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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

BHA: Butillenmig hidroksianisol

BHT: Butillenmis hidroksitoluen

PG: Propil gallat

NBT: Nitroblue tetrazolium

NBT?*: Yiikseltgenmis nitroblu tetrazolium

DPPH: 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil

DPPH': 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikali

DPPH-H: indirgenmis 1,1-difenil 2-pikril hidrazil

ABTS: 2,2°-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-sulfonik asit
ABTS™: 2,2"-Azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit radikali
Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
GAE: Galik asit ekivalent

FCR: Folin-Ciocalteu Reakiifi

PMS: Fenazin metasulfat

NADH: indirgenmis nikotinamid adenin dinukleotit

DMPD: N,N-Dimetil-fenilendiamin dihidroklorur

DMPD™ : N,N-Dimetil-fenilendiamin dihidroklorir radikali
NADH: Nikotinamid Adenin Dinukleotid

Ssp. : Alt tar



1.GiRIS

Vucutta gesitli metabolik reaksiyonlar sonucu olugan ve bir
veya daha fazla eslesmemis elektronu olmasi sebebiyle oldukca reaktif
olan serbest radikallerin asiri miktarlari birgcok doku, organ ve sistemlerde
hasarlara neden olur.* Serbest radikaller; membran yapilarinda bulunan
fosfolipitlerin doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak membran
batinltgunun bozulmasina, proteinlerin denatirasyonuna, ¢apraz baglarla
agregasyonlarina veya parcalanmalari suretiyle aktivite kaybina,
karbohidrat polimerlerinin yikilmasina, in vivo olarak glikozaminoglikanlar
ve hiyaluronik asidin depolimerizasyonuna sebep olurlar. Ayrica DNA ile

reaksiyona girerek istenmeyen mutasyonlar olusturabilirler.?

ROT (Reaktif Oksijen Tdurleri) duzeylerini ve bunlarin
meydana getirdigi hasari sinirlandirmak igin vucutta bir ¢ok savunma
mekanizmasi  gelistirilmistir.  Canli  vicudunda normalde radikal
savunmasini saglayan antioksidan sistemi var olup, radikaller ve
antioksidan sistemler arasinda bir denge s6z konusudur. Antioksidanlar,
kimyasal yapisi ve fonksiyon tarzina gore enzim antioksidanlari, onleyici
antioksidanlar ve supuruci veya zincir kirici antioksidanlar olarak
siniflandirilabilirler. Enzim antioksidanlari olarak superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) oOrnek
gosterilebilir. Bu antioksidanlar ROT olusunca onlari daha az zararl
artnlere donusturarler. SOD superoksit radikalini radikal olmayan H,O,'ye
doénustirir. H,O, (hidrojen peroksit) ylksek derecede reaktif hidroksil
radikalinin oncultdur. Fakat H,O,, CAT ve GSH-Px enzimleri tarafindan
zararsiz hale getirilir. Bu enzimler hicre i¢i antioksidanlar olup, hicre digi

antioksidanlar daha cok énleyici ve siipiriicii tiplerdir. °

C vitamini, E vitamini, selenyum, B-karoten, likopen, lutein
ve diger karotenoidler yardimci antioksidanlar olarak kullanilir. Bunlarin
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haricinde flavonoidler gibi ikincil bitki metabolitleri ve terpenoidler de
yardimci antioksidan sayilabilir. © Bu da antioksidan bilesikler iceren
meyve ve sebzelerin yani sira geleneksel olarak tibbi amagla kullanilan ve
sifali bitkiler olarak bilinen bitki tirlerinin insan saghgr agisindan énemini

ortaya koyar.

Herhangi bir enfeksiyon ya da hicre hasari inflamasyon
surecini baslatabilir ki, bu da makrofajlar tarafindan interlokinlerin ya da
tumor nekréz faktoérinin salinimini uyarir. Notrofillerin aktivasyonu asiri
miktarda superoksit radikali salarlar ve bdylece hipokloréz anyonu,
hidroksil radikali, peroksinitrit radikali gibi daha toksik reaktif turlerin
yapiminin baslamasina neden olurlar. Bu reaktif turler halojenasyon
yoluyla ya da protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu yoluyla
patojenleri oldurir. Ancak, inflamasyon sirasinda bu reaktif tirlerin agir
salinimi eger oksidan-antioksidan dengesinde oksidanlar lehine bir
bozukluk ortaya cikaracak kadar fazla olursa saglikli hicrelere de zarar

verebilir.®

Bu mekanizmalara dayanarak anti-inflamatuar amacli
kullanilan bitkilerin antioksidan aktivitesinin olabilecedi dustnulerek bu
calisma tasarlanmistir. Bitkilerin yalniz besin maddesi olarak degil, pek
¢cok hastaligin tedavisinde de kullaniimasi insanlik tarihi kadar eskidir.
Bitkiler icerdikleri maddelerle insan ve hayvan sagligi yoninden dnem
tagirlar.” Bazi kiiltirlerde yiizyillardan beri kullanilan sifali otlar veya
kombinasyonlari geleneksel Tiirk tedavilerinde &nemli bir yer tutar.’
Calismamizda, Dlzce ve gevresinden toplanan ve anti-inflamatuar amagli
kullanilan bazi bitki tlrlerinin, cesitli metotlar kullanilarak antioksidan

aktivitelerinin incelenmesi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Anaerobik ortamlara uyum saglamis organizmalar haricinde
tiim canllar yasamlarini siirdiirebilmek icin oksijene ihtiyag duyar.** Tiim
aerobik organizmalarin hucresel metabolik surecglerinde oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda canli dokularda toksik Ozellikte serbest radikaller

ortaya gikar.*?

Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip reaktif atom,
atom grubu molekullerdir. Baglicalari superoksit radikali (02'_) hidrojen
peroksit (H.O,) ve hidroksil (OH’) radikalidir. Bu maddeler DNA, proteinler

ve hiicre zarlarindaki lipidler ile etkileserek canli dokulara zarar verirler.*?

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya cikabilir.™®

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekulin homolitik
yikimi sonucu olugurlar (Bolinme sonrasi her bir parcada ortak

elektronlardan biri kalir).

2. Normal bir molekullden tek bir elektronun kaybi ya da bir
molekulun heterolitik olarak bdolinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolunmede

kovalent bagi olugturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

3. Normal bir molekile tek bir elektronun eklenmesi ile
olusurlar.
A+e- e A )



Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hlicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hlcrelerin savunma mekanizmasi igin gereklidir.

Ancak fazla tiretimi doku hasari ve hiicre 8limii ile sonuglanir.**

Superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinin
hicre zarlarindaki lipid tabakalarini hasara ugratip iyonlarin sizmasina
sebep olduklari, ayrica sodyum kanallarinin  blokajina, lipid
peroksidasyonuna, bazi aminoasitlerin oksidasyonuna, polisakkaritlerin
depolimerizasyonuna, membran proteinlerinin ¢apraz baglanmasina ve

hiicre 6limiine sebep olduklari bilinir.*>°

2.1. Reaktif oksijen tirleri (ROT)

2.1.1. Superoksit radikali (Oz'_)

Oksijen metabolizmasinin ilk ara Grdnd olan superoksit
radikali molekdler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle olusur. Asil dnemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir.t’

Superoksit radikali hem c¢evresel etkenler, hem de
organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve
en kolay olusan oksijen radikalidir. Canlilarda diger radikallerin olusumu
cogunlukla superoksit radikallerinin birikmesine baghdir. Bu radikaller
biriktikten sonra, bir seri zincirleme radikalik tepkimeler sonucu diger

radikaller olusur.*®*

Superoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile
birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tlrevi olan peroksinitrit meydana

gelir.*’



Bdylece NO" ‘in normal etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin
dogrudan proteinlere zararh etkileri vardir ve azot dioksit (NO’), hidroksil
radikali (‘OH) ve nitronyum iyonu (NO;") gibi daha baska toksik Uriinlere

donustrler. *’

Superoksit, disuk pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan
perhidroksil radikali (HO') olusturmak Uzere protonlanir. Fizyolojik pH’daki
protonlanmis formu %1 ‘den azdir. Superoksit ile perhidroksil radikali
birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur digeri indirgenir. Bu

dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. *’

HO2 + Oz "+ H' ~-ememmmmeeeeee > 0, + H,0,

indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit

meydana getirebilir.

Fe2+ + Oy —mmmmmmmm e > F63+ + 0y~

Bu reaksiyonlar geri donusumludurler. Bu yuzden gegis
metalleri iyonlarinin oksijenle reaksiyonlari geri donugumlu redoks

reaksiyonlari olarak disunulebilir. *’



2.1.2. Hidrojen Peroksit (H20,)

Superoksiti olusturan her biyolojik sistem ayni zamanda
kendiliginden dismutasyon (superoksit dismutaz enzimi vasitasi ile)

reaksiyonu ile hidrojen peroksit tretir.?

202"+2H+ --------------- > 07 + H0,

Hidrojen peroksitin pK’si 10.6 oldugundan, nétral ve asidik
kosullarda net yuk tasimaz, biyolojik zarlar kolayca gecebilir. Yapisinda
paylasiimamig elektron icermediginden radikal ozelligi tasimaz, reaktif bir
tur degildir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tlr olarak bilinmesinin nedeni,
Cu, Fe gibi metal iyonlari varliginda hidroksil radikalinin énculi olarak
davranmasidir. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek yuksek oksidasyon duzeyindeki ferril
demir ve perferril demir olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir
¢ok guclu oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hucre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Belirtilen potansiyel
oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olugsan H,O)'in derhal
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi, hucrelerdeki 6nemli
antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine

getirirler.?*

2.1.3.Hidroksil Radikali (OH)

Biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif tir olan OH' su dahil
ortamda rastladigi her biyomolekiille etkilesime girebilir. ?* Yarilanma émrii

cok kisadir. Batin hicresel yapilar OH’in bir hedefi ise de 06zellikle



protein, lipit ve nlkleik asitler gibi elektronca zengin bilesikler tercihli
hedeflerdir. *>%*

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilebilen hidroksil radikali

(HO") canlilarda iki mekanizma ile olusabilir: %

A. lyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su

molekaullerinin iyonlagmasi (Homolitik yikim) ile gergeklesir:

X veyay isini

Bu tepkimeler femtosaniye icinde gerceklesir ve Uretilen
hidroksil (HO") radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica

tardar.

B. Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile hidroksil yapimi

vucutta ki bu radikalin en onemli kaynagidir.

1- Fenton reaksiyonu: hidrojen peroksit Fe*? ve diger gecis elementleri

(Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek HO" radikali olusur:

Fe' 4 HyOp wormmmmmmmmmemmeee > Fe™® + HO + OH'

2- Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek

hidroksil radikalini olusturur.

O, + H,O, + [ > 05+ H,O + HO



3- H202'nin UV 1s1§1ina maruz kalmasi ile de HO' olusabilir:
Enerji (UV)

2.1.4. Singlet Oksijen (0%

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle
serbest radikal olmadigi halde yuksek enerjili elektronlarinin varligi ile
reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alan singlet oksijen (O,'), serbest radikal
zincir reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi agisindan 06nem
tasir.?®%’ Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda reaktivite cok

yliksektir.?®

Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi,
bu reaksiyonlarin baslamasina da sebep olur. Serbest oksijen
radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R"), peroksil
radikalleri (ROQ"), alkoksil radikalleri (RO, tiyol radikalleri (RS") gibi
énemli serbest radikaller meydana gelir. *’

Doymamis yag asitlerindeki karbon-karbon cift baglar ile
dogrudan etkilesime girerek peroksil radikallerinin olusumuna neden olan

0,', OH bilesigi kadar etkin bir sekilde lipit peroksidasyonunu baslatabilir.
27,29-34

2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikal kaynaklarini endojen ve eksojen olarak iki

grupta toplayabiliriz. **



2.2.1.Endojen Kaynaklar

+« Kiguk molekullerin otooksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler.

« Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, hemoglobin.

+ Mitokondrial elektron transportu.

% Endoplazmik retikulum ve nikleer membran elektron
transport sistemleri (sitokrom P-450).

+«» Peroksizomlar: Oksidazlar, flavoproteinler.

+ Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz,
fagositlerde NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonu.

% Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma,
intoksikasyon.

« Fagositik hlcreler (monosit ve makrofajlar, nétrofil,

eozinofil) ve endotelyal hicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar.

2.2.2.Eksojen kaynaklar

+«» Antineoplastik ajanlar: Nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin.

+ Radyasyon.

« Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

% Cevresel ajanlar: (hava Kkirliligi yapan fotokimyasal
maddeler, hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler,
aromatik hidrokarbonlar).

«» Stres: Streste katekolamin dlzeyi artar. Katekolaminlerin
oksidasyonu serbest radikal kaynagidir.

« Diyet faktorleri.



