ait konjugedien olusum
grafigi

t-lag degerlerine bakildiginda tiim caligma ortamlar1 arasinda p < 0.01 diizeyinde
anlamlilik derecesi goriilmesine ragmen, Maksimum Dien Konsantrasyon ve Dien
Konsantrasyon Hizi degerlerinde ayni sekilde anlamlilik diizeyi gorilmemistir. MDK
degerlerine bakildiginda standart, YCYA, YCGA gruplan ile YC, SC, SCLA gruplan
arasinda p < 0.01 diizeyinde anlamli fark oldugu, DKH degerlerine bakildiginda ise
standart, YC, YCYA gruplar ile SC, SCLA gruplar1 ve YCGA grubu arasinda p < 0.01
derecesinde anlamlilik diizeyinde fark oldugu goriilmiistiir.

Calisilan biitiin parametreler ve sonuglari Tablo 20°de 6zetlenerek verilmistir.
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Tablo 20. Calismada 6l¢iilen tiim parametreler ve sonuglar

. NUMUNELER
OLCULEN
STANDART
PARAMETRELER (X2SD) YCYA (X+SD) YCGA (X£SD) YC (X£SD) SC (X£SD) SCLA (X£SD)
+
TP (mg esdeger a b c d e
katesin / g kuru - 59.2 + 4.6 33.6+2.2 68.5+3.9 33.7+6.2 17.9+2.6
agirhk) (n=15)
DPPH Temizleme
Aktivitesi (0M 8.4 +0.8° 12+ 1.7 143 +1.9° 10.1 +1.3° 13.9 + 1.6° 16+ 1.8°
esdeger katesin)
(n=15)
Eritrosit Anti-Lipit
oksidasyon aktivitesi 138.8 + 6.6° 191.2 + 6.4° 180.7 + 8.8° 160.3 + 8.1° 158.5 + 7.6 190.2 + 7.8¢
(1Cso uM esdeger
katesin) (n=12)
Eritrosit Anti-Protein
oksidasyon aktivitesi 13.5 £3.9° 18.2 + 4° 28.1 £4.1° 16.7 £ 4.1° 30 +3.9° 40.4 +3.7°
(1Cso uM esdeger
katesin) (n=12)
Frigr)osit GSH (uM) 53.1 + 6.2° 44.2 + 8.5° 32.1+6.9° 47+ 6.2° 33+£6.6° 27.3 +5.3¢
n=
Fraksiyonlastirilmamis Plazma Konjuge Dien indeksleri (n=12)

t-lag (dak) 280+ 5.5° 205.7 + 4.3° 195.7 £ 7° 231+9° 149 + 8.8° 107 £9.9°
DKH . X

0.51+0.03 0.46 + 0.01° 0.57+0.07° 0.5 + 0.05° 0.49 + 0.06 0.44 +0.05
(nmol/dk/mgprt)
MDK (nmol/mg prt) 7.8+0.4° 7.5+04° 9.2+1.2° 6.9+0.2° 6.8 +0.4° 73+0.7°

Ayni satir lizerindeki farkli lissii harfler numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde oldugunu gosterir.
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4. TARTISMA

Serbest radikaller doku hasari, enflamasyon, norodejeneratif hastaliklar, kanser ve
yaslanmay1 icine alan pek ¢ok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir. Tiim radikallere kars,
organizmada enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri bulunmaktadir [70, 71,
77]. Enzimatik olmayan savunma sistemleri iginde endojen ve endojen olmayan
antioksidan maddeler bulunmaktadir. Serbest radikalleri uzaklastirici etkisi olan bu
antioksidan bilesikler bu nedenle giiniimiizde son derece Onem kazanmistir.
Antioksidanlar, fazlaca olusan reaktif oksijen radikallerine karsi enzimatik savunma
sisteminin yetersiz kalmasi durumunda organizmayi koruyucu olarak rol oynamaktadirlar.
Son zamanlarda bu radikallere kars1 koruyucu onlem olarak, dogal iirlinler ve antioksidan
maddeler giderek 6nem kazanmaya baslamistir [64, 73]. Ozellikle gelismekte olan
iilkelerde farmasotik irlinlerin  pahaliligindan dolayr bazi saglik problemlerinin
¢oziimiinde, bitkisel iriinlerle tedavi alternatif tedavi olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Tiirkiye’de halk arasinda ¢esitli amaglarla kullanilan ve bilimsel aktivitesi bilinmeyen pek
cok bitki bulunmaktadir. Cay, liziim, elma ve nar gibi tabiatta bulunan bir¢ok bitki, serbest
radikal toplayici 6zelligine sahip antioksidan bilesikler ihtiva ederler [84].

