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GUZ YEMISI (Elaeagnus umbellata Thunb.) MEYVE VE YAPRAK
EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDANT VE UREAZ iINHIBiSYON
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Gliz Yemisi (Elaeagnus umbellata Thunb.) Elaeagnaceae ailesi Elaeagnus cinsine
ait bir igde ¢esididir. Tez caligmasinda, giiz yemisi meyve ve yapraklarinin metanol,
etanol, su, etilasetat, aseton ve hekzan ekstraktlarinin bilesen analizleri (toplam
fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin, B-karoten, likopen ve askorbik
asit), antioksidant (toplam antioksidant, hidrojen peroksit giderme, hidroksil radikali
giderme, siiperoksit anyonu giderme, indirgeme giicii, serbest radikal giderme, metal
selat, lipid peroksidasyonu inhibisyonu, deoksiriboz ve ABTS™ radikali giderme) ve
enzim inhibisyon (iireaz) aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi. Farkli
¢oziiclilerde hazirlanan ekstraktlardan fenolik madde giiz yemisi meyve metanol
ekstraktinda, flavonoid giiz yemisi meyve metanol ekstraktinda, antosiyanin
yaprakta, B-karoten giiz yemisi yaprak hekzan ekstraktinda, likopen giiz yemisi
meyve hekzan ekstraktinda ve askorbik asit igerigi yaprakta en yiiksek oldugu
belirlendi. Antioksidant aktivite testlerinde pozitif kontrol olarak biitillenmis hidroksi
anisol, bitillenmis hidroksi toluen, troloks, tert-biitilhidrokinon, E vitamini ve
askorbik asit kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) ekstrakt ve
standart maddelerin antioksidant aktivitelerinin konsantrasyona bagli olarak arttig1 ve
ekstraktlarin aktiviteleri standartlara gére yiiksek oldugu belirlendi. Orneklerin iireaz
inhibisyonu testinde giiz yemisi meyve aseton ekstraktinda en etkili oldugu bulundu
ve giiz yemisi meyve aseton ekstraktinin ICsp degeri 180 pg/mL'dir.

Aktivite ve inhibisyon sonuglar1 SPSS (Statistical Packages for the Social
Sciences) 20.00 paket programindaki ANOVA ve DUNCAN testleri kullanilarak
sonuclar arasinda anlamli fark olup olamadigi degenlendirildi. Ayrica orneklerin
farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki fenolik madde ve
flavonoid miktarlar ile farkli antioksidant aktivite testlerinin sonuglart dogru orantili

olarak degistigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Elaeagnaceae; Elaeagnus umbellata Thunb.; Fenolik
Bilesikler; Antioksidant Aktivite; Ureaz; Inhibisyon; ICs.
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THE INVESTIGATION OF AUTUMN OLIVE (Elaeagnus umbellata Thunb.)
FRUIT AND LEAF EXTRACTS OF ANTIOXIDANT AND UREASE
INHIBITORY ACTIVITY

ABSTRACT

Autumn olive (Elaeagnus umbellata Thunb.) is variety the angustifolia belonging to
the Elaeagnus genus Elaeagnacea family. In thesis, the methanol, ethanol, water,
ethyl acetate, acetone and hexane extracts of autumn olive fruit and leaves were
determined spectrophotometrically component analysis, antioxidant and urease
inhibition activites. The phenolics of autumn olive fruit methanol extract, the
flavonoids of autumn olive fruit methanol extract, the anthocyanin of autumn olive
leaf, B-carotene of autumn olive leaf hexane extract, the lycopene of autumn olive
fruit hexane extracts and ascorbic acid of content autumn olive leaf were the highest
found in the extracts prepared from the different solvents Butylated hydroxyanisole,
butylated hydroxytoluene, trolox, tert-butylhydroquinone, vitamin E and ascorbic
acid were used as a positive control in antioxidant activity assays. The extracts and
the standards prepared different concentrations were increased antioxidant activity as
concentration dependent and also the activities of extracts were exhibited higher than
Standard antioxidants. The acetone extract of autumn olive fruit was found to be the
most effective. The ICso value of the autumn olive fruit acetone extract was 180
ug/mL in the urease inhibition test.

The results of the activity and inhibition were evaluated the using ANOVA
and DUNCAN tests in the SPSS (Statistical Packages for the Social Sciences; 20.0)
software package and whether or not significant difference between results. In
addition, the results were found to vary in direct proportion between the phenolic and
flavonoid contents prepared different concentrations in the different solvent extracts
and the results of different antioxidant activity tests.

Key Words: Elaeagnaceae; Elaeagnus umbellata Thunb.; Phenolic Compounds;
Antioxidant Activity; Urease; Inhibition; 1Cso.
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1. GIRIS

Sagladig1 saglik faydalariin kitlesel medya vasitasiyla kazandigi kamusal yayginlik
nedeniyle "antioksidant"™ kelimesi modern toplumda gittikge popiiler hale
gelmektedir. Antioksidantin sozliikteki tanimi: oksidasyona karsi koyan veya oksijen
ya da peroksitler tarafindan tetiklenen reaksiyonlar1 baskilayan maddelerdir, bu
maddelerin ¢ogu (tokoferollerde oldugu gibi) cesitli iiriinlerde (yaglar, siv1 yaglar,
gida {driinleri ve sabunlarda bozulmayi geciktirmek, gazolin ve diger petrol
tiriinlerinde sakiz olusumuyla istenmeyen diger degisimleri ve lastiklerdeki eskimeyi
geciktirmek icin) koruyucu olarak kullanilmaktadir. Antioksidantlarin biyolojik
acidan daha ilgili bir tanimi sudur: havadaki oksijenin etkisiyle bozunumlarimi
onlemek ya da geciktirilmesi amaciyla iiriinlere eklenen sentetik ya da dogal
maddelerdir. Biyokimya ve tipta antioksidantlar, vitamin E ve [-karoten gibi
oksidasyonun canli dokulardaki zararli etkilerine karsi koyma kabiliyeti olan
enzimler ya da diger organik maddelerdir (Huang ve dig., 2005). Serbest radikallerin
tiretimi ile antioksidant savunmasi (hem enzimatik hem de enzimatik olmayan)
arasindaki dengenin devam ettirilmesi, organizmanin islevlerini normal olarak
stirdlirebilmesi agisindan vazgecilmez bir gerekliliktir. Bu denge serbest radikallerin
iiretimi lehine degismeye basladiginda, organizmanin oksidatif stres altinda oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu durumda, haddinden fazla olan serbest radikaller hiicresel lipidler,
proteinler ve DNA’ya hasar vererek, normal isleyisi olumsuz etkileyebilir ve ¢esitli
hastaliklara yol acabilir (Ferreira ve dig., 2009). Reaktif oksijen tiirlerinin asiri
miktarda dretilmesi durumunda organizmalarin dogal antioksidant savunma
sistemleri devreye girerek canliyt bu durumdan kurtarmak iizere antioksidant
bilesikler iiretir (Rice-Evans ve dig., 1997). Sekonder metabolit olarak adlandirilan
bu bilesikler 6zellikle bitkiler tarafindan bolca tiretilir. Genel olarak fenolik bilesikler
sinifinda olan bu metabolitler insanlar tarafindan beslenme yoluyla tiiketildiginde
antioksidant aktivitelerini insan viicudunda da gosterebilirler (Chaudiere ve Ferrari,

1999). Antioksidant aktivitesi olan dogal tirlinler savunma sistemine destek olabilir.



Bu acgidan bakildiginda gidalarda bulunan antioksidantlar, oksidatif hasarin

azaltilmasi agisindan ¢ok 6nemli bir koruyuculuk roliine sahiptir.

1.1 TezinAmaci

Serbest radikaller, aerobik hiicrelerin normal dogal metabolizmalarinda, ¢ogunlukla
da reaktif oksijen tlirleri (ROT) bi¢iminde {iretilirler. Bir kez iiretildikten sonra,
serbest radikallerin ¢gogu hiicresel antioksidant savunma mekanizmalar1 (enzimler ve
enzimatik olmayan molekiiller) tarafindan nétralize edilir. Serbest radikallerin
tiretimi ile antioksidant savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin devam
ettirilmesi organizmanin islevlerini normal olarak siirdiirmesi acisindan vazgecilmez
bir gerekliliktir. ROT {iretimi ile antioksidant savunma mekanizmalar1 arasindaki
denge, ROT’un asir1 {iretimi ya da hiicre antioksidant savunmalarinin kaybi
nedeniyle bozulabilir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak bilinir ve bu
durumda fazla ROT; hiicresel lipidler, proteinler ve DNA’y1 okside edebilir ve hasar
verebilir boylece, degismelerine ve normal islevlerinin kisitlanmasina yol acabilir.
Serbest radikallerin kontrol disi iiretimi kanser, diyabet, siroz, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norolojik bozukluk tiirleri de dahil olmak iizere yiizden fazla hastalikla
iligkilendirilmistir. ROT’un haddinden fazla iiretilmesi ayn1 zamanda yaslanma
stireciyle de iliskilendirilmistir (Ferreira ve dig., 2009).

Reaktif oksijen tiirlerinin ayrica astim, inflamasyon, artrit, norodejenerasyon,
parkinson hastaligi, mongolizm ve muhtemelen demansta bile rol oynadiklar1 rapor
edilmistir (Tepe ve dig., 2006). Kronik hastaliklarin ve iliskili maliyetlerin % 70’
inin Onlenebilecegi gbdz Oniine alindiginda, ROT ve asir1 iiretiminin kontrolii
hakkindaki bilgiler ¢cok onemlidir (Ferreira ve dig., 2009). ROT lar giinde yaklasik
10.000 DNA bazin1 oksidatif hasara ugratabilmektedir (Yavuz ve dig., 2002).

Serbest radikallerin neden oldugu hasar1 6nlemek amaciyla kullanilan sentetik
antioksidantlarin toksik yan etkileri oldugu rapor edilmistir (Cornwell ve dig., 1998).
Bu da antioksidant ve radikal siipiiriicii etkileri olan dogal bilesiklerin arastirilmasini
cekici kilmaktadir. Son yillarda, gidalarda kullanilan bazi sentetik bilesiklerin siipheli
toksititesi dogal iiriinlere olan ilgiyi yiikseltmistir. Bu durum gida katki maddesi
tiretiminde, dogal {iriinlerden ekstraksiyon ve saflagtirma ile biyoaktif bilesiklerin
hazirlanma c¢abalarimi artirmistir (Halliwell, 1997). Yapilan calismalar polifenolik

maddeleri iceren (6rnegin; flavonoidler ve tanenler) bazi bitkilerin ve degisik bitki



ekstrelerinin, radikal siipiiriicti etkileriyle antioksidant aktiviteler gosterdigini ortaya
cikarmistir (Kahkonen ve dig., 1999; Rathee ve dig., 2006). Yagh tohumlar, tahil
iiriinleri, sebzeler, meyveler, yapraklar, kokler, baharatlar ve sifali otlar gibi farklh
bitkilerden ¢ok sayida dogal antioksidant izole edilmistir (Ferreira ve dig., 2009). A
vitamini, C vitamini, E vitamini, karotenoidler, polifenolik bilesikler ve flavonoidler
gibi sebze ve meyvelerde bulunan zengin antioksidantlar serbest radikal hasar1 ve
kronik hastalik riskini azaltir. Bu antioksidant kaynaklarinin tiikketimi ozellikle
ateroskleroz ve kalp-damar hastaliklarini 6nlemede yararlidir.

Bu ¢alismanin amaci, Samsun ili ilkadim ilgesi Dogupark'ta halk arasinda
degisik amaglarla ¢ok fazla tiikketilen giiz yemisinin toplam fenol, toplam flavonoid,
toplam antosiyanin, [-karoten, likopen ve C vitamini bilesen analizleri,
amonyummolibdennum yoéntemi, indirgeme giicli yontemi, serbest radikal giderme
yontemi, metal-gelat yontemi, hidroksil radikali giderme yontemi, siiperoksit radikali
giderme yontemi, hidrojen peroksit giderme yontemi, lipid peroksidasyon inhibisyon
yontemi, deoksiriboz yontemi, ABTS " radikal giderme ydntemleri ile antioksidant
aktiviteleri, lireaz inhibisyon yontemi ile ICso degerlerini belirleyerek, giiz yemisinin
sentetik antioksidantlarin yerine kullanilabilirligini degerlendirmektir. Calismada giiz
yemisinin meyvesi ve yapragi kullanilmistir. Ayrica giiz yemisi ile birlikte dogal
antioksidantlar (C ve E vitamini) ve sentetik antioksidantlar (BHT, BHA, TBHQ ve

Troloks) pozitif kontrol olarak alinip, antioksidant aktiveteleri karsilastirilmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1 Serbest Radikaller

Bir serbest radikal, dis yoriingesinde ¢iftlesmemis elektronlar1 olan her tiirlii atom ya
da molekiil olarak tanimlanir. Genellikle istikrarsiz ve son derece reaktiftirler
(Ferreira ve dig., 2009). Serbest radikaller, ortaklanmamis elektronunun belirtilmesi
amactyla iist kisimlarina yazilan bir nokta (X") ile gosterilirler (Akkus, 1995).
Serbest radikaller kiiciik molekiillerdir ve boyutlarinin kiiciik olmasi hiicre
membranlarindan kolaylikla gecmelerine olanak saglar, diisiik aktivasyon enerjisine
sahiptirler ve kisa dmiirliidiirler (Jensen, 2003). Cok kisa Omiirlii olmalarina ragmen,
radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal yapabilirler. Bunun
sonucunda bir dizi zincir reaksiyonu baslatip, birgok radikal olusturmalarindan
dolay1 oldukga tehlikelidirler (Akkus, 1995).

Serbest radikaller ve oksijen tiirevi serbest radikaller niikleik asitler, serbest
aminoasitler, proteinler, lipitler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makro
molekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen
hemen biitlin siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir veya tersinmez
hasar meydana getirilebilmektedirler (Cross ve dig., 1987). Serbest radikaller
viicuttan uzaklastirilmazsa; kanser, kalp hastaliklari, erken yaslanma, artrit gibi
riskleri arttirir. Bunlarin yaninda bag agrilari, halsizlik, yorgunluk gibi giinliik olarak
sikayet ettigimiz rahatsizliklara da neden olabilmektedir (Giider, 2008).

Insanlarda fizyolojik ve patolojik kosullarda olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROT), reaktif azot tiirleri (RNT) ve reaktif klor tiirleri organizmadaki baslica serbest
radikallerdir (Fang ve dig., 2002).

Orbitalinde bir ya da daha fazla ciftlenmemis elektron tasiyan halojen atomlar
(Cl ve Br), hidrojen atomu, Na, K gibi alkali metal atomlar1 ve oksijenin indirgenme
ara Urlinleri siiperoksit (O;7), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil (OH"), gibi
bagimsiz, kisa omiirlii, reaktif tiirler serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Bilinen

baslica radikal tiirleri Cizelge 2.1° de gosterilmistir (Harris, 1992).



Cizelge 2.1. Sik karsilagilan radikaller, simgeleri ve kimlikleri

Radikal Simge Kimlik

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0;” Oksijen metabolizmasinin ilk ara iirtinii

Hidroksil OH En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen peroksit H,O, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi
zay1f

Singlet oksijen 0, Yarilanma omrii hizli, gii¢lii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal ~ HO,  Lipidlerde hizli ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu
arttirir

Peroksil radikal ROO"  Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olur

Triklorometil CCl;  CCly metabolizmas: iirlinii karacigerde iiretilen bir
radikal

Tiol radikali RS Silfiirli ve ciftlenmemis elektron igeren tiirlerin
genel ad1

Alkoksil RO Organik perositlerin yikimi ile {iretilen oksijen
metaboliti

Azot monoksit NO L-arjinin amino asitinden in vivo tretilir

Azot dioksit NO,  NO’ in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir

2.1.1 Oksidatif stres

Serbest radikaller, aerobik hiicrelerin normal dogal metabolizmalarinda, ¢cogunlukla
da reaktif oksijen tiirleri (ROT) bi¢iminde {iretilirler. Bir kez iiretildikten sonra,
serbest radikallerin ¢ogu hiicresel antioksidant savunma mekanizmalari (enzimler ve
enzimatik olmayan molekiiller) tarafindan nétralize edilir. Serbest radikallerin
tiretimi ile antioksidant savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin devam etmesi
organizmanin islevlerini normal olarak siirdiirmesi ag¢isindan vazgecilmez bir
gerekliliktir.  ROT” un faydali etkileri diisik ya da orta seviyedeki
konsantrasyonlarda meydana gelir ve sinyalizasyon ile regiilasyonun hiicresel
fizyolojik rollerini kapsar. Yine de, ROT iiretimi ile antioksidant savunma
mekanizmalar1 arasindaki denge, ROT un asir1 iiretimi ya da hiicre antioksidant
savunmalarinin kaybi1 nedeniyle bozulabilir. Bu dengenin bozulmasi oksidatif stres
olarak bilinir ve bu durumda fazla ROT; hiicresel lipidler, proteinler ve DNA’y1
okside edebilir ve hasar verebilir boylece, degismelerine ve normal islevlerinin
kisitlanmasina yol acabilir. Oksidatif stresin nedeni, asir1 egzersiz veya enflamasyon
stiregleri gibi dogal nedenler ya da organizmadaki zenobiyotiklerin varligi veya

organizmada ¢esitli hastaliklara bagl gerceklesen durumlar olabilir (Sekil 2.1).



NEDENLER HEDEFLER SONUCLAR

4 N 4 N N

Cevresel Kardiyovaskiiler
ilaglar Membran hastaliklar
Metal iyonlar1 lipidler Kanser
Radyasyon Serbest Proteinler | Nérolojik
Asirt egzersiz Radikaller Niikleik hastaliklar
Enflamasyon asitler Akciger
siiregleri Karbohidratlar hastaliklari
Diyabet

\ / \ ) Kireclenme
Q aslanma siireci j

Sekil 2.1. Baslica serbest radikal (oksidatif stres) iiretiminin nedenleri,
oksidatif stresin olasi hiicresel hedefleri ve sonuglart.

Aslinda, serbest radikallerin kontrol disi {iretimi kanser, diyabet, siroz,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve ndérolojik bozukluk tiirleri de dahil olmak iizere
yiizden fazla hastalikla iliskilendirilmistir. ROT un haddinden fazla iiretilmesi ayni
zamanda yaslanma siireciyle de iligkilendirilmistir. Kronik hastaliklarin ve iligkili
maliyetlerin % 70’ inin Onlenebilecegi goz Oniine alindiginda, ROT ve asir
tiretiminin kontrolii hakkindaki bilgiler cok 6nemlidir. Bu kontrol beslenme kalitesini
(daha fazla sebze, baklagiller ve meyve tiikketimi) arttirmak veya daha yiiksek ROT
iiretimine neden olabilecek tiitiin kullanimi, ¢evresel kirleticilere asirt maruz kalma
ve zenobiyotikler gibi davraniglardan kacinilmasi yoluyla iyi bir antioksidant ve
serbest radikal temizleyicileri seviyesinin siirdiiriilmesi sayesinde saglanabilir

(Ferreira ve dig., 2009).
2.1.2 Reaktif oksijen tiirleri

Bircok radikal tiirii olmasina karsin, biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen oksijenden
olusan ve ortak olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan radikallerdir.
Oksijenden tiireyen bu radikaller canli sistemlerde en dnemli sinifi temsil etmektedir.
Molekiiler oksijenin ardisitk olarak indirgenmesiyle reaktif oksijen tiirleri

olusmaktadir (Glglii ve dig., 2009).