Metabolizmada olusan ve dis kaynakh radikal ve reaktiflerin

olusum yollari asagidaki sekilde gdsterilmistir (Sekil 1).*°

02
ETS zinciri, radyasyon, ilaglar,
zehirler vh. etkiler

Siiperoksit radikallen “Oy

p): R
{Zlutatyon peroksidaz
Hidrojen peroksit Hi% — > 2H,0
H* / \
™o / \
2H,0 & 2GSH GSISG

A /
¥ ;
Hidroksil radikalleri ~©H \_/

lipid, protein ve DIVA
yapiarna zarar verir

Sekil 1: Serbest Radikal ve Reaktiflerin Olusumu

2.3.Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hucrelerin lipid, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tim &nemli bilesiklerine etki ederler.
Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrenin

potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirirlar.*’

2.3.1.Nukleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona

girdiginden DNA serbest radikallerden kolayca etkilenebilir.!” OH-’in
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ndkleik asitler ile tepkimeleri sonucunda ise baz modifikasyonlari, baz
delesyonlari ve zincir kiriimalari gergeklesebilir.**®” DNA yapisinda
meydana gelen ileri derecedeki bozukluklar onarilamadigindan serbest

radikaller; mutasyon, yaslanma ve hatta hiicre éliimiine yol agabilir. *

2.3.2.Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri amino
asit kompozisyonlarina baghdir. Doymamig bag ve sulfur igeren
molekullerin serbest radikallerle reaktivitesi yuksektir. Bu yuzden triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asitlere sahip
proteinler serbest radikallerden kolay etkilenirler. Bu etki sonucunda
ozellikle silfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olugur.'’
Proteinlerin karbonil turevleri ve oksidasyon urunleri amino asit yan
zincirlerinin  modifikasyonuna sebebiyet verebilir. Proteindeki karbonil
guruplarinin  ¢ogalmasi serbest radikallerin acgik hedefi olur. Peptit
baglarini koparabilir. Hicre membranindaki proteinleri yikarak hdcrenin
O0lumune sebep olabilir. Enzimler de protein yapisinda olduklari igin

fonksiyonlari bozabilir. *°

2.3.3.Lipidler Uzerindeki Etkileri

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon udrunleri
olugtururlar. Poliansature yag asitlerinin  oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga zararlidir. Cunki kendi kendine
devam eden zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile

meydana gelen membran hasari geri déniisiimsiizdir.*’
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Yag asidinin (LH) oksidasyonu metilen karbonundan hidrojen
atomunun, zincir baglatici radikale (R) veya hidroksil radikali gibi (OH)
karasiz yapilara transferi ile baslar ve yag asidi radikali (L") olusur.
ilerleme agamasinda yag asidi radikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek
peroksil radikalini (LOO®) olusturur. Lipid peroksil radikalleri zincir
reaksiyonlarinin baslaticilaridir, bunlar diger ¢oklu doymamis yag asidi
molekullerinden  hidrojen atomlarini  ¢ikartarak yeni reaksiyonlari
baglatirlar. Sonlanma asamasinda lipid hidroperoksidleri yikilarak daha
reaktif radikal tdrleri olusturur. Peroksi radikaller ayrica siklik peroksidleri
de olusturabilir. Ortamda bulunan demir ve bakir tuzlan lipid
hidroperoksidlerinin yikihmini  hizlandirip, olusan peroksi ve alkoksi
radikalleri ile lipid peroksidasyonlarini uyarirlar.*°

Baglama: LH + R ------------ >L+RH
llerleme: L+ Ogm-mmmmmmmem- > LOO"

LOO™ + LH --eemmmee > LOOH + L
Sonlanma: LOOH ------------- >L0O", LOO" , Malondialdehid (MDA)
LOOH + Fe*? -oeeeeeeeeeeev > Fe™ + OH + RO’( Alkoksi radikali )
LOOH + Fe™3e- > Fe*? + H" + RO, ( Peroksi radikali )

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur.
Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler
ureterek diger hlcre bilesenlerine zarar verir. Boylece, birgok hastaliga ve

doku hasarina sebep olur.*’

2.4. Antioksidanlar

Reaktif oksijen turlerinin olusumunu ve bunlarin meydana

getirdigi hasari onlemek icin organizmalar antioksidan savunma sistemleri
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gelistirmiglerdir. Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak Uzere ikiye
ayrihr (Tablo 1).

Tablo-1 Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar

Ksantin Oksidaz inhibitorleri

Superoksit dismutaz (SOD) Tungsten
Katalaz Allopurinol
Selenyum bagimli glutatyon | Oksipuirinol
peroksidaz (GPx)

Glutatyon rediktaz (GR) Folik asit

Glutatyon-S-transferaz (GST)

Pterin aldehid

Sitokrom oksidaz

NADPH Oksidaz inhibitorleri

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Adenozin

Melatonin Ferritin Lokal anestezikler

Urik Asit Oksipurinol Kalsiyum kanal blokerleri

AlbUmin Ubikinon Non-steroid Antiinflamatuar ilaglar

Haptoglobulin Bilirubin Cetiedil

Transferin Mannitol Difenilen iodonium

Laktoferrin Lipoik asit Trolox

Metionin Hemopeksin Gida Antioksidanlari

Miyoglobin Sistein Butillenmis hidroksitoluen (BHT)

Glutatyon Seruloplazmin Butillenmis hidroksianisol (BHA)
Propilgallat (PG)
Ter-bitil hidrokinon (TBHQ)
Bitkisel Antioksidanlar
Vitamin C Fenolik bilesikler
Vitamin E Vitamin A
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Antioksidan Etki Tipleri

Enzimatik antioksidanlar hicre iginde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hicre diginda daha fazla etkilidir. Antioksidanlar

etkilerini baslica iki sekilde gdsterirler.?

|. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

a) Baglatici reaktif turevleri uzaklastirici etki,
b) Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,

c) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

ll. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a) Toplayici (scavenging) etki: Reaktif oksijen turevlerini etkileyerek onlari
tutma veya ¢ok daha az reaktif baska bir molekile ¢cevirme (Or: Enzimler).

b) Bastirici (quencher) etki: Reaktif oksijen tlrevleri ile etkilesip onlara bir
proton ekleyerek aktivite kaybina neden olma (Or: Flavinoidler, vitaminler).
c) Onarici (repair) etki.

d) Zincir kirict (chain breaking) etki: Reaktif oksijen turevlerini ve
zincirleme reaksiyonlari baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip
zincirlerini  kirarak  fonksiyonlarini  dnleyici etki (Or:  Hemoglobin,

seruloplazmin, mineraller).
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2.4.1 Endojen Antioksidanlar

2.4.1.1.Enzim Yapisindaki antioksidanlar:

Superoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz enzimi superoksitin, hidrojen peroksit ve
molekuler oksijene donusumunu katalizler.
SOD

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden
hicreleri sUperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir.
Bdylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. SOD aktivitesi, yuksek
oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hucreler tarafindan ylksek oranda superoksit
uretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde intraselller suUperoksit
diizeyleri diistik tutulur. SOD’nin ekstraseliiler aktivitesi cok diisiiktiir.*’
Superoksit dismutazin, sUperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir.
Superoksit anyonu, Cu™ ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna
baglanir. Bu baglanma sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu*? ye
transfer olurken Cu® ve molekiler oksijen meydana gelir. Ikinci bir
sUperoksit anyonu Cu® dan bir elektron, baglanma ortagindan ise iki
proton alarak hidrojen peroksiti olustururken, enzim tekrar Cu*? formuna

donmis olur.

SOD-CuU*® + Oy ™ ==meeeeemmmev >SOD-Cu* + O,
SOD-CU™ + Oy "+ 2H" ~----eeeeee- > SOD-Cu*? + H,0;
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SOD fagosite edilmis bakterilerin hicre i¢inde etkisiz hale
getiriimesinde de rol oynar. Bu yuzden SOD, granulosit fonksiyonu igin
cok onemlidir. Lenfositlerde de granulositlerden daha fazla miktarda SOD
bulunur. SOD enziminin yuksek katalitik aktivitesi nedeniyle hucrelerde
sUperoksit birikimine izin veriimez. Ancak c¢esitli patolojik durumlarda
superoksit yapiminin artmasi durumunda, superoksite 6zgu tepkimeler

goriilmeye baslar.*?

Superoksit metal iyonlarini indirgeyerek bagh olduklari
proteinlerden salinimina neden olur, kofaktorlerin oksidasyon duzeylerini
bozar, metal iyonlarinin katildigi hidroksil radikali yapim tepkimelerini
hizlandirir. Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da, superoksit,
indirgenmis nukleotidleri, bazi amino asitleri ve antioksidan bilesikleri

(glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler.

Superoksit, hicre zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha
uzun omurld ve c¢ozunurlugu daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle
hicre zari ylzeyleri daha asidiktir ve sUperoksit burada daha kolayca bir
proton alarak hidroperoksit radikalini(H,O2) olusturur. Bu radikal de ¢ok
reaktif olup, hlcre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir ve

tokoferol gibi antioksidanlari oksitleyebilir.**

Katalaz

Katalaz peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu
bulunan bir hemoproteindir. Goérevi, hidrojen peroksiti oksijen ve suya

parcalamaktir.

2] = P @ R — > 2 H,0 + O,
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Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil
hidroperoksitleri gibi kug¢lik molekullere karsidir. Buyuk molekdllt lipit

hidroperoksitlerine ise etki etmez.’

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve blyluk molekalll
lipid hidroperoksitlerinin  indirgenmesinden  sorumludur.  Sitozolde
yerlesmis, 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir.
Karacigerde en yuksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta dusuk

aktivitede bulunur.

SO PR X cl] s [E—— > GSSG + 2 H,0

GPx, asiri hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG, glutatyon disulfid) oksidasyonunu katalize eder;

bu arada H,0- de suya donistiriilerek detoksifiye edilmis olur.*”#

Glutatyon Reduktaz (GR)

GPx tarafindan H,O, ve diger lipid peroksitlerin reduksiyonu
sirasinda glutatyon okside glutatyona doénudstr. Bu okside formun ileride
kullaniimak Uzere tekrar redikte GSH’a donusturtlmesi gereklidir. Cunku
organizmanin glutatyon deposu sinirlidir. GR, NADPH varliginda glutatyon

disulfiti tekrar redukte glutatyona (GSH) gevirir:

GSSG + NADPH+H" ----mmeemmmeeee > 2 GSH + NADP*
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Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST'lar iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir.
Bagta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak uUzere lipid
hidroperoksitlere (ROOH) kargi GST’lar Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gosterirler:

ROOH + 2 GSH -----ermmemmenee > GSSG + ROH + H,0

Genel olarak 3 sitozolik ve bir de mikrozomal olmak Uzere
dort ana gruba ayrlirlar. Organizmaya giren ksenobiyotiklerin

biyotransformasyonunda énemli rol oynarlar.*’?

Mitokondrival Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimidir ve superoksidi (O2")
detoksifiye eder.

O, + 4H+ 4e- —-menenv > 2H,0

Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda surekli devam eden normal
bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve
bol miktarda enerji Uretimi (ATP) saglanir. Ancak ¢ogu zaman superoksit
(O27) uretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar
ve bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek superoksidin

(0,") zararli etkilerine engel olurlar. **
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2.4.1.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Melatonin

Melatonin en zararl radikal olan OH radikalini ortadan
kaldiran ¢ok guglu bir antioksidandir. OH' ile reaksiyona girdikten sonra bir
indolil katyon radikaline donltsur. Bu da ortamdaki O, radikalini tutarak
antioksidan aktivite gosterir. Diger antioksidanlara gére c¢ok gugli bir

antioksidan olmasinin nedenleri séyledir: *’

1. Lipofilik olmasi nedeniyle hicrenin hemen tim organellerine, birgok
dokuya rahatca girerek genis bir alanda aktivite gdsterir;

2. Hucre c¢ekirdegine girebilmesi nedeniyle DNA'y1 oksidatif hasara karsi
korur,

3. Cok ylUksek dozlarda ve uzun sureli kullaniminda bile toksik bir etkisi
yoktur;

4. Prooksidan aktiviteye sahip degildir.

Melatoninin hicre c¢ekirdegine girebilmesi onun DNA'yi
oksidatif hasardan korumasi bakimindan diger antioksidanlara gore c¢ok

daha ustun bir 6zelligidir.

Ferritin : Dokudaki demiri baglar.

Albamin : LOOH ve HOCI toplayicidir.

Sistein : Superoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Bilirubin: Superoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
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Transferrin ve Laktoferrin : Dolagimdaki serbest demiri baglar.

Urat: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, sliperoksit, peroksi
radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Lipit radikalleri Uzerinde etkisi
yoktur.

Seruloplazmin: Ferro demiri (Fe*?) feri demire (Fe*®) yikseltgeyerek

Fenton reaksiyonunu boylece serbest radikal olugsumunu inhibe eder.
Mannitol: OH Radikalini toplayici etki gosterir.

Oksipurinol: Allopurinolin metaboliti olup dogrudan OH' ve HOCI radikalini

azaltici yonde etki eder.’