Cay islenmesi sirasinda islenen iirliniin yaklasik % 5°1 atik olarak ortaya ¢ikmakta
cay fabrikalarinin, ortaya c¢ikan bu atiklari ¢evreye zarar vermeden imha etme konusunda
zaman zaman sikint1 yasadig1 bilinmektedir. Bu atiklar buhar kazanlarinda yakilmaktadir.
Bu sekilde atiklar ekonomik olarak higbir sekilde degerlendirilmeden imha edilmis
olmaktadir.

Yapilan literatiir taramalar1 ve degerlendirmeleri sonucunda [16, 21, 85, 86]; yesil ve
siyah ¢ayin iyi birer antioksidan oldugu belirtilmis fakat ¢ay iiretimi esnasinda meydana
gelen ¢ay atiklarinin onu olusturan ¢ay tirlinii kadar antioksidan potansiyele ne kadar sahip
oldugu gerek atik Oziitlerinde gerekse hiicresel ortamda yeterince incelenmedigi
gorilmistiir. Buradan yola ¢ikarak c¢ay atiklarinin da incelenmesinin ¢ay atiklarinin
degerlendirilmesine farkli bir bakis agis1 kazandirabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada; yesil ve siyah cay ile atiklarina ait Oziitlerinin esdeger katesinli
polifenol iceriginin belirlenmesinin yaninda 6ziitlerin radikal temizleme aktivitesi, lipit ve

protein oksidasyonunu inhibe kapasitesi, intraseliiler (eritrosit hemolizati) indirgeme
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potansiyeline ve ekstraseliiler kompartman (fraksiyonlastirilmamis plazma) oksidasyonuna
olan etkisi incelenmistir.

Bu baglamda, ilk olarak caylar ve atiklar1 kurutulup 6giitiildiikten sonra Oziitleme
islemi yapildi. Oziitleme islemi yapilirken uygun ¢dziicii se¢imi icin yapilan literatiir
taramalarinda metanol ve etil asetat ¢oziiciilerinin ¢ay polifenolleri acisindan en uygun
¢oziicliler olabilecegi kanisina varildi. Beevi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada kullanilan
su, metanol, etil asetat, aseton, kloroform, hekzan gibi ¢oziiciiler arasinda en verimli olan
¢oziiciilerin metanol ve etil asetat oldugu goriilmistir [95]. Henning ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢ay ve Oziitlerinin biyoyararliliginin incelenmesinde yine etil asetat ve metanoliin
oziitleme islemi icin ideal ¢oziiciiler oldugu goriilmiistiir [87]. Oziitleme islemi yapildiktan
sonra numunelerin polifenol muhtevalar1 spektrofotometrik olarak katesin esdegerli
cinsinden incelenmesiyle yesil ¢cayin siyah ¢aya oranla daha fazla fenolik madde ihtiva
ettigi ve hem yesil hem de siyah ¢ayin kendi atiklarindan daha fazla etken madde icerdigi
gozlenmistir. Bu sonucglar Henning ve arkadaslarinin ¢ay ve atiklarinin fenolik
kompozisyonunun arastirtlmasinda buldugu sonuclarla uyumludur. Ayrica benzer
calismalarda farkli cay tiplerinin fenolik madde bilesimlerinin incelenmesinde bulunan
sonuglar, mevcut ¢alismanin sonuglariyla benzerlik gostermektedir [87, 98]. Yapilan tiim
calismalarda yesil cayin polifenol miktarinin siyah c¢aydan daha yiiksek oldugu
gorilmistiir. Bunun nedeni olarak, siyah cayin islenmesi esnasinda yapisinda bulunan
flavanollerden teaflavin ve tearubugin gibi sekonder polifenollerin olusmasiyla flavanol
miktarinin azalmasi seklinde agiklanmaktadir. Bu sebeple cayimn isleme yontemine bagh
olarak fenolik madde kompozisyonu da degismektedir [19].