2.1.2.1 Siiperoksit radikali

Molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi, “birincil” ROT olarak kabul edilen,

stiperoksit anyonu (O;") olusturur. Siiperoksit anyonunun olusumu;

O,+e —» Oy (2.1)

Stiperoksit anyon c¢ogunlukla, mitokondriyal elektron aktarim sistemindeki
(ETS) kiiglik fakat siireklilik gosteren elektron sizintisi nedeniyle, mitokondride
iretilir. Bu elektronlar oksijeni suya indirgemek yerine siiperoksit anyonlar1 iiretirler.
Stiperoksit anyon, hiicrede bulunan NADPH oksidazlar1 ve ksantin oksidaz gibi
farkli endojendz enzimatik sistemler tarafindan da iretilebilir. O, 'nin g¢esitli
hastaliklarla iligkisi vardir. Her ne kadar O;" ¢ok aktif bir radikal olmasa da, diger
molekiillerle etkilesime girerek hidrojen peroksit (H,02) ve hidroksil radikal (OH")
gibi “ikincil” ROT lar olarak gortilen tiirleri tiretebilir (Ferreira ve dig., 2009).

2.1.2.2 Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron
almasi1 veya siiperoksidin g¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi sonucu

olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
Molekiiler oksijenden hidrojen peroksit olusumu;
O, +2¢e + 2H" — H,0, (22)

Stiperoksit radikalinden hidrojen peroksit olusumu;

O, +e + 2H" —» H,O, (23)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin iiretimi, siiperoksidin dismutasyonu
ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki

proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.
20,7+ 2H" — H,O0, + O, (24)
Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde ROT kapsamindadir ve

serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar. Fe™ veya diger gecis metallerinin

varhiginda Fenton reaksiyonu (Denklem 2.5) sonucu ve siiperoksit radikalinin



varliginda Haber-Weiss reaksiyonu (Denklem 2.6) sonucu en aktif ve zararli olan

hidroksil radikalini olusturur (Altinisik, 2000).
2.1.2.3 Hidroksil radikali

Hidroksil radikalinin yasam siiresi ¢ok sinirlidir, fakat DNA molekiillerine saldirarak
piirinler ile primidinler ve deoksiriboz DNA yapisina hasar verdigi i¢in tim ROT lar
arasinda en toksigi olarak kabul edilir. Hidroksil radikali, hidroksit iyonun nétral
bicimidir ve gecis metallerinden H,O;’ ye elektron transferiyle olusur. Hidroksil
radikalinin tiretiminden hemen sonra biyomolekiillerle etkilesime girer. Bunun
sonucunda oksidatif stresin genetik malzemede neden oldugu kalici hasarlar
mutajenez, karsinojenez ve yaglanmanin ilk adimini temsil edebilir (Ferreira ve dig.,
2009). Hidroksil radikalinin olusmasina Fenton reaksiyonu yada Haber-Weiss
reaksiyonu neden olabilir (Altinisik, 2000).

Fenton reaksiyonu;

Fe'? + H,0, — Fe™+ OH + OH (2.5)

Haber-Weiss reaksiyonu;

O, +H,0, ——» 0O, + H,O +OH (26)

/2—|+
2.1.3 Reaktif nitrojen tiirleri

Reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak adlandirilan nitrojenli radikallerin varligina
dikkat edilmesi de onemlidir. Birincil RNT nitrik oksit (NO’) ’tir ve biyolojik
dokularda nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NO°
noroaktarim, kan basicinin diizenlenmesi, savunma mekanizmalar1 ve bagisiklik
yanitlarinin diizenlenmesi de dahil olmak iizere ¢ok cesitli fizyolojik siireglerde
onemli bir oksidatif biyolojik sinyallesme molekiilii olarak davranan bol bulunan
reaktif bir radikaldir. RNT nin fazla ekspresyonu, nitrosatif stres olarak adlandirilir
ve proteinlerin nitrosilasyonuna yol agabilir ve boylece normal isleyislerini etkiler.
Bagisiklik sistemi hiicreleri, enflamatuar siirecte tetiklenen oksidatif patlama
esnasinda hem siiperoksit anyon hem de nitrik oksit iiretirler. Bu kosullar altinda,

NO'’ ciddi miktarlarda peroksinitrit anyon (ONOO)  iiretmek tizere O," ile reaksiyona



girebilir ki, bu da DNA’ nin par¢alanmasi ve lipid oksidasyona yol acabilecek giiclii

bir oksitleme ajanidir (Ferreira ve dig., 2009).
2.1.4 Serbest radikallerin olusumu

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelir:
1. Bir molekiildeki herhangi bir kovalent bagin homolitik boliinmesi,
XY — X+Y (2.7)

2. Herhangi bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya molekiiliin heterolitik

boliinmesi ile,

XY — X:+Y' (2.8)

3. Bir molekiile elektron katilmasi ile,

A+e —p A (2.9)
radikalik tiirevlerin olusmas1 miimkiindiir (Akkus, 1995).
2.1.5 Serbest radikallerin kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda olusabildigi gibi organizmanin gesitli dig etkenlere maruz kalmasiyla da
olusabilir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen olarak iki gruba

ayrilmaktadir (Cizelge 2.2) (Ozen, 2003).
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Cizelge 2.2. Hiicredeki serbest oksijen radikallerinin kaynaklari

1. Endojen Kaynaklar

Mitokondriyal Elektron Tagima Sistemi
Mikrozomal Elektron Tasima Sistemi
Kloroplast Elektron Tagima Sistemi
Oksitleyici Enzimler

e Ksantin oksidaz
Indolamin dioksigenaz
Triptofan dioksigenaz
Galaktoz oksidaz
Siklooksigenaz
Lipooksigenaz

e Monoaminooksidaz
Fagositik Hiicreler

o Notrofiller

e Monositler ve makrofajlar

e Eozinofiller

e Endotelyal hiicreler

2. Ekzojen Kaynaklar

Diyetsel
e Doymamis yag asitleri ve hayvansal proteinler bakimindan zengin, sebze ve
meyve bakimindan fakir beslenme
Sismanlik
Asirt demir ve bakir alimi
Gidalarin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi ve saklanmasi
Alkol
Cevresel
e lIyonize edici radyasyon
Hava kirliligi
Sigara
Asbest ve pestisitler gibi kirleticiler
Giines 15181
Stres
Is1 soku

Ilaclar
e (lutatyon tiiketen ilaglar

2.1.6 Serbest radikallerin etkileri

Mitokondriler en 6énemli ROT kaynaklaridir, fakat ayn1 zamanda bu radikallerin de
ilk hedefleridir. Ciinkii ROT un serbest radikallerin ataklarina karsi hassas olan
membran lipidlerine erisimi kolaydir. Bu saldir1 lipid peroksidasyon olarak
adlandirilir ve farkli ROT tiplerinin {iretimini tesvik eder. Lipid peroksidasyon
genellikle hidrojen atomunun coklu doymamis lipid (LH) zincirinden HO™ gibi
reaktif tiirlerin faaliyeti yoluyla ¢ikmasiyla baslar. Bu, bir peroksil radikalini (LOO")
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olusturmak {izere O, ile etkilesebilen son derece reaktif bir lipid radikalini (L") iiretir.
Eger antioksidant savunmalar tarafindan noétralize edilmezse, peroksil radikali diger
komsu lipidlerle etkileserek, yeni L° radikalleri olusturmak iizere kolaylikla
¢Oziinebilen ve zincirleme propagasyon reaksiyonlar1 olarak bilinen bir siireci
tetikleyebilen hidroperoksit lipidlerini (LOOH) tiretir. Eger durdurulmazsa bu siireg
reaksiyonu baglatan ROT’ tan ¢ok daha biiylik bir hasara yol acabilir (Ferreira ve
dig., 2009).

Serbest radikal hasarlari; hiicreyi olusturan organellerle, bu organellerin
supramolekiiller yapilarinin igerdigi molekiiler bilesiklerle iligkilidir. Bunlar, yap1
sitozol igerisindeki mitokondriler, lizozomlar, peroksizomlar, niikleus, endoplazmik
retikulum ve plazma membranidir. Bunlarin tamami membranl yapilardir ve
hiicrenin metabolik fonksiyonlar1 i¢in gerekli elemanlardir. Bu membranli yapilarin
en temel bilesikleri; proteinler, lipidler ve diisiik oranda karbonhidratlardir. Serbest
radikal molekiilleri bu membranlar ile etkilestikleri zaman, lipid peroksidasyonuna
neden olup membran yikimina yol agarlar (Ozen, 2003).

Serbest radikaller yliksek aktiviteye sahip bilesiklerdir ve kirli havalarda,
sigara dumaninda, radyasyonda (1sinim), bitki koruma ilaglarinda, bozulmus
gidalarda ve normal viicut metabolizmasinda (metabolik siiregte) bulunurlar. Serbest
radikaller viicuttaki hiicrelere saldirir ve tahrip eder. Ilk saldirida oncelikli olarak
yeni bir serbest radikal olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslar.
Serbest radikaller, hiicre membranina saldirdiginda doymamis yag asidi molekiilleri
degisime ugrar. Bu bitkisel yaglarin da acilasmasina sebep olan bir degisikliktir.
Lipidler viicutta degisime ugradiginda; hiicre membraninin yapist ve fonksiyonlar
zarara ugrar. Hiicre membrani, gidalarin, oksijenin, suyun uzun siireli olarak
transferini yapamaz ve harcanan {riinlerin atilmasini1 diizenleyemez. Serbest radikal
saldirisinin devami; hiicre membraninin yapisinda bulunan lipidlerin pargalanmasina,
bitki membraninin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur. Hiicre
i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest radikal
saldiris1 ve hiicre membraninin tahribati, oksidatif hasar olarak adlandirilir. Serbest
radikallerin  dokulardaki zararinin, damar sertligi (ateroskleroz) ve Kkalp
hastaliklarinin baslica nedeni oldugu diistiniilmektedir. Oksidatif zararla par¢alanmis
kan hiicrelerinin atardamar duvarlarina yapigsmasi ve kolesteroliin yiikselmesi,
atardamarlara zarar verir. Bu olusumlarin tiimii, damar sertliginin ilerlemesine sebep

olur. Daha ileri safthalarda ise; kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp ile beyine giden kan
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ve oksijenin azalmasi gelir. Oksijen yetersizligine maruz kalan dokularda; hastaligin
gelismesini hizlandiran ve kisilerin kalp krizi gecirme riskini arttiran serbest radikal
etkisi goriiliir. Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicrelerin genetik kodunu tasiyan,
hiicrenin iiretimini ve biiylimesini saglayan niikleik asitlere (DNA ve RNA) de etki
eder. Hiicreler genetik kodlar1 degistiginde olebilirler ¢iinkii ana hiicreden gelen
mesajl uzun siireli olarak okuyamazlar. Asir1 hiicre 6liimii erken yaslanmaya ve
hiicrelerin degisimine neden olur. Bunun sonucunda da kanser ve benzeri hastaliklari
destekleyen hiicre hasarlar1 olusur. Hiicredeki enerji tiretim merkezi (mitokondri),
serbest radikallerin saldirist ile zarar goriir. Bu merkezdeki oksidatif zarar enerji
liretimi ve protein sentezinin durmasina sebep olur ve hiicre yavas yavas Oliir.
Dokulardaki hiicre yaslanmasi; serbest radikallerin zararlar1 sonucu dokularin erken
yaslanmasi ile olusan hiicre kalintilarinin ¢ogalmasidir (Giider, 2007).

ROT’ nin olusumu inflamasyon, radyasyon, yaslanma, ozon (O3) ve azot
dioksit (NO;), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar
(Altmisik, 2000).

Serbest radikallerin biyolojik agidan zararlarimi asagidaki basliklar altinda

toplayabiliriz.

2.1.6.1  Membran lipidlerine etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarini asacak oranlarda olustuklari zaman
organizmada cesitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiillerin biiyiik bir kismi
serbest radikaller tarafindan etkilenir, fakat lipidler en hassas olanidir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poli doymamais yag asitlerinin
(PUFA) oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir.
Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikal etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan poli doymamis yag asidi zinciri ile lipid radikali niteligi kazanir.
Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil
i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjegatlar1 ve daha sonra lipid
radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikali meydana
gelir. Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poli daymamis yag

asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de
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aciga cikan hidrojen atomlarmi alarak lipid peroksitlerine doniisiirler. Boylece olay

kendi kendine katalizlenerek zincir reaksiyonlar seklinde devam eder (Sekil 2.2).

LOO

/ / / peroksi radikali

LOOH
lipid hidroperoksit

Sekil 2.2. Poli doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonu.

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler olusturarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verirler. Boylelikle, bir¢cok hastaliga ve doku hasarina neden olur.
Lipid radikalleri hidrofobik yapida oldugundan reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagh
molekiillerle meydana gelir. Membran gegcirgenligi ve mikroviskozitesi ciddi sekilde
etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehitler, membran bilesenlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerisazyonuna sebep olur. Bunun sonucu deformasyon, iyon gegisi,
enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi farkli sekillerde

membran 6zelliklerini degistirir (Ozen, 2003).

2.1.6.2 Proteinlere etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina
baglidir. Doymamig bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikaller reaktivitesi
yiikksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi

aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle
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stlfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar
sonucu immiinoglobiilin G ve albiimin gibi fazla sayida disiilfid bagi bulunduran
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Nitekim serum proteinlerinde, katarakli lens proteinlerinde ve
inflamatuar eklem hastalig1 olan kisilerin eklem sivilarindaki immiinoglobiilin G’
lerin de serbest radikal hasar1 tespit edilmistir. Ayrica serbest radikalerle muamele
edilen immiinoglobiilin G’ lerin romatoid faktor antikorlari ile baglanmalarinin
arttig1 goriilmiistiir. Boylece daha fazla immiin kompleks olustururlar ki bunlar daha
fazla radikal iretirler. Serbest radikal ve immiin kompleks olusumu arasindaki bu
etkilesme, romatoid artritteki inflamasyonun bazi 6zelliklerini kismen agiklar.

“Hem” proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobinin O,~ veya H,0O, ile reaksiyonu methemoglobin

olusmasina sebep olur (Ozen, 2003).

0, +Hb-Fe"*-0, —Z*— Hb-Fe**+H,0,+ 0, (2.10)
H,0, + 2 Hb-Fe?— 0, -4 2 Hb-Fe**+ 2 H,0 + O, (2.11)

2.1.6.3 Niikleik asitlere etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’ y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol agarlar. Sitotoksite, biiyilk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’ daki diger
bozukluklara baghdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyonlara girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus noétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine
ulagarak DNA hasarina, hiicre modifikasyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir.
Bu ylizden DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir onemli hedeftir.
Stiperokside maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiginde daha fazla

antijenik etki gosterir, bu olduk¢a 6nemli bir etkidir.

Serbest radikaller kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme safhalarinda etkili
olmakla beraber bu etki ilerleme sathasinda daha belirgin, diger sathalarda nispeten
daha azdir. Serbest radikaller sonucu DNA ve kromozomlarda kirllma ve
onkogenlerde aktivasyon meydana gelir. Siiperoksit {iretimi 6zellikle mitokondride

daha fazla oldugundan mitokondrial DNA daha fazla hasar goriir.
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DNA yakinlarinda sentezlenen hidroksil radikalleri piirin ve primidin
bazlarina saldirarak mutasyona sebep olur. Oksidatif stresten en ¢ok etkilenen bazlar
DNA daki guanin ve sitozindir. Deoksiguanozindeki 8 numarali karbona bir oksijen
atomu baglanmasi 8- hidroksiguanozin olusturur. Bu bilesik fizyolojik pH da 8-
oksoguanozine doniisiir ki bu da DNA da anormal baz dizilisine ve bu nedenle

mutasyona sebep olur (Sekil 2.3) (Ozen, 2003).

8-hidrgksiguanin
Yiikseltgenme

Guanin + OH  ——— (Guanin-OH)
8-hidroksiguanin radikali Indirgenme
Halka yapis1 bozulmus guanin

Sekil 2.3. Hidroksil radikallerinin DNA’ ya etkileri.

2.1.6.4 Karbohidratlara etkileri

Monosakkaritlerin  oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diyabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik
hastaliklar gibi patojenik siire¢lerde onemli rol oynar. Hiicrede karbonhidratlar
lizerine serbest radikallerin etkisi cesitli sekillerde ortaya cikmaktadir. Ozellikle
glikoz, mannitol ve baz1 sakkarit tiirevleri, hidroksil radikalleri ile reaksiyon verirler.
Monosakkaritlerin  ylikseltgenmesi ile olusan c¢esitli peroksit tiirevleri ve
oksialdehitler, protein ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiillerle etkileserek ve bu
molekiiller tizerinde ¢apraz baglar olusturarak molekiillerin yapisint bozabilmektedir.

Bdylece olusacak hasar hiicre yaslanmasi veya kanserle sonuglanabilir (Ozen, 2003).

2.2 Antioksidantlar

Antioksidantlar serbest radikalleri ve serbest radikallerin meydana getirdigi zararlari
onleyen maddeler olarak tanimlanirlar (Aydemir ve Sar1, 2009).

Sagladig1 saglik faydalarinin kitlesel medya vasitasiyla kazandigi kamusal
yayginlik nedeniyle "antioksidant" kelimesi modern toplumda gittik¢e popiiler hale
gelmektedir. Antioksidantin sozliikteki tanimi: "Oksidasyona karsi koyan ya da
oksijen ya da peroksitler tarafindan tetiklenen reaksiyonlar1 baskilayan madde, bu
maddelerin ¢ogu (tokoferollerde oldugu gibi) cesitli iiriinlerde (yaglar, sivi yaglar,
gida friinleri ve sabunlarda bozulmayi geciktirmek, gazolin ve diger petrol

tiriinlerinde sakiz olusumu ve istenmeyen diger degisimleri, lastiklerdeki eskimeyi
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geciktirmek i¢in) koruyucu olarak kullanilmaktadir". Antioksidantlarin biyolojik
acidan daha ilgili bir tanimi1 sudur: havadaki oksijenin etkisiyle bozunumlart dnlemek
ya da geciktirilmesi amaciyla Uriinlere eklenen sentetik ya da dogal maddelerdir.
Biyokimya ve tipta antioksidantlar; vitamin E ve B-karoten gibi oksidasyonun canli
dokulardaki zararli etkilerine karsi koyma kabiliyeti olan enzimler ya da diger
organik maddelerdir (Huang ve dig., 2005). Insanlarm lastik otoksidasyonunun
Oonlenmesinden ziyade sagliklarinin daha ¢ok farkinda olmalarindan dolay1, biyolojik
tanim kamunun geneli tarafindan bilinen antioksidant kavramima daha iyi
oturmaktadir.