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar; butillenmis hidroksitoluen (BHT),
batillenmis hidroksianisol (BHA), tersiyerbutilhidrokinon (TBHQ), propil
galat (PG) ve troloks gibi maddelerdir.*® Sentetik antioksidanlar gidalarda;
gidalarin oksidasyonu sonucu olusan bozulmalar, koku olugsumu, tatlarin
bozulmasi ve vitamin miktarindaki azalmalar gibi olugan problemleri
¢bzmede ve bunlarin raf dmdrlerini uzatmak amaciyla kullanilir. Ancak
sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan
¢alismalardan sonra kullanimlarina ciddi sinirlama ve yasaklar

getirilmistir.*
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Propil Gallat (PG)

Gallik asitin esteri olan ve beyaz renkte kati kristaller
halindeki propil gallat, hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok kullanilan
sentetik antioksidandir.*” PG demir iyonlari ile birleserek mavi-siyah
kompleks olusturdugundan, demir ve bakir katalizorleri elimine etmek igin
her zaman sitrik asit gibi selatlarla kullanilir. BHA ve BHT ile sinerjik etkisi
tespit edilmistir, TBHQ ile kombinasyonu uygun goérilmez. PG, bitkisel ve
hayvansal yaglarin, taze ve donmus et drunlerinin ve c¢erezlerin
oksidasyonunu inhibe etmek icin kullanilir. Bundan baska PG amfifilik
yapisindan dolayr kuru (susuz) bitkisel yaglarda c¢ok etkili bir
antioksidandir. Gallatlarin ugucu 06zelligi BHA ve BHT'den daha duguk

oldugundan, bu monohidrik fenollere oranla daha az fenolik kokuya

sahiptir. *®
OH
HO
HO TN

o
Sekil 2: 3,4,5-trihidroksipropilbenzoat

Biitil Hidroksi Anisol (BHA)

Bu antioksidan, kimyasal olarak  3-tersiyerbutil-4-
hidroksianisol (%90) ile 2-tersiyerbutil-4-hidroksianisol (%10) izomerlerinin
karisimidir. Ticari amagl kullanimda beyaz mumsu tabakalar halinde
bulunur. Esansiyel yaglarin tat ve rengini korumada kullanilir. Tahil ve
sekerleme Urunlerinde kullanilan hindistan cevizi ve palmiye 6zU yaglari

gibi kisa zincirli yag asitlerinin oksidayonunun kontrolunde etkilidir. Bitkisel
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yaglardaki antioksidatif etkisi, hayvansal yaglardaki etkisine gbre daha

azdir. ¥

OH

CH
C—CH;
CH;

Q.
CH;

Sekil 3: Biitillenmis hidroksianisol

Butil Hidroksi Toluen (BHT)

BHT (2,6-ditersiyer butil-4-metil fenol); beyaz renkli kristal

yapidadir. Hayvansal yaglarda oksidasyonu Onleyici ajan olarak bitkisel

yaglardan daha etkilidir. *° Bu antioksidan da BHA gibi isiya oldukca

dayaniklidir. Bu yuzden firinda pisirme ve kizartma gibi islemlerde daha

fazla ortamda kalir ve gidaya dayanikhlik kazandirir. BHA ile sinerjist etki

gosterirken, PG ile géstermez. *°

CH; OH CHy
HEC"-.I_ _.."'IICH

HaC ™

Sekil 4: Biitillenmis hidroksitoluen
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Ter-batilhidrokinon (TBHQ)

ter-batilhidrokinon (TBHQ) yanan yaglari oksidasyona karsi
korumak igin ¢ok iyi bir antioksidan maddedir. Oksidatif stabiliteyi
arttirmak icin hidrojenasyona alternatif olarak gosterilir. Beyaz ile acik
kahverengi arasi renkte kristal yapida olup, yaglarda yeterli miktarda
¢6zUlUr, demir ve bakir gibi metallerle kompleks olusturmaz. BHA ve BHT
ile kombine olarak ya da tek basina kullanilabilir. TBHQ propil gallat’la
kombine edilmez. Birgok uygulamada diger antioksidanlara kiyasla en iyi

etkiyi gésterdigi belirtilir. *¢-°%°*

OH
C(CH,),

OH

Sekil 5: Tersiyerbiitilhidrokinon

2.4.2.1. Bitkisel Antioksidanlar

Dogal maddelerin 6nemli antioksidan etki gosterdikleri ve
bazen sentetik antioksidanlardan daha etkin olduklari bilinir. Bitkiler (yagh
tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler, baharatlar ve c¢ay), hayvansal
artnler (peptitler, amino asitler ve karotenoidler), enzimler (glutatyon
peroksidaz, sliperoksit dismutaz ve katalaz) ve bazi mikroorganizmalar en
oénemli dogal antioksidan kaynaklari arasinda yer alir.>® Bunlarin
antioksidan aktiviteleri fenolik bilesikler, vitamin C, karotenoidler ve

vitamin E gibi bilegiklerden kaynaklanir.
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Epidemiyolojik ve klinik calismalar bitkilerdeki
antioksidanlarin  kardiyovaskuler hastaliklar, cesitli kanser tipleri,
Parkinson ve Alzheimer hastalidi gibi norodejeneratif hastaliklar ile kronik,
dejeneratif hastaliklara kargi koruyucu ve anti inflamatuar etkileri oldugunu

gostermistir.>

Fenolik Bilesikler

Fenoller, benzen halkasina baglhh —OH grubu iceren ve bu
Ozellikleri dolayisiyla zincir kirllmasi ile peroksil radikallerini temizleyici rol
oynayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri icin in vitro olarak

kullanilan giiclii antioksidan bilesenleridir. >*

Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik
maddelerdir. Onemli antioksidanlar olarak serbest radikal temizleyici ve
zincir kirici etki gosterirler. Bunun yaninda flavonoidler reaktif oksijen
turlerinin (ROT) olusumunu azaltirlar. YUksek oksitlenmis ROT flavonoidler

araciliglyla daha az etkili aroksil radikallerine indirgenir.>

Fenolik bilesiklerden olan antosiyaninlerin antioksidan etkisi
cesitli  mekanizmalarla agciklanir. Flavonoidlerin  peroksil ve alkoksil
radikallerini temizleme yetenegi bilinir. Buna ek olarak antosiyaninlerin
antioksidan aktivitesi metal iyonlariyla selat olugturma ve protein baglama

ozelliklerine dayandirilir.*®

Fenolik asitler bitkilerde yaygin olarak bulunan suda ¢6zinen
fenolik bilesiklerdir. Antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarini vererek,
hidroksil, singlet oksijen, peroksil, peroksinitrit radikallerini stpurerek veya

gecis metalleriyle selat olusturarak gésterir.57
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Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit; sulu ortamlarda serbest radikallerle tepkimeye
girebilme yeteneginde olan suda ¢Ozunur bir vitamin ve guglu bir
antioksidandir. Ozellikle taze yesil sebze, meyve ve turuncggillerde bol
miktarda bulunur. Cok gug¢li bir indirgeyici ajan olan C vitamini,
organizmada bir ¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar; superoksit (O,”), hidrojen peroksit (H2O), hidroksil
radikali (OH’) ve singlet oksijen (O,") ile kolayca reaksiyona girerek bunlari

temizleme ve ortamdan uzaklastirma 6zelliklerine sahiptir. %2

Lipid oksidasyonunu farkli mekanizmalarla &nler. Bu
mekanizmalar serbest radikal ve oksijen yok edici olarak indirgen
etkileriyle bazi okside olabilir bilesikleri korumak, daha az reaktif olan
semidehidroaskorbat ve dehidroaskorbik asit radikaline donusmek
suretiyle oksijen ve karbon merkezli radikalleri indirgemek ve bazi
antioksidanlari rejenere etmek olmak Uzere 3 grupta incelenebilir.
Antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller,

tokoferoksil radikalinin tokoferole rediiklenmesini de saglar. ®3

Askorbat; ROT Uzerinde dogrudan etkili olabildigi gibi okside
olmus glutatyon (GSSG), tokoferoksil ya da fenoksil radikallerinin,
(askorbat-glutatyon) dongusu ile reduklenmesinde yer alarak dolayh

yoldan da antioksidan 6zellikler gdsterir.®*

Askorbik asitin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yaninda
oksidan etki de gostermesidir. Askorbik asit, ferrik demiri ferréz demire
indirgeyen superoksit radikali digindaki tek selller ajandir. Bu yolla
askorbat, proteine bagh ferrik demiri uzaklagtirarak ya da dogrudan ferrik

demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle etkilesmeye
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uygun olan ferr6z demire doénusturidr. Yani stperoksit Uretimine katkida

bulunur.*’
Askorbat + Fe**-Protein ------------ > Dehidroaskorbat(DHA)+ Fe*? + protein
Fe*® + Vitamin C ---------------- > Fe*? + Vitamin C + 2 H*

Vitamin E (Tokoferol)

E vitamini tokoferol yapisinda olup a, B, y ve & olarak dort
tipin karisimidir. a- tokoferol dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi
en fazla olanidir. Antioksidan etkisi en fazla olani da a-tokoferoldur.
Tokoferoller, fenolik hidroksil gruplarindan hidrojen veya elektron vererek
baglangictaki serbest yag asidi radikali olusumunu engelleyerek lipid
oksidasyonunu inhibe ederler. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu
aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olugturur ve

antioksidan 0zelligi bu gruptan kaynaklanir.

En yUksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve
mikrozomlar gibi membrandan zengin hicre kisimlarinda bulunur. Cok
gugli bir antioksidan olan vitamin E hicre membran fosfolipidlerinde
bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
koruyucu savunma elemanidir. Bir molekdl vitamin E 100 molekul yag
asidinin peroksidasyonunu onleyebilir. Vitamin E, O,", HO, singlet O, lipid
peroksil (LOO’) radikallerini ve diger radikalleri temizler. Lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini yikarak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi igin zincir kirici bir

antioksidan olarak da bilinir:*?°

LOO + a-tokoferol-OH ------- > LOOH + a-tokoferol-O (tokoferoksil radikali)
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Vitamin A ( B-Karoten)

Karotenoidler, birgok meyve ve sebzede bulunan sari,
turuncu ve kirmizi renk veren pigmentlerdir. Coklu doymamis yapilari bu
pigmentlere kolay okside olabilen ve stabil olmayan bir yapi kazandirir.
Karotenoidler, hidrokarbonlar (a, B, y karoten ve likopen) ve ksantofiller
(lutein ve kapsantin) olmak Uzere 2 gruba ayrilir. Vitamin A metabolik 6n
maddesi olan B-karoten son derece guclu singlet O, temizleyicisi olup
ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon
verip lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu Onleyebilir. Karotenoidler
icerisinde en etkili antioksidan likopen olup, bunu sirasiyla B kriptoksantin
ve [ karoten izler. Ksantofiller ise minimum antioksidan aktiviteye
sahiptirler. Kirmizi, sari ve turuncu meyveler, kok bitkileri ve sebzeler en

énemli karotenoid kaynaklaridir.®®

A vitamini oksijen etkisi ile kolayca oksitlenir. Gérme, Ureme,

bilylime, epitel hiicre saglamliinda rol oynar.*’

2.5.Galisilan Bitkiler

Calismada Dulzce vyoéresinden vyara iyilestirme amagl

kullanilan bitkiler secilmistir.

2.5.1. Rubus hirtus Waldst. & Kit.

Yoresel adi: Bogurtlen, Tiken, Avat, Karakdstek
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Botanik oOzelligi: Rosaceae familyasina ait c¢alimsi bir
bitkidir. Uzun surinicu tomurcuklari; sivrilen silindir seklinde, kahverengi,
tuyla, esit olmayan biz bigimli zayif dikenli, salg! tuylu ve ignelidir. Salgi
tuyleri genellikle pembe-kirmizidir. Yapraklari 3-5 pargali, kenarlari egit
olmayan disli, iki renkli, Ust ve alt tarafi kaba tlylidir. Yandaki
yaprakgiklar kisaca sapli, ugtaki yaprakgiklar 5 — 16 cm, yaprak sapinin 4
— 6 (-10) kati kadar uzunlukta ovattan hemen hemen dairemsiye kadar
degisen sekillerde veya hemen hemen kordat, tepede keskin, uzun sivri -
disli ugluya kadar degisen seklilerde; kulakgiklar linear, kenarlari salgi
tuylidar. Bilesik salkim gevsek, hemen hemen yapraksiz, ovattan pramide
kadar degisen sekillerde, zik zak eksenli, 12-50 cigeklidir. Cicekli
surgunler cogunlukla hemen hemen pulsu, ince, ignemsi dikenli ve 1,5-4
mm uzunluga kadar sik salgi tlylidir. Canak yapraklari belirgin olarak
kuyruk seklinde uzantili, meyve halindeyken dik, salgl ve kegemsi
tuylidar. Tag yapraklari beyaz renkli, dikdértgensi, ters yumurta bigimli ve
6—-8(-10) mm uzunlugundadir. Meyve; eriksidir, olgun meyve siyah, ¢ok
sayidadir. Ciceklenme zamani haziran-temmuz aylaridir. Karisik ve
yaprak doken ormanlarda, deniz seviyesinden-2000 m’ye kadar yayilis

gosterir. Avrupa-Sibirya elementidir.®*

28



Resim 1: Rubus hirtus Waldst. & Kit.

Bilesimi: Triterpen, fenolik asitler, flavonoidler (Rh-1
Apigenin, Rh-2 Luteolin-7-O-Glikozit, Rh-3 Kersetin).®®

Etki ve kullanimi: Yapilan c¢aligmalar sonucunda anti-

inflamatuar ve antinosiseptif aktivitesi oldugu belirlenmistir.®®

2.5.2. Sambucus ebulus L.

Yoresel adi: Yigidin, Nivarden

Botanik ozelligi: Caprifoliaceae familyasina ait bir bitkidir.
Cali, kétu kokan, tlysuz ¢ok yilhktir. Strdntcl toprak alti gévdesi vardir.
Yaprakgiklar 3—6 cifttir. Mizrak bicimliden eliptik bicime kadar degisir.
Kulakgiklar ovat, 8-30 mm’dir. Cigcekler beyaz bazen hafifce pembemsidir.