Organizmada prooksidan ve antioksidan arasindaki denge saglikli yasam i¢in 6nemli
bir stratejiyi olusturmaktadir. Sebze ve meyvelerde bulunan polifenolik bilesiklerin saglik
tizerinde meydan getirdigi koruyucu etki onlarin yapisinda bulunan ve serbest radikalleri
yakalayic1 Ozellige sahip gruplardan ileri gelmektedir. Bu yiizden ¢ay ve cayin farkh
dokularina ait atiklarinin radikal temizleme etkisini belirlemek i¢in DPPH radikali
temizleme testi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar yesil cay Oziitiiniin en diisiik 1Csg
degerine yani en yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica yesil ¢cay yaprak atig1 oziitiiniin radikal temizleme aktivitesinin siyah ¢ay 6ziitiinden
daha yiiksek olmast YCYA’ nin piyasada en fazla tiiketilen ve ticari degere sahip siyah
caydan daha zengin biyoyararliliga sahip olmasi ilgi ¢ekicidir. Yine siyah ¢ay Oziitiiniin de

diger atik oOziitlerinden daha yliksek radikal siipiiriicli etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sonuglar Vinson ve arkadaglarinin, Benzie ve Strain’in yapti§1 benzer ¢aligmalara gore
uyumludur [19,96]. Bunun yaninda &ziitleme isleminde kullanilan ¢6ziictiniin farkliliginin
DPPH radikal temizleme aktivitesine etkisi de goriilmiistir. Bu baglamda Lee ve
arkadaslarinin yaptig1r calismada metanollii 6ziitiin radikal temizleme kapasitesinin sulu,
biitanollii ve hekzanli 6ziitlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [97].

Serbest radikallerin biyomolekiilleri oksidasyona ugratarak olusturdugu hasarlari
hiicresel seviyede incelemek i¢in eritrosit hiicreleri kullanildi. Basit hiicre yapisina sahip
olmasi, yiiksek yogunlukta oksijen tasimasi, zar yapisinda bol miktarda ¢oklu doymamis
yag asidi ((DYA) bulundurmasi, 6zellikle hemoglobin yapisindaki demir gibi gegis
metallerine sahip olmasi ve hasara ugrayan bilesenlerini telafi edememesi gibi 6zellikler
eritrositlerin siklikla hiicre modeli se¢imindeki tercihlerin baslica nedenleridir [67,70].
Mevcut calismada eritrositlere HyO, aracili oksidatif stres uygulanarak hiicresel model
olusturuldu. Hemolizat halindeki eritrositlere uygulanan H,O, sadece okside hemoglobin
olusumuna yol agmaz ayni zamanda Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonunu baslatarak en
zararli radikal olan hidroksil radikalinin (OH™) olusumuna neden olmaktadir. Reaksiyonlar
sonucu olusan radikallerin Oncelikli hedefi en indirgenmis biyomolekiillerden lipit ve
lipitlerin yap1 tas1 olan yag asitleridir ve boylelikle CDYA’nin zincirleme oksidasyon
reaksiyonlarini baglatirlar [90]. Yag asitlerinin oksidasyonunu gosteren TBARS diizeyleri
tayin edilerek cay ve c¢ay atiklarina ait Oziitlerin lipit oksidasyonunu inhibe edebilme
kapasiteleri  incelendi.  Oksidatif strese ugratilmadan Once eritrositler farkli
konsantrasyonda oziitlerle preinkiibasyon uygulanarak bu Oziitlerin lipit oksidasyonuna
olumlu etkisi ICsp olarak ifade edildi. En diisiik ICso degerine sahip olan dziitiin anti-lipit
oksidasyonu bakimindan en etkili oldugu kabul edilmektedir. Yapilan literatiir taramalar1
sonucunda; bitkisel Oziitlerin hiicresel sistem lizerinde olusturdugu koruyucu etkilerin
karsilagtirilmasinda tek bir 6ziit konsantrasyonundan ziyade farkli konsantrasyonlarla elde
edilen reaksiyon kinetiginin daha hassas sonuglar verdigi tespit edildi [103]. Cay
orneklerinin biyoyararlihi@inin karsilagtirildigi mevcut ¢alismada; lipit ve protein
oksidasyonunun izlendigi deneylerde reaksiyon kinetiginin gostergesi olan “oksidatif etkiyi
yartya diisliren bitki 6ziit konsantrasyonu”na karsilik gelen ICso degeri belirlendi ve bu
sekilde karsilastirma yapildi. Buna gore elde edilen sonuglar yesil ve siyah cayin
oOziitlerinin ayn1 derecede oksidasyon Onleme kapasitelerine sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Bu durumun diger parametrelerde edilen sonuglarda yesil cayin siyah ¢aya olan Ustiinliigi