Bilimsel disipline dayali olarak, kapsam ve koruma hedefleri oldukga faklidir.
Kimya endiistrisinde, antioksidantlar genellikle lastik ve plastik gibi kimyasal bir
irtiniin otoksidasyonunu gerileten bilesikler anlaminmi tasir. Otoksidasyona birincil
olarak oksijen ve substratlar arasindaki radikal zincirleme reaksiyonlar neden olur.
Etkili antioksidantlar, radikal zincir kirict ve radikal siipiiriictilerdir. Gida biliminde,
antioksidantlarin daha genis bir kapsami vardir ve bunlar arasinda diyetsel
antioksidantlarin yam sira gidalardaki yaglarin bozulmasini engelleyen bilesikler
vardir. T1ip Enstitiisii tarafindan yapilan tanima gore reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
gibi reaktif tilirlerin insanlardaki normal fizyolojik islevler iizerindeki olumsuz
etkilerini ciddi bicimde azaltan ve gidalarda bulunan bir madde olarak verilmektedir.
Diger tanimlar gibi, bu tanim da antioksidant eylem mekanizmalarina kisitlama
getirmez. Dolayisiyla, diyetsel bir antioksidant radikal zincirleme reaksiyonlari
durdurmak icin reaktif oksijen/nitrojen tiirlerini (ROT/RNT) 6zveriyle stiptirebilir ya
da daha en bagindan reaktif oksidanlarin olusumunu baskilayabilirler. Diyetsel
antioksidantlar genellikle genis kapsamli olacak sekilde radikal zincir baskilayicilari,
metal selatorleri, oksidatif enzim baskilayicilar1 ve antioksidant enzim kofaktorlerini
igerir. Selenyum, peroksitleri alkol ve suya indirgeyen bir selenoprotein kofaktoriidiir
(mesela glutatyon peroksidaz). Selenyum kendiliginden dogrudan bir ROT/RNT
stiptiriicii olarak islev gostermez, dolayisiyla selenyum bilesiklere iliskin bildirilen in
vitro antioksidant kapasitesi, selenyumun biyolojik sistemdeki roliiyle tamamiyla
ilgisizdir. Cansiz bir maddenin otoksidasyonu radikal zincirleme reaksiyonlarla
meydana gelirken, biyolojik bir sistemdeki oksidasyona birincil olarak bir dizi redoks
enzimler aracilik eder. Buna ragmen, hala radikal zincirleme reaksiyonu vasitasiyla
nonenzimatik lipid otoksidasyon meydana gelebilir ve oksidatif strese yol agabilir.

Buna bagli olarak, biyolojik antioksidantlar arasinda (siiperoksit dismutaz, katalaz ve
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glutatyon peroksidaz gibi) enzimatik antioksidantlar ve oksidatif enzim (mesela
siklooksijenaz) baskilayicilar, antioksidant enzim kofaktdrleri, ROT/RNT
siipiirticiiler ve gecis metal selatorleri gibi nonenzimatik antioksidantlar vardir.
Biyolojik antioksidantlar "korumalari gereken biyomolekiillerle
karsilastirildiklarinda  kiigiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda biyomolekiiller
tizerindeki oksidatif stresin seviyesini diigiiren ya da engelleyen molekiiller" olarak
tamimlanmustir (Halliwell, 1990).

Diizgiin ¢alisan bir metabolizma da mitokondriyel sitokrom sistemi,
sitozoldaki organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Enzimlerce etkisiz hale
getirilemeyen oksidanlar ilk olarak hiicre membranindaki lipidleri etkilemektedir. Bu
etki ile lipid peroksidasyon baslamaktadir. Lipid peroksidasyonunda, membranlarda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA), serbest radikalleri tarafindan
peroksitlenmektedir. PUFA’nin alkoller, aldehitler gibi cesitli iirlinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Bu yikilma ile ortaya ¢ikan biyoaktif aldehitler hiicre hasarina neden
olmaktadir (Halliwell, 1991). Lipid peroksidasyonu sirasinda yeterli diizeyde E
vitamini ve C vitamini gibi antioksidant vitaminlerin bulunmasi halinde bu tip
hiicresel hasarlarin 6niine gecilmektedir (Gokpinar ve dig., 2006).

Halkin geneli, tip ve beslenme uzmanlar1 ile saglik ve gida bilimi
aragtirmacilart agisindan antioksidant kapasitesinin ve tiikettigimiz gidalarin
iceriklerinin bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Bir gida karistmindaki antioksidant bilesikler
arasindaki muhtemel sinerjetik etkilesimlere ragmen, gidalarin bilesimlerinin
karmasikligindan dolayi, her bir antioksidant bilesigin ayrilmasi, incelenmesi
maliyetli ve verimli degildir. Dolayisiyla arastirmacilar agisindan antioksidantlarin
hastaliklarin 6nlenmesindeki etkinliklerinin hizli bir sekilde sayisallagtiritlmasi g¢ok
caziptir. Ancak, bu tiir yontemlerin hala gelistirilmeleri gerekmektedir. Tek bir
kimyasal reaksiyonu kullanan bir toplam antioksidant kapasitesi testi gercekci
goriinmemektedir ve karsilasmak da kolay degildir, yine de toplam antioksidant
kapasitesini in vitro olarak olgtiiklerini iddia eden ¢ok sayida yaymlanmis yontem
vardir. En biiylik sorun gidalar ve biyolojik numunelerin antioksidant kapasitelerini
giivenilir bicimde 6lcebilecek gegerliligi kanitlanmis bir testin olmamasidir. Cesitli
incelemeler yaymlanmistir ve fikirler ciddi farkliliklar gdstermektedir. Oyle
goriinmektedir ki fikirler arasinda bir uzlasi yoktur ki, bunun nedeni kuvvetle
muhtemelen antioksidantlar alaninin ¢ok karmasik bir baslik olmasidir. Frankel ve

Meyer (2009) tarafindan gergeklestirilen bir incelemede, ¢ok islevli gida ve biyolojik
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antioksidantlarin degerlendirilmesinde tek boyutlu yontemlerin kullaniminin sorunlu
bir konu olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Antioksidantlar basliginin karmasikligina
ilave olarak sorunlu yontemlerin uygunsuz kullaniminin yarattigi kafa karisiklig
antioksidant arastirmalar1 toplumunda ve endiistrisinde karmasaya yol agmaktadir.
Standart bir testin olmamasindan dolayi, farkli aragtirma gruplarindan elde edilen
sonuclarin karsilastirilmasi zordur ve gida endiistrisi antioksidant iiriinleri i¢in kati
bir kalite kontrolii gergeklestirememektedirler. Cesitli antioksidant kapasitesi
testlerinin artt ve eksilerini yonelik agik bir tartismaya ihtiya¢ vardi ki bdylece
antioksidant aragtirmacilar tarafindan genis kapsamli bir kabul gorecek standart bir
testin gelistirilmesi i¢in gecerliligi kanitlanmis kistas yontemleri tespit edilebilir
(Huang ve dig., 2005).

Antioksidantlar, yiikseltgenebilen substratlara oranla daha diisiik
derigimlerde, substratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu O6nemli derecede
engeller veya geciktirirler. Prooksidanlar (ROT, RNT, serbest radikaller) ; lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda ¢esitli
patolojik olaylara ve hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Antioksidantlar,
hiicrelere zarar1 olan bu prooksidanlari diistik toksiteli ya da toksik olmayan tirlinlere
indirgerler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidantlari
onemli kilmaktadir (Cao ve Prior, 1999). Antioksidantlar viicut hiicreleri tarafindan
tiretildikleri gibi, gidalar yoluyla da alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan
viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan baslica dogal antioksidantlar, esas
olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve
polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp
hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantil bir iliski oldugu saptanmistir (Gtiglii ve
dig., 2009).

Antioksidantlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu
bilesikler oksidatif sistemde farkli sekillerde davranabilirler. Ornegin; singlet
oksijeni soniime ugratarak oksijen derisimini diisiirebilirler. Hidroksil radikalleri gibi
birincil radikalleri tutma ozelligini kullanarak zincir reaksiyonlarinin baslamasini
Onlerler, metal iyon katalizorlerini baglarlar. Antioksidantlar yiikseltgenebilen
maddeler oldugundan zincir reaksiyonlarint (6rnegin, lipidlerin  oksidatif
parcalanmasina yol agan radikalik zincir reaksiyonunu) koparmalar1 sirasinda
kendileri ylikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle antioksidantlar yiikseltgenebilen

maddeyi (6rne8in biyolojik makromolekiilleri) yalmiz smirli bir zaman igin
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koruyabilir ve belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidant yokmus gibi
yiikseltgenmeye devam eder. Antioksidantlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir
deyimle, hidrojen veya elektron dondr araglari olarak indirgeme potansiyelleri
genellikle onlarin serbest radikal tutucu olarak gostermis olduklari potansiyel ile
ifade edilir. Zincir koparic1 antioksidant aktivitenin degerlendirilmesinde
antioksidantin hem molekiil basina verebildigi elektron ya da giderebildigi serbest
radikal sayis1, hem de reaksiyon hizi 6nemlidir. Bir antioksidantin aktivitesi;

e Radikal siiplirme yetenegi

e Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterebildigi reaktivite (Genelde
indirgeme potansiyeline bagli.)

e Metal selatlama potansiyeli

e Diger antioksidantlarla olana etkilesim faktorlerine baghdir (Giiglii ve dig.,
2009).

Antioksidantlar, gidalarda dogal olarak bulunduklar gibi, gida endiistrisinde
iriinlerin kalitesini korumak ve besin degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan
da eklenirler. Gidalarin acilagsmasini, bozulmasini geciktirici 6zellige sahip kimyasal
maddelerdir. Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu otooksidasyonu
yavaglatmak i¢in kullanilmaktadirlar. Boylelikle yaglarin tadini, kokusunu, rengini
yani kalitesini ve raf omriinii uzatirlar. Ortamda pek az miktarlarda bulunsalar bile

etkin olan maddelerdir (Keskin ve Erkmen, 1987).

2.2.1 Antioksidant sistemleri

Serbest radikallerinin olusumunu ve meydana getirdigi hasarlar1 dnlemek i¢in birgok
savunma mekanizmalar1 vardir. Bunlar antioksidant savunma sistemleri olarak
bilinir.
Antioksidantlar serbest radikallere dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Yok edici antioksidantlar: Etkilerini serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif yeni bir molekiile ¢evirerek gosterirler. Antioksidant enzimler
ve kii¢lik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Baskilayic1 antioksidantlar: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirerek etki ederler.

Vitaminler, flavonoidler ve mannitol bu tarz bir etkiye sahiptirler.

20



3) Zincir kiric1 antioksidantlar: Serbest oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini
kirip fonksiyonlarin1 engelleyerek etki ederler. Mineraller zincir kiric1 etki
gosterirler.
4) Onarici etkiye sahip antioksidantlar: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarlari
onararak etki ederler.

Antioksidantlar hiicresel yerlesimlerine goére siniflandirilabilirler (Cizelge
2.3), endojen ve eksojen kaynakli olabilirler (Cizelge 2.4). Eksojen antioksidantlar;
vitaminler, ilaglar ve gida antioksidantlar1 olarak simiflandirilabilirler (Altinisik,

2000; Ozen, 2003; Giider, 2008).

Cizelge 2.3. Antioksidantlarin hiicresel yerlesimlerine gore siniflandirilmasi

Intraselliiler Antioksidantlar Islev

SOD (Cu, Zn, Mn)* O, 7’ 1 katalitik olarak uzaklastirmak
Katalaz Yiiksek konsantrasyonlarda H,O5’ 1 uzaklastirmak
Glutatyon peroksidaz (Se)* H,0, ve organik hidroperoksitleri uzaklagtirmak

Sitokrom oksidaz (Cu)*

Mitokondride O, nin indirgenmesi sirasinda
reaktif oksijen tiirlerinin salinimini engellemek

Membrandaki Islev

Antioksidantlar

E vitamini Yagda ¢6ziinen, zincir kiran antioksidant

[ — karoten Yagda ¢oziinen, radikal ve 'O, yakalayicis
Koenzim Q Radikal yakalayicisi

Membran yapisi Fosfolipid / kolesterol oranini olusturmasi
Ekstraselliiler Islev

Antioksidantlar

Transferrin
Laktoferrin

Ferrik iyonlar1 baglama (1 mol Fe>* baglar)
Diisiik pH degerlerinde ferrik iyonlar1 baglama

Haptoglobin Hemoglobini baglama

Albiimin Cu ve hem grubunu baglama, HOCI’ i1 yakalama
SOD O," ‘i katalitik olarak uzaklastirmak

GSHPx H,0; ve hidroperoksitleri uzaklastirmak
Billirubin Peroksit radikallerini yakalama

Urik asit Radikal yakalama ve metal baglama

Glukoz HO'" yakalama

Askorbik asit HO’ yakalama

Eritrosit 0," ve H,0, yakalama

*Aktif merkezdeki metal iyonu
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Cizelge 2.4. Endojen ve eksojen antioksidantlar

Enzim Olan Endojen Antioksidantlar

e Siiperoksit dismutaz (SOD) e Mitokondriyal sitokrom oksidaz
e Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sistemi

e Glutatyon S-Transferazlar (GST) Hidroperoksidaz

o Katalaz (CAT)

Enzim Olmayan Endojen Antioksidantlar

e Melatonin e Glutatyon
e Seruloplazmin e Sistein
e Transferrin e Metiyonin
e Miyoglobin e Urat
e Ferritin e Laktoferrin
e Bilirubin e Alblimin
Vitamin Eksojen Antioksidantlar
e qo-tokoferol (vitamin E) e Askorbik asit (vitamin C)
e [-karoten e Folik asit (folat)
flac olarak kullanilan eksojen antioksidantlar
e Ksantin oksidaz inhibitorleri e Demir redoks dongiisii
e NADPH oksidaz inhibitorleri inhibitorleri
e Rekombinant stiperoksit e Notrofil adezyon inhibitorleri
dismutaz e Sitokinler (TNF ve IL-1)
e Trolox — C (vitamin E analogu) e Barbitiiratlar
e Endojen antioksidant aktiviteyi e Demir Selatorleri.

artiranlar
e Nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol, alblimin)

Gidalardaki Eksojen Antioksidantlar

¢ Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
e Butillenmis hidroksianisol (BHA)

2.2.1.1 Endojen antioksidant savunmalari

Cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalinmasi organizmalarin bir
dizi savunma mekanizmasi gelistirmesine yol acmistir (Sekil 2.4). Bu savunmalar
evrimin, oksijen radikallerinin aerobik yasamdaki varliginin zorunluluguna verdigi

bir cevaptir. Enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak siniflandirilabilirler.
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Sekil 2.4. Hiicrede ROT ve RNT igeren baslica reaksiyonlar ile hiicre i¢i enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidantlarin  genel = mekanizmasi.
Mitokondriyal ETS (Elektron Tasima Sistemi), molekiiler oksijen (O,),
stiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H,0;), hidroksil radikali
(OH), hidroksit iyon (HO’), membran lipid (LH), lipid radikali (L),
peroksil radikali (LOO), hidrojenperoksit lipidi (LOOH), lipid alkoksil
radikali (LO’), nitrik oksit (NO’), radikaller (R’), radikal olmayanlar (R),
alkoller (LOH), glutatyon (GSH), glutatyon disiilfit (GS-SG), E vitamini
(E vit. ), E vitamini radikali (vit. E), C vitamini (C vit.), C vitamini
radikali (vit. C’), S-nitroglutatyon (GSNO), nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat: yiikseltgenmis (NADP"), indirgenmis (NADPH). Enzimler:
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (Greg), glutatyon-S-transferaz (GST), mitokondriyal
ETS (Elektron Tasima Sistemi), nitrik oksit sentaz (NOS).

Organizmada, ya hiicre i¢i ya da hiicre dis1 ortamda, pek ¢ok farkli endojen
enzimatik antioksidant savunmalar1 vardir. Bu savunmalara verilebilecek pek c¢ok
ornekler arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidazlar
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (Gred) vardir. Endojen enzimatik olmayan antioksidant
savunmalar1 arasinda glutatyon (GSH), a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit
(vitamin C), lipoik asit ve diger antioksidantlar vardir. SOD O, ‘i H,O, ‘ye
doniistiiriir ki, bu da daha sonra ya peroksizomlardaki CAT vasitasiyla ya da
mitokondri, sitozol veya niikleusdaki GPx vasitasiyla suya detoksifiye olur. GPx,
biyosentezlerinde selenyuma gereksinim duyan bir selenoenzim grubudur. Selenyum
destekleri ya da beslenmeden alinan miktarlar antioksidant enzim savunmalari
acisindan c¢ok ©Onemlidir. Ozellikle yenilebilen bazi bitkilerin iyi miktarlarda

selenyum igerdikleri tespit edildiginden dolayi, bu bitkiler konusunda ozellikle
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onemlidir. Bagka bir 6nemli enzim, GPx tarafindan bir hidrojen vericisi olarak
kullanilan GSH’1 iireten Gyeq’dir. GPx ayn1 zamanda hidroperoksit lipidleri alkollere
(LOH) doniistiirebilir.

Glutatyon (GSH) glutamat, sistein ve ana hiicre i¢i redoks tamponu olan
glisinden olusan disiik molekiiler agirlikli bir tripeptitti. GSH’nin en 6nemli
antioksidant molekiilleri rejenere etme kapasitesi glutatyon distlfit/ glutatyon
(GSSG/GSH) c¢iftinin redoks durumuyla baglantilidir. GSH, ya dogrudan ya da pek
cogu arasindan ornek olarak GPx, GST gibi cesitli detokslayici enzimlerin kofaktorii
olarak dolayli olarak ROT’ u (HO', H;0,, LOO ve ONOQ) etkili bir bigimde
temizler. ROT’ un nétralizasyon siirecinde, GSH glutatyon disiilfite (GS-SG)
oksitlenir ki, bu da daha sonra Gred enzimiyle iki GSH’a indirgenebilir. GSH ayni
zamanda C ve E vitaminleri gibi diger antioksidant molekiillerini de rejenere
edebilir. GSH ayrica glutatyon-S-transferazlarin (GST) katalize ettigi reaksiyonlarda
cesitli elektrofilik zenobiyotiklerle de reaksiyona girerek yiiksek ¢oziiniirliik yaratir
ve boylece eliminasyonu kolaylastirir.

ROT, vitamin E ile reaksiyona girerek zayif bir reaktifligi olan fenolik radikal
vitamin E (vitamin E’) dretir. Sonra vitamin C, vitamin E radikali (vitamin E) ile
reaksiyona girerek vitamin C radikali (vitamin C) {iretir ve vitamin E radikalini
rejenere eder. Her iki radikal de (vit. E* ve vit. C') reaktifligi zayif tiirlerdir ¢linkii
eslenmemis elektronlar1 vardir. Bahsedilen tiim endojen savunmalarin yani sira,
oksidatif bozulma Onlenerek yiyecek kalitesi korunabilir ya da antioksidant
takviyeleri veya antioksidant igeren yiyeceklerle organizmanin oksidatif hasari
azaltmasima yardimei olunabilir. Son yillarda, BHA (biitillenmis hidroksianisol) ve
BHT (biitillenmis hidroksitoluen) gibi sentetik antioksidantlarin kullanimina getirilen
kisitlama dogal antioksidant maddelere olan ilgiyi arttirmistir (Ferreira ve dig.,
2009).

2.2.2 Enzim antioksidantlar

2.2.2.1 Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1)

Stiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu katalizleyen

bir metalloenzimdir:

20, +2 H —> H,O, + O, (212)
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Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilir.
Ciinkii stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticisidir. Bu
sistem sayesinde hiicresel kompartimanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur

(Sarikiirkceii, 2009).
2.2.2.2 Katalaz (E.C. 1.11.1.6)

Katalaz peroksizomlarda hidrojen peroksidi pargalayan yliksek molekil agirlikli
porfirin iceren bir enzimdir. Hiicre i¢i oksidatif reaksiyonlar molekiiler oksijeni
hidrojen perokside doniistiiriir. Katalaz biitiin makromolekiilleri peroksitlerin yikici

etkisinden korumaktadir.
H,0, —» 2H,0+0, (2.13)

Ayrica katalaz diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonunda 6rnegin askorbik
asit, fenoller ve alkoller gibi kosubstratlar1 indirgemede peroksidaz olarak reaksiyon

verebilir (Ozen, 2003).