Meyve eriksidir. Kiremsi, siyah ve 6 mm’dir. Ciceklenme zamani temmuz-
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agustos aylaridir. Yaprak doken ormanlar, yol kenarlarinda, 500-2000 m
yukseklikte yayilis gosterir. Baslica Turkiye’nin kuzeyinde, daha nadiren

Turkiye’nin gineyinde, dogu ve i¢ Anadolu’da yayilis gosterir. o7

Resim 2: Sambucus ebulus L

Bilesimi: Yapraklari glikozit, sambunigrin, esans, tanen,
malikasit, valerikasit, tartarikasit; rizomlari ise asetikasit, malikasit,

saponinler ve recineler icerir.®®

Etki ve kullanimi: Yaprak, rizom ve meyveleri, infizyon, toz
ve sivi ekstre halinde kullanilir. Yapraklari kabizhigr giderici ve
iltihaplanmaya karsi, rizomlari ise mushil olarak ve idrar sokturucu olarak
kullanilir. Bitki kot bir koku verir. Meyvelerinden koyu bir renk maddesi
elde edilir ve boya sanayinde kullanilir. Yapraklarinda yapilan
calismalarda anti-inflamatuar ve yara iyilestirici aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.%*"*
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2.5.3. Plantago major L. ssp. major

Yoresel adi: Damar otu, Katir kulagi, Sigil yapragi

Botanik 6zelligi: Plantaginaceae familyasina ait bir bitkidir.
Cok yilhktir. Tabanda rozet bigiminde yapraklar bulunur. Yapraklari 5-9
damarli, kalin, tabanda kalp seklinde, tlysuzdur, eliptik-ovat veya
yuvarlak-ovat seklindedir. Ciceklenme zamani haziran-agustos aylaridir.
Habitati gamliklar, sulanmig alanlar, kanallar, batakliklar, kayalik daglarin
yamaglari ve genellikle tuzlu bdlgelerdir. Deniz seviyesinden-2200 m’ye

kadar yayilis gosterir. "2

Resim 3: Plantago major L. ssp. major

Bilesimi: B1 vitamini, riboflavin, aukubin, askorbik asit,
apigenin, baikalein, hispidulin, plantaginin, benzoik asit, klorojenik asit,
sitrik asit, ferulik-asit, oleanolik-asit, salisilik asit, ursolik asit, pektin,

saponin, oksalik asit, miisilaj ve allantoin icerir.”®
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Etki ve kullanimi: Biyolojik bir dizi calisma sonucunda
yaprak ve tohumlari yara iyilesmesi aktivitesi de dahil olmak Uzere,
analjezik, antioksidan, zayif antibiyotik, imminmodulator, antitlserojenik,
zayif antiviral ve hepatoprotektif aktivitesi oldugu belirlenmistir.”*"” Ayrica
antibakteriyel, panzehir, astrenjan, antiinflamatuar, antiseptik, antitusif,
kardiyak, teskin edici, idrar soktlricu, balgam soktlricl, hemostatik,
mashil, oftalmik, solucan ilaci olarak, astim, amfizem, mesane problemleri,
bronsit, ates, hipertansiyon, romatizma ve kan sekeri kontroll igin

alternatif ilag olarak kullanilir.

2.5.4. Plantago lanceolata L.

Yoresel adi: ince yaprakli Damar otu

Botanik 6zelligi: Plantaginaceae familyasina ait bir bitkidir.
Cok yilhktir. Tabanda cok sayida rozet bigiminde yapraklar bulunur.
Yapraklar mizraksi-ovat, mizraksi veya dar mizraksidir. Yaprak kenarlari
diz veya duzensiz digli, 3-5-7 damarl, tlyslz, sapsiz veya sap uzunlugu
yaprak ayasinin 1/3'G kadardir. Cigeklenme zamani nisan-ekim aylaridir.
Deniz kiyillarinda, kumlu sahillerde, cayirlarda, batakliklarda, dere
kenarlarinda, koruluk alanlarda, Pinus ormanlarinda, ¢opluk alanlarda, 1-
3050 m yukseklik araliginda yayilis gosterir. Hemen hemen Turkiye’'nin

her yerinde yayilis gosterir.”®
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Resim 4 : Plantago lanceolata L.

Bilesimi: Musilaj, laksatif, glikozit (6zellikle aukubin),

tanneler, klorojenik asit, cinko, ursolik asit, plantagomajosid icerir.”®

Etki ve kullanimi: Yapilan arastirmalarda anti-inflamatuar,

antimikrobiyal, nematisidal ve antipeptik Ulser, antibakteriyel, antidiyareik,

antiviral, imminostimiilan aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.2*2*

2.5.5.Hedera helix L.

Yoresel adi: Kersen, Bezlkotu

Botanik ozelligi: Araliaceae familyasina ait bir bitkidir.
Odunsu, ¢ok yilliktir; gévdesi tirmanici veya surundcudidr. 30 m ye kadar

blayuyebilir. Gen¢ surgunleri ve ¢icek durumu vyildiz taylerle kaphdir.
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Yapraklari taysuz, her daim yesil, cigekli sltrgUnlerde dar eliptik-
suborbikular-kordattir. Genellikle yaprak kenari dizdar. Petal 3-5 mm,
yesilimsi, ilk 6nce genigleyen daha sonra asagiya kivrik sekildedir. Meyve
Uzim seklindedir. Sari veya mauvi-siyahtir. Ciceklenme zamani haziran-
agustos aylaridir. Habitatlari adaclarin Gzeri veya orman tabanidir. Deniz

seviyesinden 1500 m’ye kadar yayilis gosterirler. &

Resim 5: Hedera helix L.

Bilesimi: Yapraklarinda, triterpen-saponinler %4-5 oraninda
olup bunun %80’ini Hedera saponin C ve az miktarda Hedera saponin B,
E, F ve G ile monodesmosidler (a-Hederin ve Hederagenin-3-O-f-D-
glikozit) icerir. Hedera saponin C’nin hidroksitlenmesi ile a-Hederin'e
donusur. Hedera Saponin B’nin hidroksitlenmesi ile Hederin B-Hederin’e
doénusur. a-Hederin ve B-Hederin’de parcalanarak Hederageninglikozit'e
doénusur.  Flavonitler; rutosid (Rutin=Kuersetin-3-rhamno  glikozit),
kédmpferol-3-rhamno glikozit, siyanidin-3-monosid, eter yagi tdrevleri
(Ugucu yagdlar); Metiletilketon, metilizobutilketon, heksanol, furfurol, B-

elemen ve germakren B en onemlileridir. Vitaminler ¢cok az miktarda olup
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vitamin E ve vitamin C ile B-karoten (vitamin Pro-A) minerallerden; Iyot,
¢inko, bakir, mangan, arsenik, lityum, aliminyum icerir. Polyinler;
Falkarinol ve didehidrofalkarinol sterol turevleri; Sitosterol, Stigmasterol, a-

Spinasterol ve kolesterol igerir.®

Etki ve kullanimi: Kramp ¢6zUcu, idrar sokturucu, terletici,
balgam soktlricl, goégsu yumusatici Ozelliklere sahiptir. Yapraginin
ekstresinden elde edilen hap ve damlalar basta akut ve kronik bronsit,
astim, nefes daralmasi, ugsutme, bogmaca, krampl Oksuruk ve balgama
karsi, tenturu hipertiroidizm, guatr, astim, bronsit, oksuruk, bogmaca ve

sintizite kars! kullanilir.®*

2.5.6.Morus alba L.

Yoresel adi: Ak dut

Botanik 6zelligi: Moraceae familyasina aittir. 15 m'ye kadar
boylanabilen agaclardir. Surgunleri zayif, tiystuzdur. Yapraklari 6-10(-18)
cm, ovat - genis ovat, keskin sivri uglu veya hafif uzun sivri uglu, ince,
yumusak, genellikle her iki tarafi da tlysuz ancak yaprak koltuklarinda
Obekli tuyludur. Yaprak tabani yuvarlak ya da asimetrik olup kalp
seklindedir. Yaprak kenarlari bolinmemis, loblu ya da oyuklu kenarlidir.
Kenarlar kor disli veya yuvarlak dislidir. Yaprak sapinin uzunlugu 1-3,5 (-4)
cm, gicek sapinin ise meyve kadardir. Meyve (bilesik) 1-2,5 cm, beyaz

renklidir. Ciceklenme zamani mayis, mayvelenme zamani haziran ayidir.
85
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Resim 6: Morus alba L.

Bilesimi: Fenolik bilesikler, flavonoidler, tanen, steroller,

alkaloidler ve saponinler igerir. &

Etki ve kullanimi: Yapilan galismalarda yapraklar ates
disurtcl, idrar soktarGclt, antioksidan, hiperlipidemik ve taze

yapraklarinin kanamalari durdurucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir.5”8
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3.GEREG ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat (NH;Ac) (Fluka), neokuproin (Aldrich), trolox (Acrds),
N,N-dimetil-fenilendiamin dihidroklortir (DMPD) (Fluka), demir(ll)klortr
(FeCly) (Aldrich), sodyum karbonat (Na,CO3) (Sigma &Aldrich), sodyum
potasyum tartarat (Sigma &Aldrich), Folin Ciocalte’s fenol reajan (Sigma
&Aldrich), bakir(l)sulfat (CuSO, ) (Sigma &Aldrich), 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) (Aldrich), potasyum
peroksidisulfat (K,S.0g )(Fluka), hidrojen peroksit solusyonu %30 H,0,
(Fluka), 1,1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) (Aldrich), nitroblue tetrazolium
(NBT) (Sigma &Aldrich), nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) (Sigma),
fenazin metasulfat (PMS) (Sigma), trizma hidroklorik asit (Tris-HCI)
(Sigma), L- Ascorbik asit (Sigma), linoleik asit (Fluka), amonyum
tiyosiyonat (NH;SCN) (Sigma &Aldrich), Tween 20 (Sigma), sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,O) (Merck), disodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO,4.12H,0) (Merck), % 96 etanol (% 96 EtOH) (Merck),
metanol (MetOH) (Sigma &Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH) (Merck), a-
tokoferol (Calbiochem), gallik asit (Merck).

3.1.2.Kullanilan Alet ve Cihazlar

T80 + UV-VIS Spektrofotometre: PG Instruments Ltd.
pH-metre: inoLab WTW
Hassas terazi: GR-200 AND. GIS. KAL. MERK.

inkiibatér; Jouan
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Otomatik pipetler: Eppendorf, Hirschmann, Axygen
Microplate Reader: Versa max (tunable) MoleculernDevices
Mini santrifij: PCV-300 Grant-Bio

Ultrasonik Banyo: Bandelin (sonorex)

Calkalayici: PST-60-HL plus Thermo Shaker Lab-4-You
Vorteks: Firlabo Agitateui Vibrant

Saf su cihazi: Millipore

3.1.3.Bitkisel Materyal

Bu galismada TUBITAK tarafindan desteklenen ‘108T253’

numaral ve ‘Diizce ili ve ligeleri Halk ilaglari * isimli proje kapsaminda
toplanan bitkilerin bir kismi, c¢alisma materyali olarak kullaniimigtir.
Ancak toplanan bitkilerin galisma igin yeterli olmamasi durumunda Haziran

2010 da yeniden arazi galismasi yapilarak érnek miktari arttirilmistir.

Bu arastirmada Duzce ili, ilge ve kdoylerinde yara iyilestirme
amagch kullanilan bitkiler secilmistir.  Arastirmada kullanilan bitkilerin
bilimsel ve yoéresel adlari, ait olduklari familyalari, tedavide kullanilan

kisimlari ve kullanim amaglari verilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2: Kullanilan bitkisel kaynakl halk ilaglari.

Bilimsel Ad Yoresel Ad | Kullanilan Kullanihs

(Familya) Kisim

Hedera helix L. Kersen Yaprak Yanikta; yapraklar haglanir, suyuyla

(Araliaceae) Beziikotu yanik yer temizlenir. Yumurta aki
tuzsuz yag ile cirpilir, hazirlanan
karigim yaniga suruldr, Gzerine
yaprak kapatilir. lyilesinceye kadar
islem tekrarlanir (yerde siriinen
bitki kullanilir). Yarada; yaranin
Uzerine konulur.

Morus alba L. Dut Yaprak Hayvandaki yaralarda; hazirlanan

(Moraceae) dekoksiyon yaranin Uzerine dokulur

Plantago ince Yaprak Mide agrisinda; yapraklardan

lanceolata L. Yaprakh hazirlanan infizyon igilir.

(Plantaginaceae) | Damarotu Cibanlarda, yanikta, yarada; taze
yaprak ¢iban Uizerine sarilir.
Seker hastaligi ve nefes
darliginda; hazirlanan inflizyonu
icilir

Plantago major L. | Damarotu, Yaprak iitihaph yara ve gibanlarda; taze

subsp. major Susek yaprak iltihabi akitmak ve ¢ibani

(Plantaginaceae) | Sinsek patlatmak icin Gizerine konulur.

Yapragi Mayasilda, bobrek kanserinde,
Yaraotu bronsitte, 6ksurtkte, mide Ulserinde

ve agrisinda, kalp damar
hastaliginda, seker hastaliginda,
asabiyette, basurda; hazirlanan
infizyon igilir.

Sambucus ebulus | Yigidin, Yaprak Ari sokmasinda; yaprak haslanip

L. Sahmelik rahatsiz yerin Uzerine konulur, sisi

(Caprifoliaceae) indirir.
Agrida, kirikta, ¢ikikta, adet
sancisinda, eziklerde ve
burkulmalarda yaralarda, sitmada;
yaprak kézln tzerinde hafifge
soldurulur, bezin igine konup,
rahatsiz yerin Gzerine sarilir.

Rubus hirtus Bogurtlen Yaprak Kesiklerde, yarada; kan dindirici

Waldst & Kit. Karakostek olarak taze yaprak cignenir, yaraya

(Rosaceae) Tiken sarilir.

Mide agrisinda; uglardaki taze
yapraklar ve dallar ile hazirlanan
infuzyon igilir.
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3.2.YOntem

3.2.1.Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Calismada kullanilan bitkiler, kullanildiklari yoreden Haziran
2010 da toplanmig, bunlardan bir kismi herbaryum materyali olarak
kurallara uygun preslenip kurutulduktan sonra teshis edilmistir. Geri kalan
baylk bir kismi ise rutubetsiz bir ortamda yapilacak calisma igin
kurutulmustur. Bitkilerin teshisleri Flora of Turkey and The East Aegean

04,67,72.78.8285 Tashis edilen tirlerin drnekleri

Islands’e gore yapilmistir.
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu (AEF) ve Gazi
Universitesi Eczacilik Fakultesi Herbaryumu (GUEF) ve Hacettepe
Universitesi  Egitim  Fakiltesi Herbaryumu (HEF)de muhafaza

edilmektedir.