bakimindan c¢eliskili gibi gorlinmesine ragmen daha 6nce bu iki cay arasinda yapilan
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arastirmalara bakildiginda dogal bir sonu¢ niteligindedir. Zeyuan ve arkadaslarinin
yaptiklart in vivo calismalarda siyah cayin lipit oksidasyonunu 6nleme kapasitesinin yesil
caya gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir [98]. Bunun nedeni olarak da siyah ¢ayin
iiretim agamasinda teaflavin ve tearubugin gibi yiiksek antioksidan kapasiteli yapilarin
olugsmas1 sdylenmektedir. Ayrica Gokulakrishnan ve Liyakath’in ¢ayin igerdigi en etkili
flavanoid olan EGCG’in eritrositler iizerinde TBARS diizeyleri incelenmis ve farkli
konsantrasyonlardaki EGCG’in lipit oksidasyonunu oOnledigi sonucuna varilmistir [99].
Calisilan diger atik Oziitlerinin de ¢ok yiiksek diizeyde olmasa da anti-lipit oksidasyon
aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir.

Iyonize radyasyon, metal iyon-katalizli reaksiyonlar, fotokimyasal prosesler ve
enzim katalizli redoks reaksiyonlari tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirleri ile
proteinlerin reaksiyonu sonucu protein oksidasyonu olugmaktadir. Amino asit yan
zincirlerinin hidroksil veya karbonil tiirevlerine modifikasyonu, protein-protein capraz
baglarinin olusumu ve polipeptid zincirlerinin fragmentasyonu proteinlerin oksidatif
reaksiyonlarinin muhtemel sonuglaridir. Bunlar arasinda protein karbonil grubu igerigi
protein oksidasyonunun en yaygin kullanilan belirtecidir. Birgok biyolojik zar gibi eritrosit
hiicre zar1 da protein bakimindan oldukc¢a zengindir. Bu essiz 6zelliginden dolay1 zar
proteinleri reaktif oksijen tiirlerinin ana hedefi halindedirler [100]. Mevcut ¢alismada da
eritrosit hiicre zar1 oksidatif strese maruz birakilarak meydana gelen protein
oksidasyonunun ¢ay ve bunlarin atik oziitleri etkisiyle giderilmesi incelenmistir. Pandey ve
Rizvi’nin kuersetinin protein karbonil olusumunu engellemesine yonelik arastirmasinda
oksidan ajan olarak tert-biitil hidrojen peroksit kullanilmigtir [102]. Fakat lipit
oksidasyonunda ve diger antioksidan parametreler incelenirken stresdr olarak HyO»
kullanildig: igin protein oksidasyonu da bu madde kullanilarak olusturuldu. Oziitlerin farkli
konsantrasyonlar1 kullanilarak protein oksidasyonuna olan etkileri ICso degerlerine gore
mukayese edildi. Buna gore yesil ¢ay ve onun yaprak atiginin 6ziitii diger numunelere gore
anti-protein  oksidasyon aktivitesinin daha yiiksek oldugu gorilmiistir. Sonuglar
Gokulakrishnan ve Liyakath’in caym icerdigi en etkili flavanoid olan EGCG’in sigara
icenlerin eritrosit hiicreleri lizerinde yaptig1 ¢alismada bulunan sonuglarla uyumludur [99].
Boylece siyah cay ve yesil cay ile bunlarin farkli atiklarinin eritrosit hiicre zarinda protein
oksidasyon gostergesi olan protein karbonil olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir.