RHXH + H,0, — RX +2H,0 (2.14)

2.2.2.3 Glutatyon peroksidaz (E.C.1.11.1.9)

Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir. Glutatyon peroksidaz,
hidrojen peroksit ve biiyiikk molekiillii lipid hidroperoksitlerinin indirgenmesinden
sorumludur. Sitozolde yerlesmis, 4 selenyum atomu iceren tetramerik yapida bir
enzimdir. Karacigerde en yliksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta diisiik
aktivitede bulunur. GPx, asir1 hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu katalize eder; bu arada H,0,
de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur (Sarikiirketi, 2009).

H,O; + 2GSH — GSSG + 2H,0 (2.15)
2.2.2.4 Glutatyon rediiktaz (E.C.1.6.4.2.)

Glutatyon rediiktaz sitozol ve mitokondride yiikseltgenmis glutatyonun (GSSQG)
NADPH veya NADH ile indirgenmis glutatyona (GSH) indirgenmesini katalizler.

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP”* (2.16)
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Birgok antioksidant mekanizmalar GSSG veya NADP" olusumunda birlesir.
Omegin gluteredoksin enzimi GSH olusumunda dehidroksiaskorbattan (A) tekrar
askorbat (AH") meydana gelir (Ozen, 2003).

A+2GSH — AH + GSSG + H* (2.17)
2.2.3 Dogal antioksidantlar

Antioksidantlar viicut hiicreleri tarafindan {iretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidantlar, esas olarak vitaminler (C, E ve

A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir (Giiglii ve dig., 2009).
2.2.3.1 C vitamini (Askorbik asit)

L-Askorbik asit yliksek ¢oziiniirliik 6zelligi gosteren hem asidik hemde indirgen
karakter tasiyan bir antioksidantdir. Bu nitelikler lakton halkasindaki karbonil grubu
ile konjuge olan enediol yapidan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.5). Dogal formu L-
izomer olup, D-izomer, L-izomerin % 10 aktivitesine sahiptir (Saldamli, 1998).
Askorbik asit, hem in vivo hemde in vitro olarak antioksidant olarak bilinmektedir.
Serbest radikal siipiiriici olarak islev goriir ve birincil savunma sistemi olarak
hareket eder. Suda coziinen siiperoksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijen ile
direkt olarak reaksiyona giren zincir kirici bir antioksidantdir (Niki, 1991). Askorbik
asit, antioksidant etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Organizmada fenton
reaksiyonunda ferri demiri ferro demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye
uygun olan siiperoksit radikalinin iiretimine neden olur. Bu nedenle serbest radikal
reaksiyonlarin énemli bir prooksidani olarak degerlendirilir (Coskun, 2008).

C vitamininin damar hiicrelerinin ve LDL kolesteroliin oksidasyonunu
onleyerek koroner kalp hastaligi olusumu riskini azaltict etkisi bulunmaktadir. C
vitamini saglikli dis eti dokusunun korunmas: icin gereklidir. Viicudu
enfeksiyonlardan ve bakteri toksinlerinden korudugu bilinmektedir. Giines 1s181mnin
olusturdugu oksidasyon etkisine karsi mercegi koruyarak katarakt gelisimini
geciktirmektedir. Mide ve Ozefagus kanserinde koruyucu etkisinin olabilecegi

diisiiniilmektedir (Saldamli, 1998).
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Sekil 2.5. L-Askorbik asitin kimyasal yapisi.

2.2.3.2 E vitamini (a-tokoferol)

E vitamini tokoferoller i¢in kullanilan ortak bir isimdir. Dogal olarak meydana gelen
sekiz cesit tokoferolden yalmiz dort tanesi (o, B, v ve §) fizyolojik Onem tasir.
Bunlarin en 6nemlisi a-tokoferoldiir (Saldamli, 1998). Cok giiclii bir antioksidantdir.
Yagda ¢oziiniir. En 6nemli islevi membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire
yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturmaktir.
Vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit
radikallerini ve diger radikalleri indirger. Vitamin E zincir kiric1 antioksidant olarak
bilinir. Lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonu vitamin E araciligiyla

sonlandirilabilir.

LOO" + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O (2.18)

Tokoferoliin antioksidant etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.
Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan once askorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Vitamin E ve C verilmesinin yasl kisilerde
ortalama kan lipit peroksit konsantrasyonlarinda azalma sagladigi saptanmustir.
Glutatyon peroksidaz ile vitamin E serbest radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici
etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken,
vitamin E peroksitlerin sentezini engeller (Coskun, 2008). E vitamini hiicre ici
membran biitlinliigiiniin korunmasi, sinir ve kas fonksiyonlarimin korunmasi ve
gelisebilmesi icin onemlidir. Eksikliginde ataksia, refleks kaybi ve g6z kaslariin
felci gibi norolojik semptomlar goriilebilir. E vitaminin kalp hastali§i olugma riskini

azalttig1 bilinmektedir (Saldamli, 1998).
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Sekil 2.6. E vitaminin kimyasal yapisi.

2.2.3.3 Karotenoidler

Karotenoidler, 40 karbon atomu igeren ¢oklu doymamis hidrokarbonlar (karotenler)
ve onlarin oksijenli tiirevlerinden (ksantofiller) olusurlar (Ong ve Tee, 1992).
Likopen, B-karoten ve a-karoten karotenoidlerin karoten sinifindadir (Cadenas ve
Packer, 2002). Karotenoidler hem antioksidant olarak hem de vitamin A Onciilii
olarak akciger hasarina kars1 gii¢lii bir koruyucu rol oynadiklari ileri siiriilmektedir. -
B-karoten en yaygin provitamin A Kkarotenoididir. Karotenoidler tekli oksijen
yakalayic1 ve antioksidant olarak oldukca etkilidir. Ksenobiyotik adi verilen dis
etkenler (sigara, cevre kirleticileri, v.b), coklu doymamis yag asitlerince zengin bir
diyet araciligiyla ve normal metabolizma sirasinda olusabilen ¢esitli reaktif oksijen
tiirleri ve serbest radikallerin potansiyel yikici etkilerine kars1t korumak igin, canlilar
sahip oldugu cesitli enzimatik savunma sistemlerinin etkinligi baz1 bilesiklerin ve
eser elementlerin gida takviyelerinde yeterince alimina baglidir (karotenoidler, Se,

Cu, Zn v.b) (Turkcan ve Okmen, 2012).

N e e s e U e Ve W e AN

Sekil 2.7. Likopenin kimyasal yapisi.

Sekil 2.8. B-Karotenin kimyasal yapisi.

Karotenoidlerin yapisindaki konjuge cifte baglar yiiksek antioksidant aktivite
gostermelerine sebep olmaktadir. Karotenoidlerin singlet oksijen tiirleri ve serbest

radikalleri siipiiricii etkisi bulunmaktadir Bu nedenle karotenoidler biyolojik
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antioksidant gibi davranmaktadir (Krinsky, 1993; Sies ve Stahl, 1995; Palozza ve
Krinsky, 1992).

2.2.3.4 Fenollik bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda sentezlenen
yan bilesiklerden olusan ikincil metabolitlerdir. Gida bileseni olarak fenolik
bilesikler; insan saglig1 agisindan islevleri, tat ve koku olusumundaki etkileri, renk
olusumu ve degisimine katilmalari, antimutajenik, antikarsinojenik, antimikrobiyal
ve antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bircok agidan Onem tagimaktadirlar.
Antioksidant etki, fenol halkasinda —OH grubu sayisi arttik¢a artmaktadir. Fenolik
bilesikler iginde en fazla antioksidant etkiyi gallik asit, floroglusinik asit, kafeik asit
ve gentisik asit gostermektedir. Bitkilerde fenolik bilesikler; fenolik asitler,
flavonoidler ile kii¢iik molekiillii ve ¢ogunlukla ugucu olan bilesiklerdir. Bunlardan,
gidalarin yapisinda yer alan fenolik asitler ve flavonoidler 6nem tasimaktadir

(Saldamli, 1998).
Flavonoidler

Flavonoidler C6—-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplari arasindaki ti¢lii
karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir (flavan halkasi). Degisik
flavonoidler arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin  sayisindan,
doymamishk derecesinden ve iiclii karbon segmentinin oksidasyon diizeyinden

kaynaklanmaktadir (Saldamli, 1998).

Sekil 2.9. Flavonoidlerin genel yapisi.

Flavonoidler; onemli antioksidant ve selatlama Ozelligine sahip, diisiik
molekiil agirlikli ve en genis bitki fenolikleri siifidir. 6 karbonlu A, B ve 3 C’lu C

halkalarindan olusan heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine
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gore farklilagirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak ifade edilir.
Karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden baglayarak, B halkasindaki karbon
atomlari ise iissli (’) rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.8). Dogada, birgogu yaprak,
cicek ve kokte bulunan 4000°den fazla flavonoid ¢esidi vardir. Meyve, sebze, sarap,
kakao ve ¢ayda bol miktarda bulunurlar. Antioksidant aktivitelerini belirleyen ve
aromatik halkalara bagli olan bir¢ok fenolik hidroksil grubu igerirler. Metal
kelatlama, lipid peroksidasyonunu engelleme, reaktif oksijen tiirlerini igeren diger
prosesleri azaltma oOzellikleri vardir (Havsteen, 1983). Lipid peroksidasyonunu
inhibe eden flavonoidler etkili antioksidant, serbest radikal siipiiriicli, metal
kelatlayicidir (Cook ve Samman, 1996).

Flavonoidler, fenolik bilesikler i¢inde en 6nemli grubu olusturan flavan (2-

fenolbenzodihidropiran) tiirevleridir. Yapisal olarak alt1 gruba ayrilirlar:

antosiyanidinler

e flavonoller

e flavonlar

e flavanonlar

e katesinler (flavanoller)

e izoflavonoidler (Saldamli, 1998). Kimyasal yapilar1 Cizelge 2.5’ de
verilmistir.
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Cizelge 2.5. Flavonol, flavon, flavanon, flavanol, izoflavon ve antosiyanidin’in

kimyasal yapilari.

Fenolik bilesikler Molekiil Sekilleri
o]
Flavonol O
OH

0
O
Flavon O |
O
’ O
Flavanon O

g Flavanon

Flavanol ‘
OH

8

izoflavon

Antosiyanidin
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Fenolik asitler

Fenolik asitler, hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere iki
grupta incelenir. Fenolik asitlerden hidroksisinamik asitler Cg-C3 fenilpropan,
hidroksibenzoik asitler ise Cg-C; fenilmetan yapisindadir. Hidroksisinamik asitler
bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar. Bunlar arasinda ferulik asit, kafeik asit,
o-kumarik asit ve p-kumarik asit 6nem tasimaktadir. Hidroksibenzoik asitler ise
bitkisel gidalarin yapisinda genellikle eser miktarlarda (100 ug/mL kadar) bulunur
veya hi¢ bulunmayabilir. Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-
hidroksibenzoik asit, gallik asit ve vanilik asit gibi asitler sayilabilir (Saldamli,
1998).

2.2.4 Sentetik antioksidantlar

Gidalarin korunmasi ve depolanmasi sirasinda 6nde gelen problemlerden biri lipid
oksidasyonudur. Buda; yaglarda acilagsmaya, yagli gidalarda renk, tat, aroma ve
kivamda bozulmaya, besinsel kalitede azalmaya neden olmaktadir. Gida
endiistrisinde lipid oksidasyonunu engellemek yada azaltmak, besinsel kaliteyi
sirdirmek ve gidalarin raf Omriinii arttirmak amaciyla antioksidant kullanimi
gereklidir (Finley ve Given, 1986). Bu nedenle sentetik antioksidantlar gidalarin
stabilizasyonunda kullanilmistir. En yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidantlar
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve tert-biitil
hidroksikinon (TBHQ), yag ve yagh gidalarin oksidatif bozulmasimni 6nlemek igin
uygulanir (Cheung ve dig., 2003).

2.2.4.1 Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Yiyeceklerde antioksidant olarak kullanilan biitillenmis hidroksianisol (2-BHA ve 3-
BHA) 2- ve 3-izomerlerinin 9:1 karigimidir. 2-BHA nin kimyasal oksidasyonunda
bifenil tipi dimeri olan BHA-1 olusur. Alkolde 2-BHA ve 3-BHA izomerleri
ultraviyole ve goriiniir 1s1ktan etkilenir. Benzende 2-BHA ultraviyole 1sikta iki farkl

oksidasyon iirtinleri olan BHA-1 ve BHA-2 olusturur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. BHA’ nin tiirleri.
2.2.4.2 Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidantlardandir. BHT ilk defa
soya yaginin otooksidasyonunda bozunma {irlinleri tayin edilerek fark edilmistir.
BHT igeren soya yagi ultraviyole 151g1na maruz kalirsa bozunma iiriinleri olan BHT-

1, BHT-2, BHT-3 ve BHT-4 olusmaktadir (Sekil 2.11) (Ozen, 2003).

OH OH OH O
R Y ﬁj ﬁ
(0]
CH, CHO CH,OH BHTA3
BHT BHT-1 BHT-2
R R
Hy Hy
HO CcC —C OH
R R
R: tert-biitil BHT-4

Sekil 2.11. BHT’ nin tiirleri (R: tert-biitil).
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BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle verdigi
reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder (Sekil 12).

OH @] . O
. R R LOO
R R LOO LOOH R R
> »
CH, HsC OoOoL
CHs;
BHT

R: tert-biitil

Sekil 2.12. BHT’ nin yag ve yag asitlerinin oksidasyonuna etkisi (R: tert-biitil).
2.2.4.3BHA ve BHT' nin antioksidant aktivitesi

BHT ve BHA sentetik antioksidant madde olarak yaygin kullanilmaktadir. Sekil
2.13° de BHT ve BHA ile DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazin) arasinda meydan
gelen reaksiyonlar gosterilmistir. 2-BHA ve BHT ortama hidrojen atomu verebilmesi
sonucu farkli radikalik iirlinler meydana gelir. DPPH ve 2-BHA DPPH’ m asir1
miktarda 2-BHA ile reaksiyonundan DPPH H, 2-BHA ve DM (2,6-di-tertbiitilkinon
metit) meydana gelir. 2-BHA ile DPPH arasindaki reaksiyondan kararli ara {iriin
olusur (Sekil 2.13). Bu ara {iriin peroksit radikalleri 2-BHA nin tekrar olusumu icin
BHT ile reaksiyona girer. Bu proses DPPH’ 1n hidrojeni tutmas1 2-BHA ve BHT
arasindaki etkilere baghdir (Ozen, 2003).
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Sekil 2.13. BHT ve BHA’ nin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazin) ile meydana gelen
reaksiyonlart.

2.3 Diiiretikler

Belirli bir zaman diliminde, bobrek nefronlarinda idrar olusumunu artiran ilaglara
diiiretikler adi1 verilir. Diiiretiklerin etkisiyle, Na® ve CI iyonlarmin geri
emilimindeki azalma, pasif olarak suyun geri emilimini de azaltir ve bunun sonucu
olarak da idrar hacmi artar.

Bazi ditiretikler, ilave olarak, membranlarda iyon degisimini degistirerek,
damar diiz kaslarinin intraselliiler sodyum konsantrasyonunu da dogrudan
azaltabilirler.  Intraselliiler =~ sodyumun  azalmasi, intraselliiler  kalsiyum
konsantrasyonunun da azalmasina yol agar (NaJr/Ca2+ degis-tokusu). Sonugcta,
vaskiiler direnci diisiirerek antihipertansif etki olustururlar. Ditiretikler, tedavide
sodyum ve bunu izleyen su tutulmasiyla karakteristik 6dem ve arteriyel
hipertansiyon gibi 6nemli hastaliklarda dncelikle kullanilan ilaglardir.

Bobregin tubiiler sistemi ve bu sistemin glomeriiler yumagi, fonksiyonel bir

birim olan nefronu olusturur (Sekil 2.14.). Bébreklerin organizmada su ve elektrolit
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dengesini koruyabilmesi (homeostasis) icin, nefronda baglica iic olay meydana
gelmektedir:

1. Glomeriiler Filtrasyon: Plazma sivisinin igerigi ile birlikte, glomeriillerden
siizilmesidir. Plazmadan ayrilan siiziintliniin iceriginde yiiksek molekiil agirlikli
(>70 000 kDa) proteinler disinda, diger plazma igerikleri de bulunur.

2. Geri Emilme (reabsorbsiyon): Filtrasyonla kandan ayrilan siiziintiiden,
homeostasis igin gerekli olan maddelerin kana geri emilmesidir.

3. Salgilama (sekresyon): Bazi artik ya da yabanci maddelerin tubiiliislerde
kandan alinip, idrar i¢ine salinmasidir.

Nefronun 5 aktif kismi vardir ve bu aktif kisimlar idrar hacmini kontrol eder:

1. Proksimal Tiibiiller: Kortekste yer alir. Karbonik anhidraz inhibitori
diiiretiklerin  etki yeridir. Glikozun tamami, aminoasitler, HCOj3; ve diger
metabolitler geri emilir. Su, klor ve sodyumun % 60-70’1 geri emilir. Organik asit ve
bazlar (lirik asit, diliretikler, antibiotikler vb.) kandan liimene sekrete olurlar.
Ditiretiklerin ¢ogu asit yapida olup, etkilerini gosterebilmeleri i¢in proksimal tiibiiliin
orta kismindan liimen i¢ine salgilanmalar1 gerekir. Kronik bobrek yetmezligi olan
tiremili hastalarda, diiiretiklerin liimende yeterli konsantrasyona ulagmasi igin,
diiiretikler yiiksek dozlarda verilirler. Furosemid ve klorotiyazid gibi diiiretiklerle
olusan, kanda {irik asit artisinin (hiperiiriseminin) nedeni de budur.

2. Henle Kivriminin Inen (ince) Kolu: Izotonik filtrat Henle kivrimiyla
medullaya girer. Na* ve CI” reabsorbsiyonu olmaz; sadece suya karsi gegirgenlik
yiiksektir ve medullanin hipertonik olmas1 nedeniyle pasif olarak su reabsorbsiyonu
olur. Tiibiil stvisinin tuz konsantrasyonu {i¢ katina ¢ikar.

3. Henle Kulbunun Cikan Kolunun Kalm Kismi: Once medulla, sonra korteks
icinde seyrederler. En giiclii ditiretikler olan kivrim diiiretiklerinin etki yeridir. Suya
gecirgen olmayan ozel hiicrelerle doselidir. Burada bulunan, Na'/K'/2CI
kontansportori ile Na*, K* ve CI aktif olarak geri emilir. Mg®* ve Ca®* gibi iki
degerli katyonlar da potansiyel farki nedeniyle buradan basit difiizyonla geri emilir.
Sodyum kloriiriin % 25-30’u interstisyel siviya geri donerek medullanin yiiksek
osmolaritesini korumasini saglar. Buraya etki eden diiiretikler, bobregin hem
diliisyon hem de konsantrasyon yetenegini azaltirken, sadece distal tiibiillere etki
edenler yanliz dillisyon yetenegini azaltirlar.