3.2.2.Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Bitki yapraklari etanol ve metanolin % 50 (v/v) orani,
etilasetat ve bidistile su ile ekstrakte edilmigtir. Bunun icin yaklasik 1 g
tartilan kurutulmug ornekler 6nce ¢ozucunun 15 mL’si ile 45 dakika, 5 mL
daha ilave edilerek ikinci bir 45 dakika ve en son 5 mL daha ¢6zlcu ilavesi
ile 15 dakika (toplam 105 dakika) ultrasonik banyoda, agizlari kapali cam
erlenler icinde ekstrakte edilmigstir. Bitki ekstraktlari dnce ince dokulu temiz
bir bezden daha sonra suzge¢ kagidindan gegirilmigtir. Caligilan tim bitki

ekstraktlari -80°C de porsiyonlanarak saklanmistir.®®
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3.3.Uygulanan Yontemler

Yontemler uygulanmadan 6nce buylk ve kuguk hacimlerde
ekstre hazirlamak ve bu ekstrelerin antioksidan kapasitelerine bakip
birbiriyle kiyaslamak igin 6n denemeler yapilmigtir. Bu amagla Malva
cinsine ait bir tur toplanmis ve toplanan bitkiler 77 g olarak 2 ye ayrilarak,
biri liyofilizatorde, digeri golgede ve rutubetsiz bir ortamda kurutulmusgtur.
Liyofilizatorde kurutulan bitkiler 2 ayri silifli balona konarak -20 °C de 1
gece bekletilmis, ertesi gun liyofilize edilmistir. Daha sonra tartilarak
liyofilizatérde kurutulan Malva sp.’nin 13,15 g, geleneksel olarak
kurutulanin ise 8,8095 g geldigi gorllmustir. Buradaki amac iki farkh
kurutma metoduyla % kag¢ oranda su kaybi oldugunu hesaplamaktir.
Geleneksel olarak kurutma metodunda %88,5 liyofilizatorde kurutmada
%82,9 oraninda su kaybi olmustur. Geleneksel metotla kurutulan
numunelerden 25 g ve 1 g tartilarak 2 farkl ekstre hazirlanmistir.
Liyofilizatorde kurutulan numuneden geleneksel olarak kurutulan 1 g
numuneye es deger olmasi i¢in 1,49 g alinmigtir. 25 g tartilan numuneler
625 ml ¢ozucude ultrasonik banyoda ¢ozulmugtur. Daha sonra ince dokulu
bir bezden suzulmus ve suzge¢ kagidindan gegirilmistir. 1 g olarak tartilan
numunelere 25 ml ¢ézucude ayni islem uygulanmigtir. Bu iki ayri ekstre ile
daha sonra TAC metoduyla calisiimigtir. Sonuglarin birbirine ¢ok yakin
oldugu gorulmus, dusuk hacimlerde de hemen hemen ayni sonuglarin
ciktigr gorulmastur. Diger metodlarda microplate reader ile ¢aligilabilmesi

icin kiiglk modifikasyonlar yapilmistir.

Etil asetath ekstreler, artan veya azalan konsantrasyonlarda
Olgulen absorbans degerleri tutarsiz oldugu igin ve galisilan ¢ogu metotta

¢cozeltilerle uyumsuz oldugu igin ¢alismaya alinmamigtir.
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3.3.1 Folin Ciocalteu Yontemi (Toplam Fenol igerigi Tayin Yéntemi)

Bu ydntem, Singleton ve arkadaslari tarafindan toplam
fenolik igerigini 6lgmek icin gelistiriimigtir. Gergekte 6rnegin indirgenme
kapasitesini tayin eder. Yontemde kullanilan CuSO, (bakir(ll) sulfat) alkali
ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi
(fosfomolibdik- fosfotungustik asit) eklendiginde, Cu-protein
komplekslerinin tirozin ve triptofan artiklarina baglanmasi esasina dayanir.
Protein veya antioksidanla Cu(ll)’nin reaksiyonundan aciga c¢ikan Cu(l)
molibdatotungstat reaktifini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan
maviye donusur. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de 6rnek absorbanslari

dlgtlir. 2%t

Kullanilan Cozeltiler:

1-0,1 M NaOH

2-Lowry A

3-Lowry B

4-%1’lik NaKC4H40¢

5-Lowry C

6-Folin reaktifi 1:3 oraninda EtOH ile seyreltilir.

Yontemin Uyqulanisi:

Su, EtOH ve MetOH'da hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-
500-250-100 ve 50 pg/ ml konsantrasyonlari calisiimistir. Her bir bitki
ekstresinden x pl alinmigtir. Uzerine 125 pl Lowry C eklenip 10 dakika
bekletilimigtir. Slre sonunda karisima 12,5 ul Folin reaktifi ilave edilip

olusan mavi rengin stabil kalmasi i¢in 30 dakika beklenilmigtir. 750 nm’de
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referans c¢ozeltiye karsi absorbans degerleri kaydedilmigtir. Standart
olarak gallik asitin 1000, 500, 250, 125 ve 62,50 ug konsantrasyonlari

kullaniimigtir.

3.3.2. Bakir (ll) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Kromojenik bir redoks reaktifi olan bis (neokuproin)-bakir(ll)
klorur ile hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasite kolaylikla tayin
edilebilir. Bu ydntemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin-Nc)’in
Cu(ll)ile olusturdugu bakir(ll)-neokuproin kompleksinin Cu(ll)-Nc bitki
ekstresi ile 450nm’de maksimum absorbans veren bakir(l)-neokuproin
[Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan

kapasite hesaplanir. %2

Kullanilan Cozeltiler:

1-10"2M Cu(Il)kloriir ¢dzeltisi
2-Amonyum asetat(NH;Ac) tamponu 1 M (pH=7)
3-7,5x10° M Neocuproin ¢ozeltisi

Yontemin Uyqulanisi:

Su, EtOH ve MetOHda hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-
250-125 ve 62,50 ug/ ml konsantrasyonlari galisiimistir. Sirasiyla Cu(ll)
klortr cozeltisi, %96’k etil alkolde hazirlanmis neokuproin ¢ozeltisi,
amonyum asetat tamponu (pH=7) ilave edilmistir. Daha sonra belirli
oranlarda seyreltiimis olan bitki ekstrelerinden son ¢ozelti hacmi 205 pl

olacak sekilde ilave edilip, oda sicakliginda 30 dakika karanlikta
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calkalanarak bekletilmistir. 450 nm’de reaktif koérine karsi absorbans
degerleri ol¢limustir. Standart ¢dzelti olarak 1000-500-250-125-62,50-
31,25-15,62-7,81 pg/ml konsantrasyonlarindaki troloks ve vitamin C

kullaniimigtir.

3.3.3. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Troloks esdegeri antioksidan kapasite olarak ifade edilen
TEAK/ABTS  yonteminde; 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
(ABTS) kromojen radikal katyonunun absorbansinin, antioksidanlar
tarafindan inhibisyonunu temel alir. Antioksidanlar varliginda belirli bir
sure igindeki ABTS® radikal katyonunun absorbansinda azalmadan

yararlanarak toplam antioksidan kapasite troloks cinsinden bulunur.**

Kullanilan Cozeltiler:

1- ABTS radikal ¢gozeltisi

Yontemin Uyqulanist:

Mavi-yesil renkli ABTS radikal ¢oOzeltisi etil alkolle 1:10
oraninda seyreltiimistir. Cozelti olarak etanol kullanildigindan su ve
EtOH’da hazirlanmis olan bitki ekstreleri tercih edilmistir. Ekstrelerin 1000-
250-100-50 pg/ml konsantrasyonlarindan alinan x uL (zerine 60puL
ABTS™ ¢ozeltisi ve ( 240-x ) uyL EtOH ilave edilip 734 nm'de kendi
¢ozuculeri kor olarak kullanilarak 1. ve 6. dakika sonundaki absorbans
degerleri Olgliimustir. Standart olarak 1,95-62,50 ug/ml araliginda vitamin
C ve 31,50-250 pg/ml araliginda gallik asit kullaniimistir.
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3.3.4. Lipid Peroksidasyonunun inhibisyonu (Tiyosiyanat)

Bu metoda goére linoleik asit emulsiyonu sabit sicaklkta
(40°C) ve Kkaranlikta otooksidasyona birakilir. Yaglarin oksidasyonu
sirasinda peroksitler olugur. Tiyosiyanat metodu ortamdaki peroksitlerin
miktarinin UV goérinlir bolge spektrofotometresinde belirli bir dalga

boyunda miktarinin oOlgimu esasina dayanir. Zamanla linoleik asit

2+ 3+5e

oksidasyonu sonucu peroksitlerin miktari artar. Peroksitler, Fe“"yi Fe
oksitlerler. Meydana gelen Fe®" iyonlari, SCN ile kompleks teskil eder ve
kompleks 500 nm'de maksimum absorbans verir. Dolayisiyla yuksek

absorbans degerleri yiiksek linoleik asit oksidasyonunu gosterir.?®

Kullanilan Cozeltiler:

. 0,05 M, pH 7,4 Fosfat Tamponu

. 0,02 M, pH: 7 Fosfat Tamponu

. Linoleik asit emulsiyonunun hazirlanmasi
. % 3,5 HCI gozeltisi

. 20 M FeCl, ¢ozeltisi

. % 30 NH4SCN cozeltisi

o O B~ W N P

Yontemin Uyqulanisi:

Bitki ekstrelerinin 3 konsantrasyonuna (1000-500-250 pg/ml)
uygulamigtir. Sirasiyla deney tlpune bitki ekstresi, linoleik asit emulsiyonu
ve fosfat tamponu eklenmistir. 24 saat 40°C’de inkiibasyona birakilmigtir.
Bu karisimdan 100 yL alinmistir. Uzerine etanol, amonyum tiyosiyanat ve
demir(l)klorir (FeCl,) eklenmistir. 500 nm’ de absorbans degeri
Olculmustlr. Standart ¢ozelti olarak gallik asitin 500-250-125-62,50-31,25-

15,62 pg/ml konsantrasyonlari kullaniimistir.
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3.3.5. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Serbest radikallerin lipid peroksidasyonuna neden oldugu
bilinir. DPPH kararh bir serbest radikaldir ve elektron veya hidrojen kabul
eder. DPPH radikallerinin indirgenme kapasitesi antioksidanlar tarafindan
517 nm deki absorbansin azalmasiyla belirlenir. DPPH radikali sulu veya
etanolli ¢ozeltilerinde kararli serbest radikaller olusturabilir. DPPH
radikallerinin  optik  yogunluklarinin  degigsiminin  Olcliimesiyle test
orneklerinin serbest radikal giderme aktiviteleri degerlendirilir. Bu metod
radikal olmayan formundan (DPPH-H) dolayi hidrojen bagl antioksidanin
varliginda alkol ¢dzeltisindeki DPPH radikalinin azalimini temel alir. Bu
metodla birlikte 517 nm de DPPH radikalinin absorbansindaki azalmanin
Olgulerek antioksidanin anti-radikal gucunun belirlenmesi mumkandur.
Kararli DPPH radikaline hidrojen verilmesiyle antioksidan tarafindan
DPPH radikali giderildiginde absorbans azalir ve renk mordan sariya

doner.%®

Kullanilan Cozeltiler:

1-10° M DPPH™ Cozeltisi

Yontemin Uygulanisi:

Bitkilerin su, EtOH ve MetOH ekstrelerinde 1000-500-250-
125 pg/ml konsantrasyonlarinin DPPH radikali sdpuricu aktiviteleri
Olculmustldr. Standart olarak gallik asitin 1000-500-250-125-62,50 pg/ml
konsantrasyonlari kullaniimigtir. Bu ydntemde gerekli miktarlardaki
ekstrelere 50 pl DPPH radikali eklenmistir. 30 dakika karanlikta
calkalanarak inkube edilmistir. 517 nm’de kontrol ¢ozelti ile kore kargi

okunmustur.
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3.3.6. DMPD Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

N,N’-dimethil-p-fenilendiamin  (DMPD) radikali giderme
aktivitesi tayininde ilk olarak FeCl; kullanilarak DMPD’nin kararli ve pembe
renkli bir radikal katyonu (DMPD™) olusturulur. DMPD radikali, antioksidan
maddeler ile kimyasal tepkimeye girerek bunlardan bir H atomu transfer
eder. Boylece antioksidanlar DMPD’nin radikal etkisini giderirler. 505
nm’de absorbans veren pembe renkli bir ¢ozelti olan DMPD radikali
antioksidanlar ile tepkimesinden sonra rengi acilir. Azalan absorbans

farkindan antioksidan aktivite hesaplanir.?’

Kullanilan Cozeltiler:

1. 0,1 M asetat tamponu (pH 5,25)
2. 0,1 M DMPD c¢ozeltisi

3. 0,001 M DMPD+- ¢ozeltisi

4. 0,05 M FeCl; ¢ozeltisi

Yontemin Uygulanisi:

Standart ¢ozelti olarak Trolox’'un 4000, 2000, 1000, 500, 250,
125 ve 62,50 pg/ ml konsantrasyonlari kullaniimistir. DMPD radikal
cOzeltisinin farkli konsantrasyonlari hazirlanmistir ve absorbans degerleri
Olctlmustar. Su, EtOH ve MetOH'da hazirlanan bitki ekstrelerinin 1000-
250-100 pg/ ml konsantrasyonlari galisiimistir. 280 yl DMPD- ¢ozeltisine
20 pl ekstre eklenmistir. 30 dakika karanlikta inkube edilmistir. 517 nm’de

kore kargi kontrol ¢ozelti ile birlikte absorbans degerleri olgUlmustar.
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3.3.7. Suiperoksit Radikali Giderme

Bu metotta, PMS-NADH-NBT sisteminde PMS-NADH
bileseni tarafindan oksijenin pargalanmasindan superoksit anyonu agiga
cikar. Nitroblue tetrazolium indirgenmesi ile NBT?* nin sari rengi azalarak

formazan mavisine donusur.