Rediikte glutatyon hiicre i¢i ortamin indirgen tutulmasinda ve kararli bir intraseliiler

ortamin siirdiiriilmesini saglayan en 6nemli antioksidan molekiillerden biridir ve dl¢limii
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patogenezinde oksidatif stresin bulundugu cesitli hastaliklarda antioksidan savunma
mekanizmasinin durumu hakkinda bilgi edinilmesi agisindan iyi bir belirtegtir. Bu nedenle
cay ve atik Oziitlerinin hiicre i¢i indirgeyici giice olan etkisi onlarin antioksidan kapasiteleri
bakimindan 6nemli olacag: diisiiniiliir. Calismada Beutler metodu ile Sedlak ve Lindsay
metotlart modifiye edilerek oziitlerin hiicre i¢i indirgeme kapasiteleri 6l¢iilmiistiir [78, 94].
Calisma esnasinda reaksiyonun gerceklesmesinin pH artigi ile dogru orantili oldugu ve
bahsedilen diger caligmalarda kullanilan tampon ¢o6zeltilerinden daha konsantre tampon
¢Ozelti kullanilmas1 geregi hissedilmistir. Calisilan diger parametrelerde oldugu gibi
glutatyon seviyeleri de farkli 6ziit konsantrasyonlart kullanilarak ICso olarak ifade
edilecekti fakat 0Oziit konsantrasyonlari arasinda herhangi bir diizenli iliski tespit
edilemedigi icin Oziitlerin tek bir konsantrasyonunun indirgeme potansiyeline olan etkisi
incelendi. Calisma sonuclarina bakildiginda sonuglarin diger parametrelerde oldugu gibi
yesil caym diger numunelere olan istiinligiini ortaya koymaktadir. Sonuglar
Gokulakrishnan ve Liyakath’in cayin igerdigi en etkili flavanoid olan EGCG’in sigara
igenlerin eritrosit hiicreleri tizerinde yaptig1 ¢alismada bulunan sonuglarla uyumludur [99].
Ayrica Konyalioglu ve Karamenderes’in civanpercemi (Achillea) ve onun farkli dokular
tizerinde yaptiklari calismada elde edilen sonuglarla 6rtiismektedir [101].

Yesil cay ve siyah ¢ay ile bunlarin farkli atiklarina ait antioksidatif kapasite hiicresel
diizeyde irdelendikten sonra ayn1 degerlendirmenin ekstraseliiler ortamda da yapilmasi i¢in

*2 jle muamele edildi ve

fraksiyonlastirilmamis plazma stresor olarak kullanilan Cu
oksidatif strese en hassas biyomolekiil olan lipitlerin oksidasyonu izlendi. Lipit
oksidasyonunu izleme belirteci olarak da, anlik izlenebilen fakat kararsiz olan konjuge dien
tirlintiniin olugmasiyla ilgili indeksler (t-lag, MDK, DKH) segildi. Plazmanin oksidasyona
hassasiyeti, 6zellikle bilesiminde bulunan lipoproteinlerden kaynaklanmaktadir. Alblimin
gibi bazi plazma proteinleri gerek radikal toplayict 6zelliginden gerekse gecis metalleri
i¢cin selator olarak is gérmesinden dolay1r en etkin antioksidan bilesenlerden biri olarak
kabul edilir [91]. Antioksidanlarin oksidasyona hassasiyeti engellemesini degerlendirmek
tizere gerceklestirilen calismalarda; islenmemis plazmanin izole edilmis lipoproteinlere
gore bazi avantajlara sahip oldugu bildirilmektedir. Ozellikle LDL izolasyonu islemi;
plazmada yer alan ve suda ¢Ozlinen antioksidatif bilesenlerin (alblimin, seriiloplazmin,
transferin, askorbat, {irat ve bilirubin gibi) uzaklastirlmasina neden oldugu

belirtilmektedir. Yine lipoprotein izolasyonunun bitki ekstraktlarda bulunan bazi

glikokonjuge halindeki hidrofilik flavonoidlerin etkilerinin gosterilmesini engelleyecegi

68



ileri siiriilmektedir [91]. Olgiilen diger parametrelerle uyumlu olarak yesil ¢ay Oziitiiniin
plazma oksidasyonunu geciktirmesini gdsteren t-lag degeri siyah cay ve diger oziitlere gore
daha etkili oldugu saptanmistir. Sonuglar Benzie ve Strain’in iglerinde yesil ve siyah ¢ayin
da bulundugu birgok bitkisel cay iizerinde plazma oksidasyonunu geciktirici etkisinde
buldugu sonuglarla esdegerdir [96]. T-lag zamani ¢alisma ortamlarina gore istatistiksel
olarak anlamli olmasimna ragmen Dien Konsantrasyon Hizi ve Maksimum Dien
Konsantrasyon sonuglar1 arasinda bu uyum ve anlamlilik gériilmemistir.