4. Distal tiibtiller: Hiicreleri suya gegirgen degildir. Tiyazid grubu ve benzeri

diiiretiklerin etki yeridir. Sodyum kloriirin % 10’u tiyazidlere duyarli Na'/2CI
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tastyicistyla geri emilir. Bu mekanizma, aldosteron etkisinden bagimsizdir. Bu

kisimda parathormon etkisi altinda, Ca®* aktif transportla reabsorbe edilir.

5. Toplayic tiibiiller: Ozellikle kortikal bdliimde olmak iizere, aldosterona
bagimli sekilde Na geri emilimi ve K sekresyonu (Na'-K* degisimi) olur. Ana
hiicreler K* ve H" sekresyonundan, ara hiicreler K™ reabsorbsiyonundan (K*/H"
degisimi) sorumludur. Potasyum tutucu ditiretiklerin etki yeridir. Diger diiiretikler
ise, Na'-K" degis tokusu nedeniyle potasyum kaybina (hipokalemi) neden olurlar.
ADH (vazopressin), toplayici tiibiillerden sAMP araciligiyla suyun geri emilimine

neden olur (Sekil 2.14.).

Bobrek Toplar e
Damarn SRS
‘ .
Bobrek Atar | '
Damarn — ;
3 : ; 4 o
Glomerulus
Suziime
Bowman

idrar Toplama

242 Kanal

Damarlar

Proksimal
Tup

Henle_\
Kulpu

Idrar

Sekil 2.14. Nefron kisimlari
2.3.1 Bobreklerde su metabolizmasi

Viicut agirhigimin % 60’1 su olusturmaktadir. Kadinlarda bu oran % 50 iken
cocuklarda % 66-75’tir. Viicutta intraseliiler/ekstraselliiler su orani yaklasik olarak
55/45°dir. Glomeruler filtrata giinde 150-180 L su ge¢mektedir ve filtre olan suyun
%45’1 proksimal tiibiilden, % 40’1 Henle kulpunun inen kolundan, % 5’ 1 distal
tilbiilden, % 10’u toplayic1 tiibilden geri emilirken, % 0.5 1 idrar seklinde
atilmaktadir (Sekil 2.15.).
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Sekil 2.15. Nefronlarda su metabolizmasi

2. Ozmotik ditretikler

tedavisinde kullanilirlar.

Karbonik anhidraz (KAH), bobregin alkalileri tasarruf etmesini, asit idrar

2.3.2 Diiiretiklerin siniflandirilmasi

1. Karbonik anhidraz inhibitorleri

3. Kivrim (Loop) diiiretikler
4. Tiyazid grubu ditiretikler

5. Potasyum tutucu diiiretikler

2.3.2.1 Karbonik anhidraz inhibitorleri
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Ditiretik ilaglar farmakolojik 6zeliklerine gére 5 sinifa ayrilirlar:

Karbonik anhidraz inhibitorleri zayif natriiiretik ve ditiretik etki gosterirler. Primer etki
yerleri proksimal tiibiillerdir, henle kivrimim etkilemezler. Bu grup ilaclarin ilk bulunanm

ve prototipi asetazolamid'dir. Karbonik anhidraz inhibitorleri bugiin en fazla glokom

cikarmasini ve bdylece ekstraselliiler sivinin asit-baz dengesini korumasini saglayan

¢ok onemli bir enzimdir. Karbonik anhidraz reaksiyonu sonucu H,O ve CO,'den H*



ve HCOs  olugur. H" tiibiil liimenine salgilanir ve bunun karsihiginda sodyum iyonu
limenden hiicreye alimir (H" -Na* degis tokusu). Bu sayede idrarla net H kayb1

saglanir.

CO; + H,O <—T—> H,CO3 «— H + HCOy4' (2.19)
KAH

KAH inhibitorii olarak kullanilan asetazolamid, sulfonamid yapidadir.
Proksimal tiibiil epiteli hiicre i¢i ve apikal membranda bulunan KAH enzimini inhibe
eder. KAH enziminin inhibisyonu sonucu, Na" geri emilimi azalacagindan, Na* ve
beraberinde su atilimi sonucu diiiretik etki olusur. Bu etki tiibiiliin ileri kisimlarinda
telafi edileceginden KAH inhibitérii ilaglar zayif diiiretik etkilidirler. H® liimene
atilmadiginda, bununla birlesemeyip liimende kalan HCOs- idrarla atilir; idrar pH’s1

artar ve net HCOg3  kaybi nedeniyle hiperkloremik metabolik asidoz olusur.

Asetazolamid (Sekil 2.16.), antineoplastik tedavi esnasinda trik asidin idrar
yolunda ¢Okmesini Onlemek icin kalevi diiirez olusturmak amaciyla, diger
antiepileptiklerin etkisini artirmak igin, epilepsi tedavisinde, kronik metabolik

alkaloz veya respiratuvar alkaloz tedavisinde oral yoldan kullanilabilir.

N Y

Sekil 2.16. Asetazolamid formiilii

Asetazolamid kullanimi hafif metabolik asidoz, K* kaybi, bobrek tasi,

sersemlik ve parestezi gibi genelde ¢ok ciddi olmayan yan tesirleri gosterebilir.
2.3.2.2 Osmotik diiiretikler

Osmotik diiiretikler, glomeriillerden siiziilen basit yapida hidrofilik kimyasal
maddelerdir, sodyumdan ¢ok suyun ekskresyonuna ihtiya¢ varsa kullanilirlar.
Osmotik ditiretikler akut ilag intoksikasyonlar1 sirasinda veya bdbrek itrah
fonksiyonunun azaldigi hastaliklarda gelisen oligiiriye karsi, glomeriiler filtrasyon
hizin1 yeterli diizeyde siirdirmek ve akut bobrek yetmezligini 6nlemek amaciyla,

beyin ameliyatlarindan 6nce veya sonra beyin omurilik sivist basincini ve beyin
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hacmini azaltmak, beyin iskemi, timor ve infeksiyon gibi hastaliklarinda, beyin
O0demini gidermek ve artmis olan intrakranial basincit diisiirmek amaciyla
kullanilirlar.

Osmotik diiiretiklerin primer etki yerleri Henle kivrimmin ¢ikan kalin
koludur ve glomeriillerden hizli bir sekilde siiziiliir, tiibiillerden reabsorbe edilmezler.

Baslica osmotik ditiretikler mannitol, isosorbit ve gliseroldiir.

Osmotik ditiretikler arasinda en fazla kullanilan mannitoldiir (Sekil 2.17.).
Mannitol bir¢ok bitkide bulunan bir karbohidrat alkoliidiir. Mannitol, suyun
reabsorbsiyonunu azaltir; su ile birlikte sodyum ve klor iyonlarmin da
reabsorbsiyonu azalir. Mannitoliin biiyiik bir kismi, viicut tarafindan glikoz gibi
emilir ve metabolize edilir. Mannitoliin en sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma,
bas agrisi, bas donmesi, lisiime, polidipsi, gogiiste sikisma, duyumsama, letarji ve

konfiizyondur. Mannitoliin yiiksek dozda uygulamasina bagli 6liim olaylarinin

oldugu bildirilmistir.
H
H—l—OH
HO—C—H
HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
H—C—OH
H

Sekil 2.17. Mannitol formiilii

2.3.2.3 Kivrim (Loop) diiiretikler

Kivrim ditiretikler en etkili ditiretik grubudur ve Henle kivriminin ¢ikan kolunun
kalin kisminda etkilidirler. Burada, Na*-K*-2CI" kotransportunu giilii sekilde inhibe
ederler. Kivrim diiiretikler idrardan Ca®* ve I\/Ig2+ atilimin arttirirlar.

Kivrim ditiretikler arasinda en ¢ok kullanilani, furosemid (Sekil 2.18.)
olmakla birlikte bumetanid (Sekil 2.19.) ve etakrinik asitte (Sekil 2.20.)
kullanilmaktadir. Furosemid kivrim diiiretikleri i¢cinde fazla tercih edilen ve gii¢lii bir

ditiretiktir. Bunun nedenleri, fraksiyonel sodyum itrahim1 % 40’a kadar
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cikartabilmeleri, diger kivrim diiiretiklere nazaran toksisitelerinin daha az olmasi,
bobrek fonksiyonlari bozuk olan veya diger diiiretiklere yanit vermeyen hastalarda
bile etki gostermeleri, alkaloz yapma egilimleri daha azdir. Furosemid ve benzeri
ilaglar, kalsiyum reabsorbsiyonunu inhibe ederek kalsiyum atilimini belirgin sekilde

artirirlar. Bu nedenle hiperkalsemi tedavisi i¢in yararli olabilirler.

Kivrim ditiretikler, sol kapakg¢ik yetersizligine bagl akciger 6deminde, kronik
kalp yetmezliginde, tiyazit grubu ditiretiklerle yapilan tedaviye direngli hipertansiyon

tedavisinde, hiperkalsemi ve agir bobrek yetmezliginde kullanilirlar.

NH,
"
’ O (8]
|1/>_|_}N g¢O HIN
\ OH
NH,
O
OH HyC
Sekil 2.18. Furosemid formiilii Sekil 2.19. Bumetanid formiilii
OCH,COOH
Cl
Cl
CO(l'T‘CHzCH 3
CH,

Sekil 2.20. Etakrinik asit formiilii
Kivrim diiiretiklerin yan etkileri, hipovalemi, dehidratasyon, hipotansiyon,
hiponatremi, hipokloremik alkaloz yapabilir, ayrica, hipetiirisemi, hiperglisemi,
reversibl sagirliga sebebiyet verebilirler. Gut ve diyabet olgularinda kivrim

ditiretiklerinin kullanilmasi tavsiye edilmez.
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2.3.2.4 Tiyazid grubu diiiretikler

Tiyazid grubu diiiretikler en sik kullanilan diiiretiklerdendir. Tiyazid grubu
ditiretiklerin agiz yolundan kullanilabilmeleri, yaptiklar1 diiirezin hizli ve fazla
olmamasi, viicuttaki sodyumun fazlasin1 atmalar1 fakat asir1 derecede sodyum ve su
kaybima neden olmamalari, belirgin dehidratasyon yapmamalari, toksisitelerinin
diisiik olmasi1 ve antihipertansif etki gostermeleri baslica istiinliikleridir.

Tiyazid grubu diiiretikler, sodyum ve kloriir iyonlarinin atiliminmi artirirken,
kalsiyum ve fosfat iyonlarinin atilimini da azaltirlar, biiyiik bir kism1 bagirsaklardan
absorblanir ve proksimal tiiblilden aktif sekilde atilirlar. KAH inhibitérii olan
asetazolamidden daha giicliidiirler. Tiyazid grubu diiiretikler viicudun asit baz
dengesini bozmazlar ve bozuklugundan da etkilenmezler. Potasyum salgilanmasin
ve kalsiyum geri emilimini arttirirlar.

Indapamid (Sekil 2.21.), metolazon, politiyazid, hidroklorotiyazid (Sekil
2.22.), hidroflumetiyazid, klortalidon, bendroflumetiyazid, klorotiyazid, metilkloro-
tiyazid ve tiyazid (siilfamoiltiyazid) tiirevi gibi diiiretikler tiyazid grubuna giren
ilaclardir.

Tiyazid grubu diiiretikler hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, bobrek
yetmezligi, hiperkalsiiri, diyabetes insipidus (sekersiz diyabet) tedavilerinde

kullanilirlar.

Tiyazid grubu ditiretiklerin yan tesirleri olarak hipokalemi, hiponatremi,
hipomagnezemi, hiperkalsemi, hiperiirisemi (iirik asitle yaristigindan atilimini azaltir
ve kanda tirik asit artirarak gut ataklarimi artirabilir), hiperglisemi, hiperlipidemi,

cinsel fonksiyon bozuklugu, LDL-kolesterol ve trigliserid artis1 da gézlenebilir.

HaC
00
o o i W
_ NH,50, S
MH
H,NO,S
M
Cl b
C6H,4CIN;05S
Sekil 2.21. indapamid formiilii Sekil 2.22. Hidroklorotiyazid formiilii
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2.3.2.5 Potasyum tutucu diiiretikler

Potasyum tutucu diiiretikler, sodyum ve kloriir iyonlarinin eliminasyonunu
arttirmalarina ragmen potasyum iyonlarmin atilimimi azaltan diiiretiklerdir. Tek
basina kullanildiklarinda zayif etkilidirler. Potasyum tutulmasini sagladiklarindan
tiyazid veya kivrim diiiretikler ile kombine halde kullanilirlar. Potasyum tutucu
ditiretiklerin yan etkileri, bacak kramplari, lirik asit artis1 olasiligi, K+ retansiyonu,
bobrek taslar1 ve akut bobrek yetmezligidir.

Potasyum tutucu diiiretikler aldosteron antagonistleri ve Na+ kanali

inhibitorleri olarak ikiye ayrilirlar:

1. Aldosteron antagonistleri 17-spironolakton steroid grubundadir. Bunlardan
spironolakton ve onun metaboliti olan karnenon ve potasyum kanreoat tedavide
kullanilir. Aldosteron (Sekil 2.23.), adrenal bezdeki adrenal korteksin dis kisminda

tiretilen, kanda sodyum ve potasyum dengesini diizenleyen bir steroid hormonudur.

Sekil 2.23. Aldosteron formiilii

Aldosteron, aldosteron sentaz enzimi tarafindan kolesterolden sentezlenir.
Aldosteron antagonistleri, bobrekleri etkilerek sodyum iyonlar1 yerine potasyum
iyonlarmin disari atilmasina ve su tutulmasina yol agar. Asir1 aldosteron iiretilmesi
(hiperaldosteronizm) 6deme ve atardamar basinci yiikselmesine (yiiksek tansiyon),

yetersiz aldosteron iiretilmesi ise su kaybina neden olur.

Spironolakton (Sekil 2.24.), spesifik aldosteron antagonistidir. Aldosteron
reseptorlerine baglanarak, distal tiibiiliislerde potasyumu tutup, sodyumu ve suyu

atarak etkisini gosterir.
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"“SOCCH,
Sekil 2.24. Spirolakton formiilii

Spironolaktonun kullanim alanlar1 akut bobrek yetmezligi, hiperpotasemi ve
onemli bobrek fonksiyon bozukluklaridir. Yan etkileri ise, gastrik kanama,
tilserasyon, kusma, ve diyare gibi gastrointestinal rahatsizliklar, uyusukluk ve uyku
hali, halsizlik, bas agrisi, ciltte kizariklik ve dokiintiiler, kadinlarda menstriiasyon

bozukluklari, erkeklerde jinekomasti, hiponatremi ve hiperkalemidir.

2. Na* kanal1 inhibitdrleri, sikloamidin yapisini igeren triamteren (Sekil 2.25.)
ve amilorit hidrokloriir (Sekil 2.26.) toplayict kanalda ve distal tiibiiliin son kisminda

sodyum kanallarin1 bloke ederek etkilerini gosterirler.

HoN N N NH,
= ’ Q§>(//
N
\\\N PZ
NH,

Sekil 2.25. Triamteren formiilii

o) NH,

cl N C—N—/=¢C
B
P
H,N N NH,

Sekil 2.26. Amilorit hidrokloriir formiilii

NH, * HCl « 2H,0

Na* kanali inhibitdrleri, sodyum iyon proton degisiminide inhibe ederler. K*

koruyucu etkileri spironolaktona benzer ve etkileri aldosterondan bagimsizdir.
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2.3.3 Diiiretik 6zellige sahip dogal ilaclar

Bitkiler binlerce yildan beri tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Bu konuyla ilgili en
eski bilgiler Halep’in giineyinde Elba yakininda bulunan kraliyet arsivindeki ¢ivi
yazisinda yazilmis olan tabletlerdir ve bu tabletlere gére en az 5000 yildan beri
tedavi alaninda kullanilmaktadir. Bitkisel kdkenli droglar ¢ok eski devirlerden beri
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmakla beraber etkili bilesikleri ve etki
mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler ancak 19. yiizyil ortalarindan itibaren yaklasik
yiiz seneden beri bilinmektedir (Baytop, 1984).

Anadolu’da tibbi bitkiler ile ilgili bilgilerin temeli Hititler donemine kadar
dayanmaktadir. Bu dénemde Anadolu’da bazi tibbi bitkilerin yetistigi, hashas, mazi
ve safran gibi bazi1 droglarin dis satiminin yapildigi bilinmektedir (Baytop, T., 1984).

Bugiin saglik alaninda, genellikle halk ilaglarinin yerini sentetik ilaglarin
almasima karsin, diinyanin bir¢cok yoresinde dogal ve bitkisel kaynakli ilaglarin
kullaniligi hala yayginligini siirdiirmektedir. Cok zengin bitki Ortiisiine sahip
Anadolu’da o6zellikle kirsal kesimde geleneksel halk ilaglar1 yapiminda ve bazi
hastaliklarin tedavisinde bir¢ok bitkinin kullanildigi bilinmektedir. Ancak bitkisel
halk ilaglarinin bilimsel yonden arastirilarak olumlu veya olumsuz etkilerinin
saptanmasi halk sagligi bakimindan yararl olacaktir.

Halk arasinda c¢esitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilan birgok bitki
bulunmaktadir. Bunlar arasinda, dut yapragi, kusburnu, lahana, misirpiiskiilii, roka,
pazi, rezene, maydanoz, sogan, kabak, sarimsak, karnabahar, kiraz sapi, nane,
yesilcay ve thlamur gibi birgok bitki ditiretik 6zelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir.
Ditiretik bitkiler idrar soktiiriicli, viicuttaki fazla suyun atilmasinda, mide ve renal

rahatsizliklarda ve bobrek taslarinin diisiirilmesinde kullanilmaktadir.
2.4  Ureaz

Ureaz (iire amidohidrolaz, E.C. 3.5.1.5), yapisinda nikel bulunduran bir
metaloenzimdir (Kayastha ve dig., 1999). Bu enzim iirenin hidrolizinden amonyak ve
karbondioksit olusum reaksiyonunu katalizler (Tanaka ve dig., 2004). Bir molekiil

tirenin hidrolizi sonucu iki molekiil amonyak bir molekiil karbondioksit serbest hale

gelir (Sirko ve dig., 2000).

H,N-CO-NH, + H,0 <«U%—» 2NH;+ CO, (2.20)
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Ureaz enzimine 6zel ilgi gdsterilmesinin baslica {i¢ nedeni vardir. Ik neden
1926’da Sumner tarafindan soya fasulyesinden kristal halde izole edilen ilk enzim
olmasi, ikinci neden proteinlerdeki siilthidril gruplarmin varligmmin 1951°de aym
arastirmaci tarafindan ilk kez lireaz i¢in tanimlanmis olmasi, {i¢linciisii ise 1975°de
Dixon ve arkadaslar1 tarafindan metaloenzimler icersinde nikel iceren ilk enzim
oldugunun bulunmasidir (Qin ve dig., 2002).

Ureaz enziminin sistematik ad1 iire amidohidrolaz olmakla birlikte Uluslar
aras1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUB) tarafindan belirlenen enzim kod
numarast E.C. 3.5.1.5.°dr.

Bu siralamaya gore;

3: Tip no: Enzimin bir hidrolaz sinifi oldugunu
5: Grup no: Enzimin C-N baglarina etkili olan amidaz alt grubuna dahil oldugunu
1: Alt grup no: Enzimin bir agilamidaz oldugunu

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik adinin “zire amidohidrolaz” oldugunu gdosterir.