Kullanilan Cozeltiler:

1. 144 yM NBT

2. 677 uM NADH

3. 60 uM PMS

4. 0,1 M pH 7,4 Fosfat tamponu

Yontemin Uyqulanisi:

Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin EtOH, MetOH ve sulu
200, 100, 50 pg/ml konsantrasyonlarina uygulanmistir. 100 mM pH=7.4
fosfat tamponunda hazirlanan Nitrotblue tetrazolium (NBT) (144 uM, 200
pl), 100 mM pH=7.4 fosfat tamponunda hazirlanan nikotinamid adenin
dintkleotid (NADH) (677 pM, 200 ul) ve 200 ul bitki ekstresi 4 dakika
vortekslenmistir. Bu karigimdan 150 yl alinmistir, tzerine 100 mM pH=7.4
fosfat tamponunda hazirlanan ferrozin meta sulfat (PMS) (60 uM, 50 uL )
ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon karigsimi 25°C’de 5 dk
inkiibe edilmigtir. Karisimin absorbansi 560 nm’de kore karsi 0-6 dakika
boyunca okunmustur. Reaksiyon karisimindaki absorbans azalmasi
siiperoksit radikali giderme aktivitesinin artmasinin belirtisidir.*® Standart
¢cOzelti olarak vitamin C’nin  1000-500-250-125-62,50-31,25 pg/ml
konsantrasyonlari kullaniimigtir. NBT’nin farkli konsantrasyonlari da

calisiimistir.
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3.3.8. Hidrojen Peroksit

Bu yontem, antioksidanlarin H;O,'e elektron vererek, onu suya

indirgemeleri esasina dayanir.

Kullanilan Cozeltiler:

1.0,0,1 M pH 7,4 Fosfat tamponu

2. 43 mM H,0, Cozeltisi

Yontemin Uyqulanisi:

Yontem, kullanilan bitki ekstrektlerinin su, EtOH ve MetOH ile hazirlanan
250 ve 50 ug/ml konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerine uygulanmigtir. Bitki
ekstrelerinden 0.4 ml, Gzerine 100 mM pH 7.4 fosfat tamponu ve 100 mM
pH 7.4 fosfat tamponunda hazirlanan hidrojenperoksit (H.02) ( 43 mM,
240 L) ilave edilmigtir. H,O, ilave edilir edilmez karisimin 230 nm’deki

absorbansi kére karsi okunmustur.*

3.3.9.Total Antioksidan Cevap (TAC)

Fe*~o-dianisidin kompleksinin standart solusyonu hidrojen
peroksitin standart solusyonu ile Fenton-tipi reaksiyonla OH radikali Uretir.
Bu gugclu radikal renksiz o-dianisidin molekullerini disik pH’larda okside
ederek sari-kahve renkli dianisidil radikaline donuasturir. Oksidasyon
reaksiyonlari dianisidil radikalleri arasinda ilerler ve daha fazla oksidasyon
reaksiyonlari gelisir ve buna bagli renk olusumu artar. Antioksidanlar
oksidasyon reaksiyonlarini ve renk olusumunu baskilar. Bu reaksiyon

spektrofotometre ile izlenebilir.*%
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Kullanilan Cozeltiler:

R1: o-dianisidine +Fe?*
R2: H,0O, ¢ozeltisi

Yontemin Uyqulanisi:

Calismada standart ¢ozelti olarak (192-96-48-24-12-6-3-1,5
mg/dl) Trolox kullaniimistir. Bitki ekstrelerinin EtOH, su, MetOH'deki (1
mg/ml) ¢dzeltilerinden 5 pl alinmistir. Uzerine 200 pl R1 eklenmistir 4,5.
dakikadan sonra 444 nm’'de ilk okuma yapilmistir. Bu karisim Gzerine 10 pl
R2 konulduktan sonraki her 5 dakikada maksimum absorbansi elde edene

kadar absorbans degerleri kaydedilmigtir.
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4 BULGULAR

Calismamizda, 6 bitki tirinde total fenolik madde miktarinin
belirlenmesi, total antioksidan aktivite tayini, total indirgeme kapasitesinin
arastiriimasi, DPPH’, ABTS™, ve O, " gibi radikallerin giderilmesi, serbest
olmayan bir reaktif oksijen tlrd olan H,O.'nin gideriimesi calismalari
yapilmistir. Sonuglar trolox, gallik asit, vitamin C, a- tokoferol gibi
antioksidan ve antiradikal aktiviteleri bilinen standart antioksidanlar ile

kargilastiriimistir.

4.1. Folin Ciocalteu Yontemi (Toplam Fenol icerigi Tayin Yéntemi)

Folin Ciocalteu ydntemi, bitkilerin su, etanol ve metanol
ekstrelerine uygulanmistir. Alkolli ekstrelere metot uygulandiginda
¢cOkelek olustugundan sonuglar degerlendiriimemistir. Yontem, sulu
ekstrelerin 5 farkli konsantrasyonuna (1000-500-250-100-50 ug/ml)
uygulanmistir (Sekil 6).

Sulu Ekstreler

1,4

1,2
" 1 yd
c — Sambucus ebuius
8 o038 / — Hadera helix
= / Piantago fanceociata
8 0,6 Plantago major ssn. major
0 RS hirtus
< 04 Morus alba

0,2 - -

0 _
50 100 250 500 1000
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 6: Folin Metodunda sulu ekstrelerin absorbans-konsantrasyon grafigi
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Standart olarak 62,50-1000 ug/ml konsantrasyon araliginda
Gallik asit kullaniimig ve bir kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Sekil 7).
1 mg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstrelerinden elde edilen absorbans
degerleri regresyon denklemine uygulanarak fenolik madde igerikleri ug
gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmigstir (Tablo 3).

Gallik Asit
2,5
2 —

®
@ /
_g 1,5
pe= /'/' y = 0,4685In(x)- 1,131
S 1 R2=0,9893
2 ;
2 /7

0,5 #
0

0 200 400 600 8§00 1000 1200

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 7: Folin Metodunda gallik asit ile elde edilen standart kalibrasyon grafigi

Elde edilen denklemden gallik asit esdederi olarak fenolik madde igerigi

hesaplanmistir.

Tablo 3: 1 mg/mL konsantrasyondaki sulu ekstrelerdeki fenolik madde igerigi

Sulu ekstreler (1 mg/mL) Fenolik madde igerigi (ug/mL)
Plantago lanceolata L. 146.368
Rubus hirtus Waldst&Kit 144.814
Sambucus ebulus L. 135.542
Plantago major L. ssp. major 107.407
Hedera helix L. 39.555
Morus alba L. 13.721
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4.2.Bakir (Il) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Cuprac yontemi 7.81-1000 pg/ml konsantrasyon araligindaki
standart troloks c¢ozeltilerine uygulandi. Her bir standartin 450 nm dalga
boyunda olcimu yapildi ve elde edilen degerlerden kalibrasyon grafigi
cizildi (Sekil 8).

y=0,0032x + 0,0379
Trolox Rz = 0.9985
3,5
3 //0
L 2,5
s 2 e
3 15
I 1
0,5 x/
o]
o] 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 8: Cuprac yontemi ile elde edilen standart troloksun kalibrasyon grafigi

Cuprac yontemi 7.81-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda
standart vitamin C ¢dzeltilerine uygulandi. Her bir standartin 450 nm dalga
boyunda o6lcimu yapildi ve elde edilen degerlerden kalibrasyon grafigi
cizildi (Sekil 9).

Vitamin C y =0,0024x + 0,2221
3 Rz = 0,9695
2.5 _—
w
= 2
Qo
= 1,5
@ -
£ .
>
0,5 ?/
o]
o] 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 9: Cuprac yontemi ile elde edilen standart vitamin C’nin kalibrasyon grafigi

53



Yontem sulu bitki ekstrelerinin  62,50-125-250-500-1000
bug/ml konsantrasyonlarina uygulandi. Her bir 6rnegin 450 nm dalga

boyunda 6lcumu yapildi ve elde edilen degerler grafige gecirildi (Sekil 10).

Sulu ekstreler
16 Plantago major 550
’ mafar
14 / Rubus firtus
1,2
g 1 / Moarus alha
é 0.6 /// Sambucus ebuius
g 0,4 _,/, Hedera helix
0,2
o _/ Piantago lanceaiata
-0,2 ¢ 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 10: Cuprac yéntemi ile elde edilen sulu ekstrelerin absorbans-

konsantrasyon grafigi

Yontem etanolli bitki ekstrelerinin 62,50-125-250-500-1000
pug/ml konsantrasyonlarina uygulandi. Her bir 6rnegin 450 nm dalga

boyunda 6lcumu yapildi ve elde edilen degerler grafige gecirildi (Sekil 11).

EtOH'lI ekstreler

1.6 Plantago mafor ssp.
1,4 - major
1,2 / Rubius firtus
o 1 // Morus alha
=
c 08 / Sambucus ebulus
= o6
8 0,4 / Hedeara halix
= /
< 0,2 = Piantago lanceoiata
0]

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 11: Cuprac yontemi ile elde edilen EtOH’li ekstrelerin absorbans-

konsantrasyon grafigi
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Yontem metanolll bitki ekstrelerinin 62,50-125-250-500-1000
pug/ml konsantrasyonlarina uygulandi. Her bir 6rnegin 450 nm dalga

boyunda 6lcumu yapildi ve elde edilen degerler grafige gecirildi (Sekil 12).

MetOH'li ekstreler

1,2

1
0,8 /
0,6 ///

0,4

Piantago major ssp. major

Rubus hirtus

Morus alba

— SAITIDUCUS BHUINS

Absorbans

P — Hadera helix

0,2 p—
0 / m—— Planfago lanceolata

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 12: Cuprac yontemi ile elde edilen MetOH’li ekstrelerin absorbans-

konsantrasyon grafigi

4.3. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

ABTS yoéntemi 1,95-62,50 ug/ml arahginda standart vitamin
C ve 31,50-250 upg/ml araliginda gallik asite uygulandi. Maksimum
absorbansin oldugu 734 nm dalga boyunda yapilan dlgimler sonucu elde

edilen absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 13-Sekil 14).

Vitamin C
0,8 y-=-0,008%+0,7074
2=

0,7 %\’\ R> = 0,995

0,6
@ T
S 05
2 . \-0\
s 0
20 \
< 0,2 >

0,1

o

0] 10 20 30 40 50 60 70
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 13: ABTS yontemi ile elde edilen standart vitamin C’nin kalibrasyon grafigi
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Gallik asit

0,8
' y =-0,133In(x) + 0,6463

R2=10,9438

06 #

0,4 \

0,2
\‘

0 & o

v

Absorbans

50 100 150 200 250 300

-0,2
Konsantrasyon pg/ml

Sekil 14: ABTS yontemi ile elde edilen standart gallik asitin kalibrasyon grafigi

Suda hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 1000-250-100-50
Mg/ml konsantrasyonlarina uygulanan yontem sonucunda elde edilen

absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 15).
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Sekil 15: ABTS yontemi ile elde edilen sulu ekstrelerin absorbans-konsantrasyon

grafigi
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EtOH’da hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 1000-250-100-50
Mg/ml  konsantrasyonuna uygulanan yodntem sonucunda elde edilen

absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 16).

EtOH'li ekstreler
0,02
Plantago majior 250,
- mragor
0,015 Rubus hirtus
2] /
g 0,01 Morus alba
=
Q — Sambucus ebuius
g 0,005
< Hedara helix
0
v Plantago lanceolata
500 1000
-0,005
Konsantrasyon pg/ml

Sekil16: ABTS yontemi ile elde edilen EtOH’l1 ekstrelerin absorbans-konsantrasyon

grafigi

Bitkilerin MetOH’li ekstreleri ile yapilan élgimlerde sonuclar
artan veya azalan konsantrasyonlarinda tutarsiz oldugundan c¢aligmaya

eklenmemistir.

4.4. Lipid Peroksidasyonunun inhibisyonu (Tiyosiyanat)

Tiyosiyanat yonteminde standart ¢ozelti olarak gallik asitin
1000-500-250-125-62,50-31,25-15,62 pg/ml konsantrasyonlari kullanildi.
Maksimum absorbansin oldugu 500nm dalga boyunda yapilan olgumler

sonucu elde edilen absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 17).
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Sekil 17: Tiyosiyanat yontemi ile elde edilen standart gallik asitin kalibrasyon

grafigi

Suda hazirlanmig olan bitki ekstrelerinin 3  farkh
konsantrasyonuna (1000-500-250 ug/ml) uygulanan yéntem sonucunda

elde edilen absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 18).

Sulu Ekstreler

2 = Plantago major ssp.
major
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o \\
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Sekil 18: Tiyosiyanat yontemi ile elde edilen sulu ekstrelerin absorbans-

konsantrasyon grafigi

Bitkilerin EtOH ve MetOH’lU ekstrelerinde kimyasal reaksiyon

olmadi@i igin tiyosiyanat metodu bitkilerin sulu ekstrelerine uygulanmigtir.
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4.5. DPPH Radikali Supurme Aktivitesi Tayini

Bitkilerin su, EtOH ve MetOH ekstrelerinde 1000-500-250-
125 pg/ml konsantrasyonlarinin  DPPH radikali sUpurucu aktiviteleri
OlgulmUgstur. Standart olarak gallik asitin 1000-500-250-125-62,50 ug/mi
konsantrasyonlari kullanildi. Maksimum absorbansin oldugu 517 nm dalga
boyunda yapilan olgimler sonucu elde edilen absorbans degerlerine gore

hesaplanan % inhibisyon degerleri grafige gegirildi (Sekil 19).