Sonug olarak, yesil ve siyah ¢ay ile onlarin farkli atiklarina ait antioksidan etkisi hem
hiicre ici ortamda hem de hiicre dis1 sivi ortamda incelenmistir. indirgeme kapasite giiciine
paralel sekilde yesil ¢cay ve onun yaprak atigina ait antioksidan etkinin piyasada daha ¢ok
tilketim yogunluguna sahip olan siyah ¢ay kadar hatta c¢alisilan bazi parametrelerde daha
fazla koruyucu oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢ay atiklarinin 6zellikle yesil ¢ay
atigimin hiicresel sistemlerde benzer biyoyararli etkiye yol acgtifindan islenerek tiiketilen
tiriin haline getirilmesi, bolgemizde atil halde duran bu atiklarin ekonomik degere haline
getirebilecegini gostermektedir. Boylelikle, sinirli ekonomik girdiye sahip mevcut yore
icin 6nemli bir ekonomik deger olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismaya

benzer aragtirma olmamasinin mevcut bulgularin orjinalitesini artirdig1 sdylenebilir.
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5. SONUCLAR

1. Numuneler arasinda polifenol miktar1 en fazla olan yesil ¢ay, en diisiik olan ise
siyah cay lif atig1 oldugu goriilmiistiir.

2. Yesil cay ve atiklar yiliksek radikal toplama aktivitesine sahipken siyah cay ve
onun lif atig1 daha diisiik radikal temizleme potansiyeline sahiptir.

3. Eritrositlerde lipit oksidasyon seviyesinin gdstergesi olan MDA diizeyleri ¢aligma
ortamina ilave edilen 6ziit konsantrasyonlariyla anlamli sekilde degismistir. Bu
sekilde bulunan yesil ¢ay ve siyah ¢aym ICso degerleri birbirine yakin fakat her iki
numune atiklarina gore daha etkili anti-lipit oksidasyon etkisine sahiptir.

4. Eritrosit hiicre zarinda protein oksidasyon gdostergesi olan protein karbonil
inhibisyon kapasitesi YC = YCYA > YCGA = SCLA > SC seklindedir.

5. Eritrosit hiicre i¢i indirgeme potansiyelinin gostergesi olan glutatyon diizeyleri
calisma ortamlarina goére YC = YCYA > SC = YCGA > SCLA seklindedir.

6. Cay ve atiklariin fraksiyonlagtirlmamis plazmadaki oksidasyonu engelleyici
potansiyelini degerlendirmek igin konjugedien olusumunu geciktiren zaman t-lag
degeri belirlendi ve en biiyiik deger yesil ¢ay numunesi igeren ¢aligma ortaminda
gorildii. Calisma ortamlarina gore YC > YCYA = YCGA > SC > SCLA seklinde

siralanmaktadir.
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6. ONERILER

1. Her bir 6ziitin CAT, SOD, GR, GSH-Px gibi antioksidan enzim aktivitelerine
etkisi incelenerek calisma gruplarinin antioksidan kapasiteleri daha saglikli
karsilastirilabilir.

2. Numunelerin hiicrede vitamin diizeylerine olan etkisi arastirilarak oziitlerin
antioksidan etkinligi mukayese edilebilir.

3. HPLC kullanilarak cay oziitlerinin igerdigi polifenollerin ¢esitleri ve bunlarin
miktarlar tayin edilebilir.

4. Mevcut calismada oOziitlerin lipit ve protein oksidasyonunu inhibe kapasiteleri
incelenmistir, bunlarin yaninda oksidatif strese ugratilan karbohidratlar ve niikleik
asitler iizerinde de olusan hasar1 inhibe kapasiteleri incelenebilir.

5. Aym ¢alisma ratlar lizerinde gerceklestirilebilir ve bdylece in vivo sartlarda elde
edilecek bulgular sayesinde mevcut sonuglarin gecerliligi daha saglikli

sorgulanabilir.
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