Ureaz, iirenin hidroliz reaksiyonunu normal reaksiyonlara goére 1014 kat daha
hizli katalize eder (Kayastha ve dig., 1999, Hirayama ve dig., 2000). Normalde
tirenin hidrolizi yavas gergeklesen bir islemdir (Blakeyand ve dig., 1984). Katalizor
olmadan gergeklesen reaksiyonda olusan friinler amonyak ve siyanik asittir.
Katalizér varliginda gerceklesen reaksiyonda ise iriinler amonyak ve karbonik
asittir. Son olarak karbonik asit kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve suya

dontisiir (Sekil 2.27.) (Ciurct ve dig., 1999).

O

H2N/ \NH2 H2N/ \O_
H,0

O
O—=0

NH,*

O—=0

HCO;~ + NHj
H2N/ oo

Sekil 2.27. Urenin katalizorsiiz reaksiyonu

Fizyolojik pH’larda amonyak su varliginda iyonlarina baslarken, karbonik
asit protona dissosiye olur ve bunun sonucunda net bir pH artis1 olusur (Amtul ve
dig., 2002).

2NHs + 2H,0 ——» 2NH,* + 20H" (2.21.)
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H,CO3 — H* + HCO5 (2.22))

Ureaz bircok bitki, alg, omurgasiz, lifli mantarlarda ve bakterilerde bulunan
bir enzimdir (Lubbers ve dig., 1996) ve azot sirkiilasyonunda 6nemli rol oynar
(Krajewska ve dig., 2001). Ayrica zirai giibrelemede {irenin hidrolizini
hizlandirmada, insan ve hayvanlarda gastrointestinal ve renal hastaliklarin

engellenmesinde 6nemli rol oynar.

En yaygin iireaz i¢eren kaynaklar sunlardir;

o Kilesbsiella aerogenes: Gevis getiren hayvanlarin sindirim sisteminde yasayan
ve icerdigi lireaz (KAU) sayesinde azot metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan bir bakteridir.

e Bacillus pasteurii: Toprakta, sularda ve pis sularda yasar. Ozellikle ziraat icin
cok onemlidir. Icerdigi iireaz (BPU) sayesinde bitkiler icin topragi azotca
zenginlestirir.

e Canavalia ensiformis: Bir tiir fasulyedir. Bulundugu bitkide topraktan azot
emiliminin yeterli olmadigi durumlarda azot deposu olarak kullanilan
argininin agiga c¢ikardigi tireyi igerdigi lireaz (JBU) sayesinde amonyaga
cevirerek azot kaynagi olarak kullanilmasinda yardim eder.

e Helicobacter pylori: Insanlarda mide rahatsizhgina sebep olan bir
bakteridir.Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb. rahatsizliklara sebep

olur (Demiray ve dig., 2007).
2.4.1 Ureaz enziminin yapisi

Ureaz genelikle bakteri, mantar ve bitki cesitlerinde yaygmn olarak bulunur.
Ureazlarm yapilari, alt birimlerinin yapisi ve sayilari, molekiil agirliklar1 ve
aminoasit dizilisleri ¢esitli kaynaklardan elde edilislerine gore farkilidir (Kot ve dig.,
2000). Mantar ve bitki iireazlar alt birimlerinin proteinleri homo-hekzamerik yapida
iken, bakteriyel lireazlarin iki veya ii¢ alt birim kompleksleri multimer yapidadir

(Becker-Ritt ve dig., 2007).

Ureaz monomer olarak aktiftir ve multimerik yapida genel olarak trimer ya da
hekzamer olarak bulunur (Sekil 2.28.). Polipeptit zincirinin 840 amino asitten olusan
alt biriminin molekiil agirhigi 90.7 kDa’dir. Ureazin yaklasik molekiil agirhig:
545.365 kDa olarak bulunmustur (Takashima ve dig., 1988).
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Sekil 2.28. Ureaz enzimin ii¢c boyutlu yapisi

En cok bilinen iireazlar yesil fasulye ve soya fasulyesi bitkilerinden elde
edilenlerdir. En iyi karakterize edilen iireaz ise yesil fasulye (Canavalia ensiformis)
bitkisinden elde edilen enzimdir. Yesil fasulye iireaz1 kristalize olarak elde edilen ve
ayni zamanda yapisinda nikel oldugu gosterilen ilk enzimdir (Follmer, C., 2008).
Jack bean iireaz 91 kDa molekiil agirligina sahip, alti benzer monerik alt birimin
hekzameri olarak mevcuttur (Weber ve dig., 2008).

Bitki iireazlart ile ilgili en iyi genetik veriler ise soya fasiilyesi (Glycine max)
iireazina aittir. Ureaz, soya fasulyesi ve yesil fasulye gibi tohumlarda bol miktarda
bulunurken diger tip iireazlar bitkinin vejetatif dokularinda daha diisiik miktarlarda
bulunmaktadir (Sirko ve dig., 2000).

Bakteriyel kaynakli lireazlardan en iyi bilinenler, Klebsiella aerogenes iireazi
(Sekil 2.29.), Bacillus pasteurii tireaz1 (Sekil 2.30.) ve Helicobacter pylori iireazi
(Sekil 2.31.)’dir. Bu enzimlerin alt birimleri a, B, y olarak adlandirilan ti¢ alt birimin
olusturdugu bir heteropolimerdir ve aktif merkezleri a alt birimlerinde bulunur.
Klesbsiella aerogenes iireazinin, aktif bolgesinde iki nikel atomu bulunur (Carter ve
dig., 2009). Klesbsiella aerogenes iireazi li¢ farkli alt birime sahipken, yiiksek
tirolitik toprak bakterisi olan Bacillus pasteurii tireazinin ii¢ alt biriminden bir tanesi
heteropolimerik olarak Klesbsiella aerogenes ile benzer alt birime sahiptir (Amtul ve
dig., 2002).
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Y B o
11.1kDg [11.7 kDal 60.3 kDa 101/106/567 aa

Sekil 2.29. Klesbsiella aerogenes iireazinin ii¢ boyutlu yapisi

Y B Q
11.1 kDa| [14.0 kDa 61.4 kDa 101/126/570 aa

Sekil 2.30. Bacillus pasteurii tireazinin ii¢ boyutlu yapisi

Bir diger bakteriyel kaynakli iirecaz Helicobacter pylori tireazidir (Sekil
2.38.). Helicobacter pylori’nin iirettigi tircaz enzimi 550 kDa agirliginda nikel
icerikli bir enzimdir. Urenin iireaz enzimi tarafindan hidrolizi sonucu olusan
amonyak mide asidini notralize ederek Helicobacter pylori’nin kolonizasyonuna
yardimci olur (Dunn ve dig., 1990). Helicobacter pylori tireaz1 yapisinda iki alt birim
icermektedir ve heterodimer yapidadir (Dunn ve dig., 1990, Becker-Ritt ve dig,.
2007).
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EEB.SkD B03kD : 21.7kD 195kD 286kD  21.7kD 29.6kD

Ureaz enzimi alt iiniteleri Yardimer genler

Sekil 2.31. Helicobacter pylori lireazinin yapisi

Ureaz enzimi operonu H. pylori kromozomunun 34 kb kisminda bulunur. Ure

operonu, UreA ve UreB olan iki yap»sal alt tiniteyi, UreC ve UreD olan iki regiilator

alt liniteyi kodlar. Ayrica Ure-I, UreE, UreF, UreG, UreH olan bes yardimci proteini

kodlar. Regiilator genler ureC ve ureD bir mRNA transkriptinde, yapisal genler ureA

ve ureB ikinci mRNA transkriptinde ve yardimci genler urel, ureE, ureF, ureG ve

ureH {ciincli mRNA transkriptinde gosterildi. (Sekil 2.29) ayrica, ureD ve ureA

arasinda 420 bp ureB ve urel arasinda ise 200 bp intergenik bir bdlge oldugu

bildirilmektedir .
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2.4.2 Bitki metabolizmasinda iireazin rolii

Bitkilerde, iire metabolizmasinda en az {i¢ kilit enzim bulunmaktadir. Bunlar;

arginaz, iireaz ve glutamin sentetaz’dir (Sekil 2.32.).

Glutamin
Arginin
Arginaz
& . CO,
Ope _Yreaz Glutamin
Arginosuksinat NH, sentataz
Ornitin siklusu
Glutamat

Ornitin

\
Glutamat semialdehit
Sitrulin

Sekil 2.32. Ure metabolizmasi

Ureazlarmn temel rolii, azot kaynag: olarak icten ya da distan iiretilen {irenin
organizma tarafindan kullanimin1 saglamaktir. Bitki argininin ve purinlerin
yikilmasindan olusan iire araciligiyla biiyiimek ve gelismek i¢in gerekli olan azotun
bliylik miktarini saglar. Argininden {ire olusumu arginaz enzimi katalizi ile
olmaktadir (Sirko ve dig., 2000).

Uredeki mevcut azot iireaz tarafindan iire hidroliz edilmedikce bitki
tarafindan kullanilmaz. Ureaz aktivitesinin iiriinii olan NH3, genellikle glutamik asit
ile glutamin sentetaz enzimi tarafindan glutamin olusturmak tizere kullanilir.
Glutamin sentetaz aktivitesi, glutamat, glutamin ve onun substratinin
kullanilabilirligi agisindan 6nemli oldugu gibi, amonyak da azot metabolizmasinda
ve bitki biiyiimesinde 6nemli bir faktordir (Sirko ve dig., 2000).

Ure vyiiksek bitkilerde sadece iireaz tarafindan asimile edilir ve iireaz
bitkilerde yapisinda Ni bulunduran metaloenzim olarak bilinir. Bitkilerde iireaz
aktivitesinin 6nemi iireden mahrum birakilan piring fidelerinde iireaz aktivitesinin
azaltilmasiyla biriken {renin fidelerde olusturdugu gerilemis biiylimenin
incelenmesiyle gosterilmistir (Sirko ve dig., 2000).

Bitkilerde iire metabolizmasinin 6nemi, iirenin biinyesinde bulunan azot
elementinin bitki bliylimesinde gosterdigi etki ile agiklanir ve icerden iiretilen iireye
ek olarak disardan alinan iire de bitkiler tarafindan kullanilir. Ure genellikle diisiik
maliyetten, kolay kullanimdan ve yiiksek azot iceriginden dolayr giibrelemede
kullanilir ve iireaz iireden azotun elde edilmesinde kullanilan tek enzimdir (Sirko ve

dig., 2000).
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2.4.3 Ureaz enzim inhibitorleri

Ure, zirai uygulamalarda en yaygm kullanilan giibredir. Urenin giibre olarak
kullanilmasinin nedeni, ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi ve yiiksek miktarda azot
icermesidir. Toprakta yiiksek lireaz aktivitesi bitkilerin amonyak zehirlenmesine ve
pH artisiyla zarar gormesine sebep oldugu i¢in problem olusturur. Bazik topraklarda
ise amonyak atmosfere verilir ve bu da ¢evre icin tehdit olusturan ve ¢oziilmesi
gereken bir sorundur (EI-Sherif ve dig., 2001). Bu nedenle iireaz inhibisyonu ve buna
baglh stratejiler, lireaz lireten bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar icin tedavi
olarak kabul edilir (Ahmad ve dig., 2008).

Ureaz aktivitesi tarim endiistrisi yaninda tip ve gevresel olarak da zararli
olabilecek bircok klinik durumlarin olgularinda énemli viral bir belirtecdir. Ureaz
bobrek tasi rahatsizliklarinin olusumuyla dogrudan iliskilendirilerek, hepatik koma,
peptik ilser, iirolityaz, gastrit ve piyelonefrit gibi bir¢ok hastaliklarin gelisiminde
sorumlu olan patojenlerde tehlikeli bir faktor olusturur (Ahmad ve dig., 2008, Lodhi
ve dig., 2005).

Insanlarda ve hayvanlarda {ireaz igeren patojenlerin sebep oldugu
hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve ¢evreye verilen bu
olumsuz etkilerin onarilabilmesi i¢in iireaz inhibitdrii lizerinde yapilacak ¢aligmalar
oldukga 6nemlidir (Amtul ve dig., 2002).

Ureaz inhibisyonu iizerindeki calismalar fizyolojik durumlarin gesitliligine
gore kullanilan ilaglarin  kullanimininda yol gosterene kadar tip alanindaki
arastirmalarda 6nemi yok sayilmistir (Ravi Charan Reddy ve dig., 2006).

Ureaz inhibitorleri iki alt sinifa ayrilmaktadir.

e Inhibitor olarak davranan substratlar: Hidroksiiire ve hidroksamik asit
tiirevleri
e Inhibitérler: Fosforodiamidazlar ve proton pompast inhibitorleri olan

Lansaprazol, Omeprazol, Rapebrazol gibi imidazoller (Tanaka ve dig., 2003).
Bu alt sinif disinda da diiiretik 6zellik gosteren bazi ilaglar bulunmaktadir. Bu
ilaglara 6rnek olarak fenofibrat verilebilir.

Hidroksamik asit tiirevleri farkli fonsiyonel gruplar iceren kimyasal bilesikler
sinifidir.  Genel formiilii R-CO-NH-OH seklindedir. Hidroksiiire, antitiimor,

antifungal, antibakteriyel ve antienflamatuvar gibi bir¢ok biyolojik aktivitelere neden
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olan demir tasiyan mikrobiyal hiicrelerle iliskilendirilen hidroksamik asitle yapisal

olarak baglantilidir (Saban ve dig., 2009).

Hidroksitire (Sekil 2.33.), Helicobacter pylori iireazim1 igeren g¢esitli
mikroorganizmalar1 ve jack bean iireazini igeren gesitli bitkileri inhibe etmesiyle
bilinir. Helicobacter pylori iireazi, insanlarda mide kanseri olusumunda yiiksek risk
olusturmaktadir (Uesato ve dig., 2002). Hidroksiiire, antimetabolit ailesine ait olan

bir antiiilser ilagdir (Saban ve dig., 2009).

o)
)J\ OH
H,N N
H

Sekil 2.33. Hidroksiiire formiilii

Fenofibrat (Sekil 2.34.), fibrik asit tlirevidir. Fenofibrat, plazmada
trigliseridden zengin partikiillerin emilimini ve lipolizini arttirir. Hiperproteinemili
hastalarda plazma iirik asit diizeyi % 20 oraninda artar. Fenofibratin iirikoziirik

aktivitesi vardir.

o) CH;

A

cl o)
o) CH;
H,C CH,

(@)
Sekil 2.34. Fenofibrat formiilii

Helicobacter pylori infeksiyonun gastrit, peptik iilser ve gastrik kanser gibi
gastroduodenal hastaliklarla olan iliskisi iyi bilinmektedir. H. pylori enfeksiyonunun
tedavisinde Oncelikle proton pompasi inhibitdrleri ve bunlara ek olarak klaritromisin

(Sekil 2.35.) gibi antibiyotikler kullanilmaktadir (Ozer ve dig., 2004).
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Sekil 2.35. Klaritromisin formiilii

Peptik iilser tedavisinde proton pompasi inhibitdrleri (PPI) kullanilir ve
PPI’leri mide asit sekresyonunun farmakolojik kontroliinde cok énemli bir kilometre
tas1 olmustur. Mide asit sekresyonunu yiiksek miktarlarda inhibe etmeleri, en 6nemli
ozellikleridir. Ayrica, PPI’leri; Helicobacter pylori’nin gastrik mukoz membraninda
kolonizasyonunu engeller, bakterinin biiylimesini inhibe eder, epitel hiicresinin
adezyonunu ve lireaz aktivitesini inhibe eder (Goral, 2003).

PPI’leri mide asidiyle iliskili hastaliklar, reflii rahatsizlig1, duodenal iilser ve
gastrik tilser tedavisi icin segilen ila¢ sinifidir. Proton pompasi inhibitérlerinin

basinda lansaprazol (Sekil 2.36.) ve omeprazol (Sekil 2.37.) gelir (Horn, 2000).

Ureaz iirenin hidroliziyle, tahris edici amonyak olusturarak {ilserojenik
etkinlige katkida bulunur. Lansaprazol, HP’nin mide mukozasinda ¢gogalmasini ve bu
bakterinin iireazinin etkinligini azaltir. Lansaprazol’un yan etkileri, diyare, bulanti,
basagris1 ve astenidir (Kayaalp, 2005). Lansaprazol, mide ve duodenum iilseri, asidle
iliskili dispepsi, Zolliger-Ellison sendromu, gastrodzofajeal reflii hastali§1 ve diisiik
dozda aspirin kullanimi sonucu olusan peptik iilserinin tedavisinde kullanilir

(Kayaalp, 2005, Kam Chuen Lai, ve dig., 2002).
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Sekil 2.36. Lansaprazol formiilii

Omeprazol, tedaviye ilk giren benzoimidazol tiirevi PPI ilagtir. Lansaprazol ile

benzer tedavilerde kullanilarak, hemen hepsi ayn1 yan tesiri gosterir (Kayaalp, 2005).
CH
o
HsC CH
3 \5?[’ 3
A

N
Nae—S N
NH

H3C_O

Sekil 2.37. Omeprazol formiilii

Ureaz aktivitesini etkiledigi bilinen diger inhibitorler arasinda hidroksamik
asit tiirevleri, tioller, borik asit ve boranik asit, bizmut bilesikleri, fosforamidaz ve
agir metal iyonlar1 sayilabilir (Amtul ve dig., 2002, Zhang ve dig., 2006, Ravi
Charan Reddy ve dig., 2006).

Bizmut bilesikleri, uzun zamandan beri tiim diinyada dispepsi, diyare ve
peptik tlser hastaliklarinda tedavi edici etken olarak kullanilmaktadir (Zhang ve dig.,
2006). Cesitli calismalarda Helicobacter pylori nin olusturdugu bakteriyel etkilere
kars1 bircok bizmut bilesiklerinin etkili oldugu gosterilmektedir (Zhang ve dig.,
2006).



2.4.4 Ureaz enziminin kullanim alanlari

Ureazin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir;
¢ Biyolojik sivilarda tire miktarinin hesaplanmasinda
e Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklagtirilmasinda
e Atik sularda iirenin temizlenmesinde

e (ida endiistrisinde iireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta

kullanilir (Akgol ve dig., 2002).

Biyolojik sivilarda iire miktarin hesaplanmasinda; iire viicudumuzda metabolik
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve bobreklerden idrar yoluyla siirekli atilan en
onemli toksik maddelerden biridir (Akgdl ve dig., 2002). Amino asitlerin baglica a-
amino asidinden tiireyen amonyak insanlarda potansiyel olarak toksik etkilidir.
Viicut bu toksik olan amonyaktan toksik olmayan {ireyi meydana getirir. Amonyagin
tireye cevrilisi ve lire donglisiindeki metabolik yolun normal isleyisi sagligin
korunmas1 i¢in esastir. Bazi sirozlu hasta bireylerde ve agir hepatitli hastalarda
karaciger fonksiyonlar1 ciddi bir sekilde etkilendiginden amonyak kanda birikir ve
klinik semptom ve belirtilere yol acar. Amonyak zehirlenmesinin semptomlari,
konusmanin pelteklesmesi, géormede bulaniklik, agir vakalarda koma ve Oliimii
kapsar. Tedavi, kan amonyak diizeyini diisiirmek iizere tasarlanan tedbirleri kapsar
(Murray ve dig., 1993).