Gallik Asit
98
c 975 ///_9
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= . =0,9221In(x) + 91,039
y ; ;
£ 9% // R? = 0,0925
£ 955
X 95 ¢
94,5
0 200 400 600 800 1000 1200
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Sekil 19: DPPH yontemi ile elde edilen standart gallik asitin % inhibisyon grafigi

DPPH radikali ile ilgili hesaplamalar agsagidaki esitlige gore yapildi:
%inhibisyon :(Akontrol'Anumune)/ Axontrol X100

Burada Anumune; DPPH radikal ¢dzeltisine numune
ilavesinden sonra bulunan absorbans degeri, Axontrol iSe sadece DPPHe

radikal ¢Ozeltisi igceren kontrol degerinin absorbans degerini ifade eder.
Bitkilerin sulu ekstrelerinin  1000-500-250 ve 125 pg/ml

konsantrasyonlarindaki DPPHe giderme aktivitesi ylzdeleri asagida

karsilastiriimali olarak verilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20: Sulu ekstrelerin DPPH' yontemi ile elde edilen %inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

Bitkilerin etanolli ekstrelerinin 1000-500-250 ve 125 ug/ml
konsantrasyonlarindaki DPPHe giderme aktivitesi yuzdeleri asagida

karsilastiriimali olarak verilmistir (Sekil 21).

EtOH'li EKstreler
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ekil 21: EtOH’li ekstrelerin DPPH' yontemi ile elde edilen %inhibisyon-
y y

konsantrasyon grafigi

Bitkilerin metanollt ekstrelerinin 1000-500-250 ve 125 ug/ml
konsantrasyonlarindaki DPPHe< giderme aktivitesi yuzdeleri asagida

karsilastirimali olarak verilmistir (Sekil 22).
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MetOH'li Ekstreler
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ekil 22: MetOH’li ekstrelerin DPPH' yontemi ile elde edilen %inhibisyon-
y Y

konsantrasyon grafigi

4.6. DMPD Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

DMPD yontemi standart troloks ¢ozeltisine ve bitkilerin su,
etanol ve metanoldeki ekstrelerinin 4 ayri konsantrasyonuna

uygulanmigtir. Bitki ekstrelerinin % inhibisyonu su formulle hesaplanmistir.
%inhibisyon =(Axontro-Anumune)/ Axontrol X100

DMPD’nin farkh konsantrasyonlarinin absorbans degerleri

Olcllerek yontemin dogrulugu incelenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23: Farkh konsantrasyonlardaki DMPD’nin kalibrasyon grafigi

Yedi farkh konsantrasyondaki (4000-2000-1000-500-250-
125-62,50 pg/ml) troloks ¢dzeltisinin % inhibisyon degerleri hesaplanarak
grafige gegcirildi (Sekil 24).

Trolox
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Sekil 24: DMPD ' yontemi ile elde edilen standart trolox % inhibisyon grafigi

Suda hazirlanmig olan bitki ekstrelerinin 3  farkh
konsantrasyonuna uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degerleriyle hesaplanan % inhibisyonlari sdyledir (Sekil 25).
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Sekil 25: Sulu ekstrelerin DMPD' yéntemi ile elde edilen %inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

Etanolde hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 3 farkl
konsantrasyonuna uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degerleriyle hesaplanan% inhibisyonlari séyledir (Sekil 26).

EtOH'll Ekstreler
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Sekil 26: EtOH’li ekstrelerin DMPD' yontemi ile elde edilen %inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

Metanolde hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 3 farkli
konsantrasyonuna uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degerleriyle hesaplanan % inhibisyonlari soyledir (Sekil 27).
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MetOH'li EKstreler
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Sekil 27: MetOH’l ekstrelerin DMPD' y6ntemi ile elde edilen %inhibisyon-
konsantrasyon grafigi

4.7. Superoksit Radikali Giderme

Bitkilerin sulu, etanolli ve metanolli ekstrelerin 3
konsantrasyonuna uygulanmistir. Standart c¢ozelti olarak Vitamin

¢Ozeltisi kullaniimistir.

Bitki ekstrelerinin sUperoksit anyonu giderme aktivitelerinin inhibisyon

degerleri su formulle hesaplandi:

%inhibisyon =(Axontro-Anumune)! Akontrol X100

NBT’nin farkli konsantrasyonlarinin (300-200-150-75-37,50
pug/ml) absorbans degerleri Olgllerek ydontemin dogrulugu incelenmistir
(Sekil 28).
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Sekil 28 : NBT’nin farkh konsantrasyonlarinin kalibrasyon grafigi

Bes farkh konsantrasyondaki (1000-500-250-125-31,50
pug/ml vitamin C ¢ozeltisinin % inhibisyon degerleri hesaplanarak grafige
gegirildi (Sekil 29).

Vitamin C % inhibisyon
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Sekil 29 : Siiperoksit yontemi ile elde edilen standart vitamin C’nin %inhibisyon
grafigi

Suda hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 100-50 pg/mi

konsantrasyonlarina uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degerleriyle hesaplanan % inhibisyonlari soyledir (Sekil 30).
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Sekil 30: Sulu ekstrelerin siiperoksit yontemi ile elde edilen inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

Etanolde hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 100-50 pg/ml
konsantrasyonlarina uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degerleriyle hesaplanan% inhibisyonlari séyledir (Sekil 31).
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Sekil 31: EtOH’l ekstrelerin siiperoksit yontemi ile elde edilen inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

Metanolde hazirlanmis olan bitki ekstrelerinin 100-50 pg/ml
konsantrasyonlarina uygulanan yontem sonucunda elde edilen absorbans

degderleriyle hesaplanan % inhibisyonlari soyledir (Sekil 32).
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Sekil 32: MetOH’li ekstrelerin siiperoksit yontemi ile elde edilen inhibisyon-

konsantrasyon grafigi

4.8.Hidrojen Peroksitin inhibisyonu
Hidrojen peroksiti inhibe etme degerleri asagidaki formule
gore hesaplandi. Kontrolun absorsiyonundaki degisime goére inhibisyon

degerleri belirlendi.

% H,0, giderme=[Kontrollin absorbansi(230 nm)-6rnegin absorbansi(230

nm) /Kontroltn absorbansi(230 nm)]x100

Asagida bitkilerin sulu, etanolli ve matanollu ekstreleri kargilastirilarak
verilmistir (Sekil 33).
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Hidrojen Peroksit
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Sekil 33: Bitkilerin sulu, etanollii ve metanollii ekstrelerinin H,O, metodu ile elde

edilen % inhibisyon degerleri

4.9.Total Antioksidan Cevap

Farkli konsantrasyonlardaki (10,9-5,45-2,73-0,68-0,17-0,09
mM) standart C vitamini ¢ozeltisinin 444 nm de Olcllmesi ile elde edilen

absorbans degerleri grafige gegcirildi (Sekil 34). Grafikte C vitamini

esdegeri olarak hesaplanan Trolox esdegerleri kullanildi.

Trolox esdegeri

Trolox Esdegeri y =-0,0666x + 0,8247
R?=0,9971
_ 09
E 0‘8 k‘\
w 07
2 06 —
-g 0‘5 \.\
£ 03
: g
< 02
0 2 4 6 8 10

Sekil 34: Total antioksidan cevap metodu ile elde edilen standart troloxun

kalibrasyon grafigi
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Sulu, etanolld ve metanollu bitki ekstrelerinin trolox esdegeri

olarak total antioksidan kapasiteleri hesaplanmigtir (Sekil 35).

Total Antioksidan Cevap mg/dl
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Sekil 35: Farkh ¢oziiciilerdeki bitki ekstrelerinin total antioksidan cevap metodu ile

elde edilen antioksidan igerikleri
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5. TARTISMA VE SONUG

Bitkilerin karotenoid, flavonoid ve fenolik bilesik bakimdan
zengin olmalari ve onemli yan etkilerinin halen tespit edilememesinden
dolayl son yirmi yilda antioksidan aktivite sergileyen bitkilerin gida ve
beslenme alanlarindaki kullanimlari hakkinda ¢ok sayida c¢alismalar
yapilmistir. Bu c¢alismalar halen devam eder.’® Antioksidan aktivite
tayinleri, gida veya tibbi amagch kullanilan bitkilerin veya onlardan
saflagtirilan  biyolojik olarak aktif maddelerin  biyolojik  aktivite
kapasitelerinin aydinlatilmasi bakimindan siklikla kullanilir. Bu amagla
total antioksidan aktivite tayini, total indirgeme kapasitesinin arastirilmasi,
DPPH’, ABTS™, ve O, gibi radikallerin giderilmesi, serbest olmayan bir
reaktif oksijen tird olan H,O2'nin gideriimesi gibi metotlar siklikla

kullanilir.102104

Calismamizda da bu metodlar kullaniimistir. Sonuglar
troloks, gallik asit, vitamin C, a- tokoferol gibi antioksidan ve antiradikal

aktiviteleri bilinen standart antioksidanlar ile karsilastiriimistir.

Calismamizda genel olarak antiinflamatuvar amach
kullanilan bazi bitki turlerinde antioksidan aktiviteyi inceledik. Herhangi bir
enfeksiyon ya da hicre hasari inflamasyon surecini baglatabilir ki, bu da
makrofajlar tarafindan interldkinlerin ya da tumor nekréz faktérinin
salinimini uyarir. Aktive olmus nétrofiller asiri miktarda superoksit radikali
salarlar ve bdylece daha toksik reaktif turlerin yapiminin baslamasina

neden olurlar.

Notrofiller ayrica myeloperoksidaz enzimini salarlar. Bu
enzim hidrojen peroksitin klortr iyonlari ile reaksiyonunu katalizler ve
hipokloréz anyon olusumuna neden olur. Ayrica hidrojen peroksit ile
hipokloréz anyonun reaksiyonu da reaktif bir tir olan singlet oksijen
olusumuna neden olur. Stperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve demir ile

etkilesimi oldukga reaktif olan hidroksil radikali olusumuna neden olurken
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nitrik oksit ile reaksiyonu peroksinitrit olusumu ile sonuglanir. Bu reaktif
turler halojenasyon vyoluyla ya da protein oksidasyonu ve lipit
peroksidasyonu yoluyla patojenleri oldurtr. Bununla birlikte inflamasyon
sirasinda bu reaktif tdrlerin asin salinimi eger oksidan-antioksidan

dengesinde bir bozukluk varsa saglikli hiicrelere de zarar verebilir. ¢

Mevcut calisma, bu mekanizmalara dayanarak anti-
inflamatuar olarak kullanilan bitkilerin antioksidan aktivitesinin olabilecegi
dusunulerek tasarlanmistir. Duzce ve yoresinden toplanan ve anti-
inflamatuar amagli kullanilan bazi bitki tlrlerinde; polifenollerin antioksidan
Ozelliklerinin yuksek olmasi nedeniyle toplam fenol igerigi tayini (Folin
metodu), hidrojen peroksit indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikalini
giderme aktivitesi, ABTS radikalini temizleme aktivitesi, stiperoksit anyon
radikallerini giderme aktivitesi, DMPD radikalini giderme aktivitesi, bakir(ll)
iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC metodu), lipit peroksidasyon
inhibisyon kapasitesi (Tiyosiyanat metodu) ve kit yardimi ile

gerceklestirilen total antioksidan cevap tayini deneyleri uygulanmigtir.

Polifenolik bilesikler; kimyasal yapilari basit bilesiklerden
yuksek polimerlesmis maddelere kadar gesitlenebilen bitkisel maddelerdir.
*8 Fenoller, hidroksil gruplar icermeleri nedeniyle radikal yok etme
yetenegine sahip bilesiklerdir. Bu onemli bitki bilesenleri hidroksil
gruplarindan hidrojenlerini radikallere vererek kararl fenoksil radikalleri
olugtururlar ve antioksidan aktivitede dnemli rol oynarlar. Bu yuzden bitki
ekstrelerinin  antioksidan kapasitelerinin  tayininde fenolik  bilesik
miktarlarinin belirlenmesi oldukga 6nemlidir. Bitkilerin sulu ekstrelerinin
toplam fenolik bilesik miktarlari FCR reaktifi kullanilarak, gallik asite
esdeg@er olarak belirlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore,
ekstrelerin en yuksekten en dustuge dogru fenolik madde icerigi Plantago
lanceolata- Rubus hirtus- Sambucus ebulus-Plantago major ssp. major-

Hedera helix- Morus alba seklindedir.
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CUPRAC metodu oksidan olarak bakir (Il) kullanan total
antioksidan aktivite tayin yodntemidir. Bu yontemde ornekte bulunan
antioksidanlar (reduktan) tarafindan Cu (Il)’nin Cu (l)’e indirgenmesi temel
alinmigtir. Metod, ekstrelerdeki hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan
kapasitesini 0Olgmektedir. Yapilan standart calismalar ilk denemede
oldukgca iyi sonuglar vermis ve ekstrelerden de benzer sonuglar elde
edilmistir. Buna gore sulu, metanolli ve etanollt ekstrelerden en yuksek
aktiviteyi Rubus hirtus ve Plantago tdrleri gosterirken, Hedera helix,

Sambucus ebulus ve Morus alba diusuk aktivite gostermiglerdir.

Antioksidan kapasite belirlenmesinde hassas olmasinin yani
sira gabuk reaksiyon veren bir metot olan ABTS metodu da kullaniimistir.
ABTS radikal katyonunun oldukga kararsiz bir yapi olmasi nedeniyle,
deneysel sonuglarda pek iyi sonuglar elde edilememistir. Nitekim, deney
sonucunda sulu ekstrelerde Rubus hirtus ve Plantago lanceolata’da
azalan absorbans degerleri elde edilirken, etanolli ekstrelerde yalnizca

Rubus hirtus’'un absorbansinda azalma goézlenmistir.

Calismamizda yagdlarin oksidasyonu sirasinda olugsan

2+ 3+

peroksitlerin Fe?"’yi Fe*"e oksitlemesi ve meydana gelen Fe*" iyonlarinin
SCN ile kompleks olusturmasi esasina dayanan ferrik tiyosiyanat
metoduyla bitkilerin  sulu ekstrelerinde total antioksidan kapasite
incelenmistir. Buna gore absorbanstaki azalmanin antioksidan aktivitedeki
artigi gosterdigi dusunulduginde, Morus alba herhangi bir reaksiyon

vermezken, diger tum bitkilerin aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

DPPH serbest radikal baglama metodu, lipid oksidasyonunu
Onleyen antioksidanlar icin genel olarak kabul edilmis bir mekanizmadir.
Diger metotlarla karsilasgtinildiginda; DPPH serbest radikal baglama
metodu, antioksidan aktivitelerin kismi olarak kisa zamanda belirlenmesini

saglamaktadir. Antioksidanlarin DPPH serbest radikalini baglama
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etkilerinin, bunlarin  hidrojen (H) iyonu verme yeteneklerinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir.>* Calismamizda DPPH radikali temizleme
Ozelligi en yuksek olan bitki tiri Rubus hirtus ve Plantago turleri olarak
gozlenmistir. Nispetenn en dusuk etkili bilesikler ise Morus alba ve
Sambucus ebulus olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar CUPRAC

metodundakilerle oldukga benzerdir.

DMPD metodu, hidrofilik gruplarin antioksidan aktivitesinin
hizll ve duyarll bir sekilde belirlenmesi icin uygun bir ydntemdir.>*
Calismamizda en yuksek DMPD radikali temizleme aktivitesini, sulu
ekstrelerde Plantago major ve Rubus hirtus gosterirken, etanolll
ekstrelerde Plantago tdrleri, metanolli ekstrelerde Rubus hirtus ve

Plantago turleri gostermistir.

Superoksit anyon radikalinin hem lipid peroksidasyonuna
neden olmasi hem de hidroksil radikali gibi daha guglu radikal bilesiklerinin
olusmasina sebep olmasi nedeniyle, ortamdan hizla temizlenmesi
gerekmektedir. Askorbik asit iyi bir superoksit radikali temizleyicisi olmasi
nedeniyle, PMS-NADH-NBT sisteminde olusturulan bu radikalin
temizlenmesi deneyinde, standart olarak kullaniimistir. C vitamini ile
yapilan standart calismada oldukgca iyi bir kalibrasyon grafigi elde
edilmigtir. Bununla birlikte, bitki ekstrelerinden elde edilen sonuglarin
birbirinden farkli oldugu goézlenmistir. Buna gore sulu ekstrelerde Morus
alba ve Hedera helix en ylksek aktiviteyi gosterirken, Plantago major en
duiguk aktivite goOstermistir. Benzer sekilde etanolld ve metanollu
ekstrelerde Hedera helix en yuksek aktiviteyi gosteririken, yine Plantago
major en dusuk aktivite gostermistir. Stperoksit deneyinde Hedera helix’in
her 3 ekstrede de yuksek aktivite gostermesi, bu bitkinin sUperoksit
radikali temizleme kapasitesinin digerlerine gore daha iyi oldugunu
goOsterir.
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Bir radikal olmayan ancak radikalik bir moleklle dénugsebilme
kapasitesinden dolayi reaktif bir bilesik olan hidrojen peroksitin temizlenme
kapasitesi incelendiginde diger tum antioksidan calismalarinda nispeten
disuk kapasiteye sahip olan Sambucus ebulus’'un etanol ve metanollu
ekstreleri en yuksek inhibisyon degerleri vermistir. Plantago lanceolata ise
genel olarak en dusuk inhibisyon degerlerine sahiptir. Sulu ekstrelerde ise,
en yuksek aktiviteyi Morus alba gosterirken, en dusugu Plantago
lanseolata gostermigtir. Yontemin bir ¢cok deneme yapilmasina ragmen
stabil sonuglar vermemesi, elde edilen bulgularin guvenirliligini azaltmistir.
Nitekim elde edilen sonuglar diger yontemlerden elde edilen sonuglardan

oldukga farkh bulunmustur.

Kit ile yaptigimiz tek deney olan total antioksidan cevap
metodunda, reaksiyon ortaminda hidroksil radikali gibi guclu serbest
radikaller olusturulur ve bunlar renksiz o-dianisidine molekullerini parlak
kahverengi-sari dianisidillere okside ederler. Ekstrelerde mevcut olan
antioksidanlarin, olusan bu parlak kahverengi-sari rengi azaltmasi
metodun temelidir.”* Orneklerin troloks esdegeri olarak total antioksidan
kapasitelerini inceledigimizde, sulu ekstrelerde Rubus hirtus ve Plantago
lanceolata en ylUksek aktiviteye sahipken Morus alba en diusuk aktivite
goOstermigtir. Etanolll ekstrelerde en yuksek aktiviteyi Plantago turleri
gosterirken, Sambucus ebulus ve Morus alba herhangi bir aktivite
gostermemigstir. Metanollli ekstrelerde ise en yuksek aktivite Rubus
hirtus’a aitken en dusuk aktivite Hedera helix ve Sambucus ebulus’a aittir.
Etanolli ekstrelerde Sambucus ebulus ve Morus alba’nin sonug
vermemesinin kit miktarinin yetersiz olmasi nedeniyle kaynaklandigi
disunulmektedir ve deneyler bu nedenle tekrarlanamamigtir. TAC ydntemi

ile elde edilen sonuglar diger deneylerle tutarlidir.
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Calismamizda ele aldigimiz bitki tarleri, halk arasinda genel
olarak antiinflamatuar ve yara temizleyici amacla kullaniimaktadir.
inflamatuar cevapla-serbest radikal reaksiyonlarin gelismesi arasindaki
iligkinin tamamen ortaya cikarilmis olmasi nedeniyle, bu bitki turlerinde
antioksidan aktivite tayini yapmaylr amagladik. Calismada yer alan
bitkilerin genel olarak yaprak kisimlarinin tedavi amagla kullaniimasi
nedeniyle, toplanan yaprak Orneklerinden elde edilen ekstrelerle
calismalar yapiimigtir.

Dunya Uzerinde 275 turt bulunan Plantago cinsinin, ¢ok eski
zamanlardan beri tibbi amaglarla kullanildigi bilinmektedir. Astrenjen,
antimikrobiyal, ekspektoran, dilretik gibi birgok amacla kullanilan bu bitki
tirlerinde son yillarda antioksidan c¢aligsmalar da sik¢a yapiimaktadir. Bu
calismalar Plantago tlrlerinin oldukga ylksek fenolik icerige ve ylksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu géstermektedir.**>**

Calismamizda
da Plantago major ve Plantago lanceolata’nin yuksek fenolik madde
icerigine ve pek ¢cok yontemde yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu

gozlenmistir.

Degisik Rubus tlrlerinde (Rubus urticifolius Poir., Rubus
parviflorus Nutt.) yapilan antioksidan galismalarinda, yuksek antioksidan
aktivite elde edilmistir.’>™° Rubus hirtus’'un antiinflamatuar ve
antinosiseptif etkilerinin gdsterilmesine ragmen®?® antioksidan aktivitesini
gosteren c¢alisma bulunamamistir. Calismamizda denenen metodlarin
¢ogunda Rubus hirtus’'un yuksek aktivite gostermesi antiinflamatuar
ozelliklerinin antioksidan etki ile iligkilendirilebilecegini agiklamaya katkida

bulunabilir.

Sambucus ebulus’un yapilan c¢aligmalarda, genel olarak

yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve bunun ylksek fenolik igerigi

121-123

ile korele oldugu goésterilmistir. Calismamizda, Sambucus ebulus’un
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total fenol icerigi Plantago lanceolata ve Rubus hirtus’a yakin bulunmasina
ragmen antioksidan &zellikleri ayni derecede ylksek bulunmamigtir.
Bununla birlikte tiyosiyanat deneyinde en ylksek aktiviteye sahip olmasi,
lipid peroksidasyonunu inhibe etme vyeteneginin ylksek oldugunu

gOstermektedir.

Hedera helix'in yapisinda bulunan a-hederin ve hedera

saponin C’nin guglua bir total antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve lipid

124-127

peroksidayonunu inhibe ettigi gosterilmigtir. Calismamizda Hedera

helix'in ylksek bir lipid peroksidasyonu inhibisyon etkisi gdstermesine
ragmen, genel olarak antioksidan aktivitesi yuksek bulunmamistir.

128-130 131-133

Morus alba yapraklarindan ve kok

134-136

, meyvesinden
kabugundan elde edilen ekstrelerle yapilan calismalarda yuksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunun gosterilmesine ragmen,
calismamizda Morus alba ektsrelerinin genellikle dusuk antioksidan
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Bunun c¢alisma materyalinin toplandigi

bdlgenin ve zamanin farkh olmasindan kaynaklandigi distntlmektedir.

Sonu¢ olarak, calismamizin amaci antiinflamatuar etkisi
nedeniyle secilen bazi bitki turlerinin antioksidan ozelliklerini incelemeye
yonelik olup, elde edilen sonuglar daha ileri galismalar yapilmasi igin
yonlendirici olabilir. Calismamizda daha ylksek fenolik igerige sahip olan
bitki turlerinin yluksek antioksidan aktivite gostermesi, bircok calismada
gosterilen fenolik madde-antioksidan aktivite iligkisi ile tutarli bulunmustur.
Literatirlerde antiinflamatuar etkisi gosterilmis ve halk arasinda da bu
amagla kullanilan bitki tarlerinde farkli antioksidan aktivitelerin gdézlenmesi
degisik sekillerde yorumlanabilir. Bu bitkilerin antiinflamatuar olarak
kullanimlarinin yani sira bagka amaclar icinde kullaniimalari nedeniyle,
asil  etkilerinin  hangisi  oldugunun  bilinmesi yorum yapmayi

kolaylastirabilirdi. Ornegin, Sambucus ebulus antiinflamatuar olarak
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kullaniminin yaninda esas olarak agri kesici amagcla kullaniimaktadir ve
nispeten daha dusuk antioksidan aktivite gostermistir. Ayrica bu ¢alisma
yapilirken antiinflamatuar aktivite calismasinin da yapilmasi sonuglarin

yorumlanmasi agisindan faydal olabilirdi.
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6. OZET

Bu calisma, Duzce ve gevresinde yetisen ve anti-inflamatuar
amagch kullanilan bazi bitkilerin total antioksidan kapasitesini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Bu amagla, Plantago major ssp. major ve Plantago
lanceolata, Rubus hirtus, Hedera helix, Morus alba ve Sambucus ebulus
turleri incelenmis olup, bitkilerin toprak Ustu kisimlari ve yapraklari ayri
ayri ekstre edilmigtir. Bu bitkilerin antioksidan bilegiklerini ve antioksidan
kapasitesini belirlemek icin 2,2 -azinobis( 3-etilbenzotiyoazolin-6-silfonik
asit) (ABTS) radikal giderme aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH")
serbest radikal giderme aktivitesi, N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD"")
radikal giderme aktivitesi, superoksit anyon radikali (O2 ) giderme
aktivitesi, folin metodu ile toplam fenolik tayini, kuprak metodu ile kuprik
iyonlari  (Cu?") indirgeme kapasitesi, tiyosiyanat metodu ile total
antioksidan aktivite kapasite ve kit yardimi ile gergeklestirilen total
antioksidan cevap tayini deneyleri galisilmigtir. Ayrica a-tokoferol, vitamin
C, gallik asit ve troloks gibi bilesikler referans antioksidanlar olarak
kullaniimistir. Calismamizin sonucunda Plantago lanceolata, Rubus hirtus,
Sambucus ebulus ve Plantago major ssp. major benzer fenolik madde
icerigine sahipken, Morus alba ve Hedera helix nispeten dusuk fenolik
madde icerigine sahip bulunmustur. Genel olarak fenolik madde icerigi
yuksek olan Rubus hirtus ve Plantago turleri yuksek antioksidan aktivite

gOstermistir.
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7. SUMMARY

This study was prepared to determine natural antioxidant
capacity of some plants, which grown in Duzce and surroundings and
used as anti-inflammatory. For this purpose, we investigated Plantago
major ssp. major , P. lanceolata, Rubus hirtus, Hedera helix, Morus alba
and Sambucus ebulus plants and the soil upper parts and leafs of these
plants were extracted separately. In order to determine the antioxidant
compounds and antioxidant capacity of these plants, different in vitro
methods such as 2,2"-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS) radical scavenging activity, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH")
free radical scavenging activity, N,N-dimethyl-p-phenylenediamine
(DMPD) radical scavenging activity, superoxide anion radical (02 )
scavenging activity, folin method, cupric ion (Cu®*) reduction capacity by
cuprac method, total antioxidant capacity with thiocyanate method and
total antioxidant response with the aid the kit were applied. Also a-
tocopherol, vitamin C, gallic acid, and trolox were used as the reference
antioxidant compounds. As a result of our study, while Plantago
lanceolata, Rubus hirtus, Sambucus ebulus and Plantago major ssp.
major had similar to the content of phenolic compounds, Morus alba and
Hedera helix were found to have relativly low content of phenolic
compounds. In general, Plantago species and Rubus hirtus showed high

antioxidant activity.
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