Ureazin biyokatalizor olarak iire biyosensérlerinde kullaniminin gelistirilmesi
biyokimya ve klinik analizcilerin ilgisini ¢ekmeye devam etmektedir. Yapilan
caligmalarda genel prensip immobilize {ireaz ile membran yiizeyi kaplanarak
olusturulan biyosensdrlerde iirenin amonyum ve bikarbonata doniistiiriilerek iiriin
miktarini gézlemektir (Singhal ve dig., 2002).

Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda; bobrek bir bosaltim
organidir. Viicutta biriken {ire, iirik asit gibi metabolizma atiklarini disar1 atarak
elektrolit ve su kaybini diizenler. Insan viicudu giinde yaklasik 1,4 L suyu idrar
yoluyla atar. Bu sekilde viicut idrarda bulunan zararli madde olarak adlandirilan
cesitli kimyasal maddeleri atmis olur. Bu zararli maddelerin viicuttan atilmasiyla
bobrekler organizmadan zararli zehirli maddelerin atilmasi gibi hayati 6neme sahip
islevini yerine getirir. Bobrek fonksiyonlarmin gostergesi olarak kandaki iire ve
kreatinin seviyesi onemlidir. Bobregin fonksiyonunu yerine getiremedigi durumlarda

kanda iire birikir. Bobrek yetmezligi ceken hastalarda iirenin fazlasinin ortamdan
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uzaklastirilmas: bliyiik bir problemdir. Bobregin fonksiyonlarimi yiiriitemedigi
durumlarda hasta hayatinin devamini saglamak i¢in bu fonksiyonlar1 iistlenen cesitli
yapay bobrek sistemleri gelistirilmistir (Kayastha ve dig., 1999).

Atik sulardaki iirenin temizlenmesinde, iire diyaliz ¢6zeltisinde bulunan bir
atiktir. Her kullanimda yaklasik 100 ile 300 L diyaliz suyu olusur. Hem ¢evrenin
korunmasi hem de bu suyun tekrar kullanilabilmesi igin iirenin bu ortamdan

uzaklastirilmasi gerekir (Chen ve dig., 2000).
2.5  H. Pylori'nin tarihgesi

1983'de Barry Marshall ve Robin Warren tarafindan mide biyopsi drneklerinde H.
Pylori'nin iiretildiginin bildirilmesine dek, bazi hayvan c¢aligmalarinda spiral
bakterilerin saptanmasina karsin, birgok arastirmaci tarafindan asit ortami nedeni ile
steril kabul edilen midede, bakteriyel ¢alismalar gdzardi edilmistir (Marshall ve dig.,
1984).

Midedeki bakteriyel ¢caligmalarin tarihine bakildiginda ilk kez 1893' de kopek
midesinde, 1896' da ise fare ve kedi midesinde spiral seklinde mikroorganizmalarin
varligr bildirilmistir. 1906' da Krenitz, insanlarda benzer mikroorganizmalar
tanimlamig, mide kanserli hastalarin mide igeriklerinde bakteri bulundugunu
belirtmistir. 1938"' de Donges, otopsilerden aldigi mide igeriklerinde bu bakterinin
sikligin1 % 43 olarak saptamis, ancak mide hastaliklar1 ile iliskisini bulamamuistir.
1940'larda Freedburg ve Barron iilser veya kanser nedeni ile parsiyel mide
rezeksiyonu yapilan 35 hastadan 13'linde spiral bakteri saptamislardir. H. Pylori' nin
salgiladig1 tlireaz enzimini ise ilk kez 1924 yilinda Luck ve Seth tanimlamistir.
1955'de Kornberg ve Davies, gastrik {ireaz aktivitesinin genelde korpusa lokalize ve
bakteriyel kaynakli oldugunu gostermislerdir. 1975' de Steer ve Collin-Jones, mide
tilserli hastalarin mide mukozalarindan alinan biyopsilerde, mukus tabakas1 altinda
bakteri varligini gostermisgler, bu bakterinin mukozal direnci kirarak iilsere neden
olabilecegini belirtmislerdir. Fakat bakteriyi kiiltiire edemedikleri i¢in konu tartismali
olarak kalmistir (Dooley, 1993). 1980' 1i yillarda Warren (Marshall ve dig., 1984),
Avustralya'da aktif gastritli 135 hastanin mide mukozasinda, Campilobakter Jejuni
benzeri kivrimli spiral basili gozlemis, 1982'de ise Warren ve Marshall, standart
Campilobakter kiiltliir ortamima ve secici olmayan besiyerlerine antral biyopsi

orneklerini ekerek bakteriyi izole etmeyi basarmistir (Marshall ve dig., 1983-1984).
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Onceleri Campilobakter benzeri mikroorganizmalar olarak isimlendirilen bakteri,
daha sonra oncelikle antrumda yerlesmesi nedeni ile Campilobakter Pylori adini
almis ancak enzimatik ve fonksiyonel agidan farkli Ozelliklerinin saptanmasi

sonrasinda helikal goriiniimiinden dolay1 Helikobakter Pylori adin1 almistir (Dooley,

1993).
2.5.1 Mikrobiyolojik 6zellikleri

H.Pylori, gram (-), unipolar, kivrimli veya spiral, hareketli, kunt ve yuvarlak u¢lu, 4-
6 unipolar kirpige sahip, mikroaerofilik, 0.5-1 mikrometre genisliginde 2.5-4
mikrometre boyunda bir bakteridir. H.Pylori, canlida spiral sekillidir. Uremesi igin
uygun olmayan kosullarda ise yuvarlak, diizensiz ¢ubuk seklinde goriiliir. Campilo-
bakterlerin tersine flageli kiliflidir ve distalde yine Campilobakterlerde goriilmeyen
uc siskinlikler ve disklere sahiptir. H.Pylori'nin, hiicre duvari 12-15 nm ¢apinda
altiinitelerden olusmaktadir (Goodwin ve dig., 1993).Bakteriler iireaz, katalaz ve
oksidaz (+) dirler. Zorunlu mikroaerofildirler. H.Pylori' nin iiremesi i¢in ortama
eklenen karbondioksit yaninda optimal oksijen konsantrasyonu % 2-8 dir (Goodwin,
ve dig., 1993). H.Pylori enerjisini muhtemelen aminoasit ve yaglarin
metabolizmasindan saglamaktadir (Goodwin ve dig., 1993).

H.Pylori'yi doku kesitleri ve yayma preparasyonlarda goriintiileyebilmek
amaci ile, hematoksileneosinin yanisira, Warthin-Starry giimiis boyasi, akridin oranj,
gram boyama ve giemsa kullanilmaktadir. Bakteriler dokuda mukus altinda, epitel

hiicrelerinin ylizeyinde ve liimende goriiliirler (Goodwin ve dig., 1993).
2.5.2 Epidemiyoloji

H.Pylori enfeksiyonu diinyada sik olarak gézlenmektedir. Duodenal iilserli hastalarin
%95 inde, gastrik iilserlilerin ise % 70-80 inde saptanmustir. Ulseri olmayan
dispepsili hastalarda oran % 50 ' dir. H.Pylori tasiyan hastalarda peptik ilser riski
tagimayanlara gore yiiksektir. Benzer sekilde mide kanseri ve lenfomalara % 90
oraninda H.Pylorinin eslik ettigi gozlenmistir (Forman, 1995). Genel olarak H.Pylori
yalnizca insanlar ic¢in patojendir. H.Pylori infeksiyonu birincil olarak g¢ocukluk
caginda edinilmekte, ancak seroprevalansi yasla birlikte artmaktadir. H.Pylori'ye
rastlanma orani sosyo-ekonomik diizeyi diisiik toplumlarda daha yiiksek

bulunmustur. Batili iilkelerde 40 yasin altindaki kisilerin % 20 si, 60 yas
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tizerindekilerin de % 50 si H.Pylori ile enfektedir. 20 yasin altindakilerde prevalans
% 20 nin altindadir. Gelismekte olan iilkelerde ise prevalans % 80 e ulasmaktadir
(Megraud, 1993).

Buna gore sosyoekonomik durum, genetik 6zellikler, hijyen durumu, aile igi
yasam aligkanliklar1 H.Pylorimin farkli popiilasyonlardaki dagilimini yakindan
etkilemektedir. H.Pylori'nin esler arasinda gecisi olasidir, fakat seksiiel aktivite bir
risk faktorii degildir. Endoskopistler, {ist gastrointestinal sistem salgilar1 ile temas
eden saglik personeli, dis hekimleri risk gruplarini olusturur (Megraud, 1993).
Yapilan bazi calismalarda bakteri dental plak ve tiikiiriikten izole edilmistir. Bu
bulgular bakterinin oral gecisini gostermektedir. Bununla birlikte H.Pylori'nin

fegesten tiretilmesi fekal-oral gegisi de dogrulamaktadir (Megraud, 1993).
2.5.3 Patogenez

Bakterinin patojenite Ozellikleri, konakcida yerlesmesini saglayan kolonizasyon
faktorleri, kolonizasyonun devami ve bakterinin yasamini saglayan devamlilik
faktorleri, mide mukozasinda hasar yaratan hastalik olusturucu faktorler ile iliskilidir
(Peek ve dig., 1995). Sadece mide epitelinde kolonize olabilen H.Pylori, metaplastik
mide epitelinin varliginda 6zofagus ve duodenumda da yerlesebilir (Elitsur ve dig.,
1997).

H.Pylori'nin tam olarak hangi mekanizmalarla mide epitelinde zarar
olusturdugu anlasilamamistir. Mikroorganizma, sitotoksin, iireaz, miisinaz, lipaz,
fosfolipaz A, hemolizin gibi bir ¢ok enzim ve toksin salgilamaktadir. Organizmanin
ayrica kisinin mukus bariyerini zayiflatan bir proteaz ve doku kiiltiiriinde hiicrelerde
vakuolizasyona neden olan bir sitotoksin salgiladigi da bilinmektedir (Vac A). Bu
sitotoksin H.Pylori vakalarmin % 60'inda gosterilebilen 87 Da agirliginda bir
proteindir. 128 kDa agirhiginda bir baska protein ise Cytotoxin associated gene A
(Cag A) olarak adlandirilmistir (Correa ve dig., 1990). Cag A proteini tasiyan
suslarin, Cag A tasimayanlara gore daha virulan olduklar1 bilinmektedir (Blaser,
1998). Bu iki protein ve onlart kodlayan gen lokuslari yaninda Ice A olarak
isimlendirilen ii¢iincli bir genetik lokus da saptanmistir (Rudi ve dig., 1999). Bu
belirtegler, birbirlerinden bagimsiz olmamakla birlikte farklt mide hastaliklarinda

risk derecesini yansitabilmektedir. Gelecekte H.Pylori genotiplerinin bilinmesi farkli
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hastalik gruplarinda risk altinda bulunan kisilerin saptanmasina olanak saglayacaktir
(Rudi ve dig., 1999).

Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar sonucunda bakterinin E. Coli'ye
benzeyen yapisma ayakgiklart ve bazi adhezyon proteinleri ile hiicre zarma
yapisabildigi ve direkt mekanik etki ile hiicre ayrismasina yol acabildigi
disiiniilmistiir (Wadstrom ve dig., 1996). Son yillarda infeksiyon sirasinda ortaya
cikan iltihap ve iltihap medyatorlerinin hiicresel zarar1 olusturdugu goriisii agirlik
kazanmaktadir (Crabtree, 1996).

Patogenetik Mekanizmalar:

Spiral sekil, flagel ve motilite: H.Pylori flagelleri sayesinde sahip oldugu
hareket yetenegi ve spiral sekli nedeni ile kolaylikla mukus tabakasini delip altina
gegebilir. H.Pylori'nin hareketliligi en 6nemli virulans faktorii olarak karsimiza ¢ikar.
Domuzlarda yapilan calismalarda en virulan suslarin en hareketli suslar oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde flageli olmayan mutant suslarin virulan olmadigi
saptanmigtir (Goodwin ve dig. , 1993).

Spesifik fosfolipidlere baglanma: Mukus tabakasinin penetrasyonunu
takiben, organizmalar burada bulunan fosfatidiletanolamin, gangliozid GM3 ve O
kan grubu tasiyan kisilerde bulunan LewisX antijeni gibi 6zel bazi fosfolipidlere
baglanarak mukus sekrete eden epitelyal hiicrelerin arasindaki siki bileskelerde
selektif olarak kolonize olurlar (Logan, 1996).

Ureaz: H.Pylori iireaz enzimi 550 kDA agihginda heksamerik bir
molekiildiir. Urenin amonyum iyonu ve suya hidrolizini saglar. Ureaz enzimi, mide
mukozasinda konagin diren¢ mekanizmalarin1 ortadan kaldirarak enzim bazik bir
ortam olusturarak bakterinin midenin asit ortamindan korunmasini saglar. Ayrica bu
bazik ortam negatif feed-back etkiyi ortadan kaldirarak, G hiicrelerinden Gastrin
salinimint uyarir ve artan asit sekresyonu ile gastrit olusumuna katkida bulunur (Did

ve dig., 1994) ya da direkt ve immiinolojik yollar ile hasar olusturur (Mobley, 1996).
2.5.4 H. Pylori tam1 yontemleri

H.Pylori'nin tanisi i¢in kullanilan testleri baslica iki grupta toplayabiliriz.
1-Invaziv testler

2-Non invaziv testler
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2.5.4.1 invaziv testler
Hizh iireaz testi

Endoskopik biyopsi oOrneklerinde, bakterinin iireaz aktivitesinden yararlanilarak
yapilan bir testtir. Ortamda bulunan {irenin, bakteri tarafindan amonyaga ¢evrilmesi
ile degisen ortam pH smin renkli bir belirte¢ ile gosterilmesi esasina dayanir. CLO
test ilk kullanima ¢ikan iireaz testidir. Bugiin kullanilan hizli {ireaz testi % 85 in
tizerinde duyarlilik ve % 95 in tizerinde 6zgiilliik degerlerine sahiptir (Chey ve dig.,
1999).

Hitolojik inceleme

H.Pylori, mide mukozasinda yaygin olarak yerlesmesine karsin yamali bir dagilim
gosterir. Bu nedenle endoskopik biyopsi Orneklerinin alindigi alan ayrica 6neme
sahiptir. Son donemde yapilan bazi calismalarda biyopsilerin korpus ve antrumun
ortalar1 ile bu iki alanin kiiciikk ve biiyiik kurvatura yakin boliimlerinden alinmasi
gerekliligi {izerinde durulmaktadir (Satoh ve dig., 1996). Histopatolojik inceleme

%90 1n tizerinde duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir (Chey ve dig., 1999).
Kiiltiir

Kiiltiir, histopatoloji ile birlikte en iyl tani yontemlerinden biridir. H.Pylori i¢in
uygun besiyerleri kanli agar, ¢ikolatali agar, Columbia besi yeri, Skirrov besi yeri ve
Tayer- Martin besi yeridir. H.Pylori'nin iiremesi i¢in en uygun ortam 1ilik, nemli,
mikroaerofilik bir ¢evredir. Kiiltiiriin duyarliligit % 70-95, ozgiilliigii ise % 100
olarak bildirilmektedir (Chey ve dig., 1999).

Polimeraz zincir reaksiyonu ve molekiiler tipleme

Mukoza biyopsi Orneklerinin PCR ile incelenmesi maliyetinin yiiksek olmasi ve
kosullarin zorlugu nedeni ile bugiin daha c¢ok arastirmaya yonelik ¢aligmalarda
kullanilan bir yontemdir. Biyopsi Orneklerinde, mide sivisinda ve diskida PCR ile

H.Pylori tespit edilebilir. Yontemin duyarlilig1 ve 6zgiilliigli % 95 in tizerindedir.

Molekiiler tiplemede kullanilan teknikler arasinda PCR-RFLP (kisitlayict
parcacik uzunluk polimorfizmi), yiiksek yinelenebilirlik 6zelligi nedeni ile en yararl

yontemlerden biridir. Esas olarak iireaz genleri kullanilmistir (Evans ve dig., 1995).
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2.5.4.2 Non invaziv testler
Seroloji

Kronik H.Pylori infeksiyonu Ig G ve Ig A sekresyonu ile karakterize bir dizi lokal ve
sistemik immun reaksiyona yol acar. Infeksiyonun varligini arastirmada daha ¢ok Ig
G tayini tercih edilir. Antikor diizeyini kantitatif olarak degerlendirmek i¢cin ELISA,
kalitatif degerlendirme i¢in ise diger immuno yontemlerinden yararlanilir (Osawa ve

dig., 1996).
Ure-nefes testi

Non invaziv, hizli ve kolay bir testtir. Radyoaktif karbon ile isaretli lire agizdan
verilir. Bir saat i¢inde nefesle atilan igaretlenmis karbondioksit (CO2) tespit edilir.

Spesifitesi % 95 ve sensivitesi % 85 tir (Chey ve dig., 1999).
2.5.5 Gastrik kanser - H. Pylori iliskisi

H.Pylori infeksiyonu ile kronik gastrit ve iilser arasindaki iligki bildirildikten sonra
gastrik kanser ile ilgili ¢alismalar yogunluk kazanmistir, 1965 yilinda Lauren mide
karsinomunu, birbirlerinden yalnizca morfolojik 6zellikleri ile degil ayn1 zamanda
klinik ve epidemiyolojik karakterleri acisindan da farklilik gosteren iki gruba
ayirmustir, intestinal tip ve diffiiz tip. Intestinal metaplazi ve gastrik karsinom
arasindaki iliski kesin olarak saptanamamakla birlikte cogu arastirmaci tarafindan,
intestinal tip mide karsinomlariin, intestinal metaplazi zemininden, diffiiz tip
karsinomlarin ise prekiirsor bir lezyon olmaksizin, normal mukozadan kaynaklandigi
goriisii kabul gormektedir (Craanen ve dig., 1992). Yapilan bazi histopatolojik
caligmalara gore kronik aktif gastrit ile baslayarak, kronik atrofik gastrit, intestinal
metaplazi ve displazi ile karsinoma uzanan siire¢ 16-24 yil gibi uzun siirede
gergeklesmektedir (Craanen ve dig., 1992).

Kanser gelisiminde ana etkenin infeksiyonun edinildigi yas oldugu ve
karsinogenez i¢in uzun bir indiiksiyon zamani gerektigini diisiindiiren sonuglar
vardir. Kuipers ve dig. (1995) uzun siiren H.Pylori infeksiyonunun kanser
gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olan, atrofi ve intestinal metaplaziye yol actigini
gostermislerdir. Correa (Correa, 1985), H.Pylori'nin gastrit, intestinal metaplazi ve
sonra mide kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugunu vurgulamistir. Japonya'da

yapilan bir ¢alismada genc yastaki mide kanserlilerde H.Pylori ile giiclii bir iligki
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oldugu bildirilmis, yasin ilerlemesi ile antikorlar azaldigindan H.Pylori'nin
saptanamadigi 6ne siiriilmiistiir (Correa ve dig., 1990).

Histolojik olarak intestinal tip mide karsinomunun prevalansinin ii¢lincii Diinya
iilkelerinde H.Pylori ile birlikte artis gosterdigi epidemiyolojik c¢alismalarda
bildirilmektedir. Bununla birlikte H.Pylori (+) ligi ile karsinomun histolojik alt tipi
arasinda baglanti olmadigi da bildirilmistir (Wee ve dig., 1992). Degisik ¢alismalarda
H.pylori antikorlarinin mide kanseri vakalarinda kontrol grubuna oranla, anlamh
olarak yiiksek bulunmasi 6nemli bir bulgudur. Kan 6rneklerinin alinmasi ile mide
kanseri tanis1 arasindaki zamani Parsonnet 14.2, Nomura 19-22 yil olarak
bildirmektedir (Parsonnet ve dig., 1991). Formann kontrollerde % 47, mide
kanserlilerde % 69, Parsonnet, kontrollerde % 61, mide kanserlilerde % 84, Nomura,
kontrollerde % 76, mide kanserlilerde % 94 oraninda H. Pylori antikoru tespit
etmistir (Megraud, F., 1993, Nomura, A. ve dig., 1991, Parsonnet, J. ve dig., 1991).
Eurogast c¢alisma grubu, H.Pylori (+) olan grupta, karsinom gelisme riskinin,
H.Pylori (-) olanlara oranla 6 kat arttigin1 gostermistir (Blaser, 1998). H.Pylori
seropozitifligi ve bakterinin kolonize oldugu mide mukoza o6rneklerinin
histopatolojik incelenmesine dayanan ¢alismalar H. Pylori'nin mide kanseri
gelisimindeki roliine iliskin giiclii kanitlar ortaya koymaktadir (Blaser, 1998).

H.Pylori ile kronik atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve gastrik asit sekres-
yonundaki bozukluk iliskili bulunmustur (Levi ve dig., 1989). H.Pylori, {ireaz enzimi
araciligi ile lokal pH artisina neden olur. Bu lokal pH degisikligi Gastrin iizerindeki
feed back engellemenin kalkmasi i¢in yeterli olabilir. H.Pylori infeksiyonu kan
Gastrin diizeyini ylikseltir. Bakteri, antral mukozada G ve/veya D hiicreleri, oksintik
mukozada ise parietal hiicreler iizerinde direkt yada indirekt (infeksiyona kars1 geli-
sen iltthabi yanita bagli) yollarla etkili olarak asit sekresyonunu. Asit salgisinin
azalmasi, diyette bulunan nitratlarin N-nitroso bilesiklerine doniisiimiine ve mide
ortaminda oksidasyon-rediiksiyon dengesinin bozulmas: ile mide mukozasinda
oksidatif zarara yol acar (Ruiz ve dig., 1996).

Normal mide, bir konsantrasyon gradientine karsi liimene, nitrit ve reaktif
oksijen metabolitlerinin  gliglii  bir inhibitorii olan askorbik asit salgilar
(Stemmermenn ve dig., 1994). Houben ve Stockbriigger atrofik gastrit gelisen
bolgede, midede askorbik asit diizeylerinin diismesi, intestinal metaplazi ve N-
nitroso bilesiklerinin goreceli katkilarini incelemislerdir. H.Pylori infeksiyonunun

midenin askorbik asit salgisini azalttigi, midedeki tiim serbest C vitamininin, inaktif
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dehidroaskorbik asit seklinde bulundugu gosterilmistir. Ek olarak gastrit ve
metaplazi ile birlikte mukus tiretimindeki degisiklikler, karsinogenez veya luminal
faktorlere mukozal yatkinligi arttirabilirler. Biitliin bu karsinogenik faktorler
H.Pylori'nin neden oldugu epitel hiicre proliferasyonu ile birlestiginde karsinogenez
icin gerekli zeminin olustugu diisiniilmektedir (Hurlimann ve dig., 1994). H.Pylori
ile mide mukozasinin kolonizasyonu hemen her zaman lokal iltihap ile sonuglanir.
Kalici iltihap ise atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve distal yerlesimli mide kanseri
riskini arttirir (Parsonnet ve dig., 1992). H.Pylori infeksiyonunun tiim diinyada
yaygin olmasi ve ¢ok fazla sayida insan1 etkilemesine karsin, infekte hastalarin ancak
kiigiik bir boliimiinde mide kanseri gelismesi, 6zel bakteriyel {iriinlerin salinmasina,
konagin bakteriye cevabindaki farkliliklara ya da konak ve bakteri arasindaki
etkilesim farkliliklarina bagl olabilir.

Cag adacigr iceren suslarin mide mukozasinda daha giiclii iltihaba neden
olmasmin yanisira, daha fazla epitel zararina, dolayisiyla da daha ¢ok hiicre
proliferasyonuna yol agtigi saptanmistir. Benzer sekilde TNF-a, IL-1 ve IL-8 gibi
sitokinler epitel proliferasyonunu arttirir. Direkt H.Pylori ya da {ireaz enziminin
baglanmasi ile proliferatif aktiviteyi arttiran MHC genotipindeki degiskenlik de
proliferatif yanit farkliliklarini agiklayici olabilir (Peek ve dig., 1995).

Kanserlerin zemininde yatan hiicresel degisiklikler ve bu degisiklikleri
olusturan biyolojik siire¢ler uzun zaman Once patolojinin ilgi alanina girmistir.
Deneysel bir siirecin buglinkii noktasinda arastirmacilarin ilgisi iki yone kanalize
olmustur: Genler ve hiicredeki efektor molekiiller. Onkogen ve hiicre biiylime
faktorleri gibi bir takim molekiiler yapilar bir ¢ok hiicrenin normal yapisinda
bulunurlar. Bunlarda meydana gelebilecek mutasyonlar veya disa vurumlarindaki
artts timor olusum siirecine katkida bulunur. Diger yandan tiimdr baskilayici
Ozellikte bir takim genlerinde bulundugu ve mutasyonlar sonucu bunlarin da timor
olusumunda rol oynayabilecekleri uzun siiredir bilinmektedir (Ersoy, 1999).

Erken ve ilerlemis mide kanserinde yapilan genetik c¢aligmalar, ili¢ ayr
karsinogenetik yolun varligini diistindiirmiistiir (Solcia, 1999).

a) DNA hasarmin tamirinde bozulma mikrosatellit instabilitesine neden olur.
Mikrosatellit instabilitesi ile iliskili kanserler kural olarak glanduler (intestinal) tipte
olup, metaplastik antral mukozadan kaynaklanir. Mikrosatellit odakgiklari, i¢inde
sitozinadenin diniikleotid tekrarlarinin da bulundugu, basit tekrarlayan dizilerdir

(Semba ve dig., 1991). Baz1 kanserlerde DNA ¢iftlenmesi sirasinda, bu diniikleotid
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tekrarlari, mikrosateilit odakgiklarinda genlere eklenir ya da silinir. Bu genetik
degisiklik replikasyon kusuru '"replication error" (RER) olarak isimlendirilir.
Mikrosateilit instabilitesi siklikla transforming growth factor (TGF) II reseptort,
insulin-like growth factor (IGF) II reseptorii veya proapoptotik BAX genini igerir.

b) p53 geni mutasyonu, displazi, glandiiler veya miksj kanserler ile diffiiz
kansere neden olabilir.

c) Cadherin E geninde olusan mutasyonlar, hiicreler arasi baglantilarin
glandiiler yap1 ve hiicre polaritesinin kayb1 ile diffiiz ve mikst kanserlere neden olur.

d) Tanimlanan diger genetik degisiklikler, 6rnegin 18q21 (DCC/DPC geni),
11922-23 (ATM geni), 7931 (c-met geni) veya 21921-22 bolgelerinde heterozigosit
kaybi, trofik faktorler ve bu faktorlerin reseptdrlerinin asir1 disa vurumu, 6n planda
ilerlemis kanserde goriiliir. Bazen erken kanser ile de birlikte olabilir. Displastik
degisiklikler ve erken kanserdeki genetik degisiklikler ile H. Pylori infeksiyonu
iliskisi konusunda ise sahip olunan bilgi heniiz yeterli degildir (Solcia, 1999).

2.6 Bitkiler

Bitkiler binlerce yildan beri tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle tibbi
bitkiler ile bunlarin tedavi alanindaki kullanislart ile ilgili arastirmalar ve gozlemler
hala devam etmektedir. Anadolu tibbi bitkileri ile ilgili bilgilerin kaynaklar1 ¢ok eski
tarihlere dayanmaktadir.
Tiirkiye florasinin yaklagik olarak 8.500 kadar tiir tasidigi bilinmektedir.
Buna karsilik ilag, baharat veya sebze olarak kullanilan tiirlerin miktar1 hakkinda
kesin bir bilgi bulunmamaktadir.
Tiirk halkinin ¢ogunlugunun kirsal bolgelerde yasamasi nedeniyle, yabani
bitkiler ile yakindan ilgilidirler. Halk yabani bitkilerin bir b6liimiinden;
e (ida,
e Baharat,
e Boyar madde,
e llag olarak yararlanmaktadir (Baytop,1984).
Sanayi devrimi ve organik kimyanin geliiimiyle birlikte, sentetik iriinler
farmakolojik tedavinin kaynagi haline gelmistir. Ciinkii saf bilesiklerden, yapisal
modifikasyonlarla daha saglikli ve giivenilir ilaglar elde edilebilmektedir. Mesela

enfeksiyona kars1 tedavinin gelismesinde kullanilan penisilinin
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mikroorganizmalardan elde edildigi distiniiliirse dogal iiriinlerin 6nemi daha iyi
anlasilabilmektedir. Diinyada yaygin olarak kullanilan ilaglarmm % 25 i1 dogal
tirinlerden elde edilmekte ve bu {iriinlerin 121 tanesi de aktif madde olarak dogal
triinler igermektedirler. Ancak hastaliklar1 tedavi etmek, hangi bitkinin hangi
hastaliga iyi geldigini bulmak, hangi ilacin hangi islemlerden gectikten sonra hangi
dozda kullanilmas: gerektigini bilmek gibi sorular, insanligin yillardir cevabin
aradig1 sorulardir (Rates, 2001).

Ayrica sentetik ilaglarin yan etkilerinden dolay1, bitkisel kaynakli ilaglara
yonelim 6zellikle son yillarda artmistir. Diinya iizerinde yaklasik olarak 750.000 —
1.000.000 arasinda bitki tiirliniin bulundugu tahmin edilmektedir. Bunlarin 500.000
kadar1 tanimlanip isimlendirilmistir. Ayrica her yil yaklasik olarak 2.000 kadar
tohumlu bitki tiiri tanimlanip isimlendirilmektedir.

Glinlimiizde ise lizerinde durulan bitkilerin basinda, insan viicudunun kendini
koruma giiciinii artiran ve her tiirlii zorluga karsi viicudun direncini artiran bitkiler
gelmektedir. Bu ozellikte olan bitkilerin kullanilmas1 her gecen giin artmakta ve bu
bitkileri yetistiren tilkelere genis bir ticari gelir saglamaktadir (Stace, 1980).

Sifali bitkilerin, gelisim siireleri boyunca biinyelerinde olusturduklar1 ve
depoladiklar1 ¢esitli etken maddeler vardir. Tibbi bitkilerde bulunan bu etken
maddeler, bitkinin;

e Botanik tiiriine,

e Yil igindeki durumuna,

e Cografi bolgesine,

e [klim sartlarina,

e Toplama ve kurutma usullerine,

e Kuruduktan sonra muhafaza durumuna gore degisiklik gostermektedir

(Baytop, 1984).
2.6.1 Bitki se¢imi

Bir farmakolojik c¢alisma i¢in uygun bitkinin se¢cimi son derece Onemlidir.
Geleneksel kullanim, kimyasal bilesim, zehir etkisi, rastgele secim veya farkli
kombinasyonlar gibi unsurlar géz Oniinde bulundurulmalidir. Bitki se¢iminde
kullanilan en yaygin yontem etnofarmakolojik ve etnobotanik olarak bilinen farkli

kiltiirlerdeki dogal kaynaklarin kullannominin dikkatle incelenmesidir. Bitkinin

66



toplum tarafindan nasil kullanildiginin bilinmesi son derece dnemlidir. Ciinkii bu
bilgi ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinde yol gdsterir. Bitkinin agiz yoluyla
kullanilip kullanilmamasi ve uygulanan doz miktar1 gibi kriterler farmakolojik
aktiviteleri hakkinda bilgi vermektedir.

Bitki se¢iminde kullanilan diger bir yontem ise; dnceden yapilan ¢alismalarin
aktif tiirlerinin degerlendirerek, en 1iyi bilinen farmakolojik aktivitelerinin
arastirilarak karar verilmesidir. Antitiimor ilaglarin arastirilmasi gibi alanlarda

kullanilan strateji bu 6rnege uygundur (Rates, 2001).
2.6.2 Bitki materyallerinin hazirlanmasi ve aktif bilesiklerin saflastirilmasi

Bitki belirlendikten sonra ilk asama bitkinin toplanmasi ve hazirlanmasidir.
Bitkilerin toplanmasi profesyonel botanik¢i tarafindan yapilmali ve bitkinin
toplanma tarihi ile toplandig1 yer mutlaka kaydedilmelidir. Bitkileri kurutmak i¢in en
uygun yontem sicaklik ve hava kontrollii firinlarin kullanilmasidir. Ancak bu durum
s0z konusu degilse; bitkiler golgede ve oda sicakliginda da kurutulabilir.

Bitkiler kurutulduktan sonra yapilacak is bitki materyallerini toz haline
getirmektir. Bitki materyalleri toz haline getirildikten sonra uygun ekstraksiyon
yontemi uygulanir. Uygulanacak ekstraksiyon yontemi; bitkinin i¢erdigi bilesiklerin
kimyasal yapisi bilindiginde, daha yiliksek verimde ve saflikta iiriin elde edilmesiyle
sonuglanir. Bitkinin bilesimi bilinmiyorsa; ekstraksiyon yOntemine, halk arasinda
bitkinin nasil kullanildigina bakilarak karar verilebilir veya ekstraksiyon iglemi
polaritesi artan c¢oziiciiler kullanilarak yapilabilir. Gliniimiizde alkol, sodyum
bikarbonat (NaHCO3), karboksimetilseliiloz, sitrik asit, dimetil siilfoksit (DMSO),
polietilenglikol, propil glikol ve tuz tiirevleri gibi yardimc1 maddeler; ekstraksiyon
islemi ve izole edilen bilesigi ¢6zmede yaygin olarak kullanilmaktadir.

Genelde bitki ekstraktlar1 diisiik konsantrasyonda aktif bilesikler ve hassas
biyokimyasal deneyler gerektiren miktar1 ¢ok diisiik g¢esitli bilesikler igerir. Bundan
dolayi, farkli ihtiyaglarda kullanilabilen ve dogal triinlerle ilgili klasik farmakolojik

calismalar1 modifiye edilebilen yeni teknikler arastirilmalidir.

Bitkiden izole edilen aktif bilesigin saflik derecesi belirlendikten sonra, yapisi
ultraviyole (UV), infrared (IR), niikleer manyetik rezonans (NMR) veya kiitle
spektrofotometresi (MS) gibi spektrofotometrik yontemlerle tayin edilir. Bir bitkinin

tedavi edici olarak kullanilabilmesi i¢in; bitki ile ilgili arastirmalarda istenilen
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sonuglar alindiktan sonra toksilojik caligmalarimin da mutlaka yapilmasi gerekir

(Sekil 2.38.) (Rates, 2001).

Tibbi bitkiler
l Ekstiaksiyon l
Biyolojik deneyler Fraksiyonlar Toksikoloji
l » Saf bilesikler«
Y apisal modifikasyon Kimyasal karakteriasyon Gen‘erl sentez

Sekil 2.38. Bitkilerdeki aktif bilesiklerin elde edilmesi ve biyokimyasal uygulamalar

2.6.3 Bitki materyallerinde bulunan bilesikler

Bitkisel ilaglarda seliiloz, nisasta, pektin, protein, seker vb. tedavi yoniinden etkisiz
maddelerin yaninda; ¢ok az miktarlarda bile farmakolojik etkilere sahip bilesikler de
bulunmaktadir. Bitkisel ilaglarda tedavi oOzelligi veren bu maddeler kimyasal

yapilaria gore siiflandirilabilmektedir.
2.6.3.1 Glikozitler

Enzim veya seyreltik asitlerin etkisiyle seker olmayan bir kisim ile bir veya daha
fazla seker molekiiliine ayrilan bilesiklerdir. Tedavi etkisi seker olmayan kisimlara
aittir. Seker kisimlari ise bu maddenin suda ¢oziiniirliigiinii saglamaktadir. Bitkilerde
bulunan glikozitlerin pek ¢ogunun tedavi yoniinden bir Onemi bulunmamakla
beraber, bazilar1 yiliksek farmakolojik etkiye sahiptirler. Kalp kuvvetlendirici olarak
kullanilan ytiksiikotu yapraginda (Digitalis purpurea L.) digitalin denilen glikozitler

bulunmaktadir.
2.6.3.2 Organik asitler

Bitkilerde karbohidratlarin oksidasyonu ile meydana gelen asit reaksiyonlu organik
bilesiklerdir. Bitkilerde serbest veya tuz halinde bulunurlar. Eksi tadinda siv1 veya

kat1 halde bulunan bu maddelerin 6nemli tedavi etkileri bulunmamaktadir.
2.6.3.3 Tanenler

Fenol yapisinda olan bu kati bilesikler suda ¢oziiniirler. Bitkiler aleminde ¢ok

yaygindirlar ve 6zellikle bitkilerin kabuklarinda bulunurlar. Tedavi ve deri sanayinde
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kullanilan tanen en ¢ok mese mazist ve mese palamudundan elde edilir. Tanenler

antiseptik ve kabiz etkilere sahip bilesiklerdir.
2.6.3.4 Alkolitler

Yapilarinda azot bulunan bazik karakterli bilesiklerdir. Kat1 ve genellikle renksiz
maddeler olup, asitler ile tuz meydana getirerek suda ¢oziiniirler. Alkoloitler kiigiik
dozlarda kuvvetli etki gosteren bilesiklerdir. Halen tedavi alaninda birgok alkoloit

(morfin, kodein, kafein, atropin, kokain vb.) kullanilmaktadir.
2.6.3.5 Sabit yaglar

Gliserin ile yag asitlerinin esterlesmesi sonucu meydana gelmis bilesiklerdir. Kati
veya sivt halde olup, suda c¢oziinmezler ancak organik ¢oziiciilerde kolayca

¢Oziiniirler. Bilhassa meyva ve tohumlarinda bulunurlar.
2.6.3.6 Ucucu yaglar (Esanslar)

Esas itibariyle terpenlerden yapilmis Karigimlardir. Genellikle sivi olup, kuvvetli
kokulu ve ugucu maddelerdir. Suda ¢Ozlinmezler ancak organik c¢oziiciilerde
¢oziiniirler. Ozellikler meyva ve ciceklerde bulunurlarsa da bitkinin diger
kisimlarinda da sik sik karsimiza ¢ikmaktadirlar. Ulkemizde 6zellikle giil, yasemen

ve nane ucucu yaglari elde edilmektedir.
2.6.3.7 Recineli bilesikler

Karmasik kimyasal yapili kat1 veya sivi maddelerdir. Suda ¢oziinmeyen bu bilesikler
ancak organik coziiclilerde ¢oziiniirler. Belsemler bu gruba dahil olan ve tedavi
amaciyla kullanilan bileGiklerdir. Ulkemizde terementi (Kizil ¢cam® dan) ve sigla

yag1 (Sigla agacindan) elde edilip kullanilmaktadir.
2.6.3.8 Vitaminler

Genellikle insan viicudunda yapilmayan fakat insanin saglikli yasamasi i¢in gerekli
olan bilesiklerdir. Bitkisel veya hayvansal kaynaklar tiiketilerek elde edilirler. Suda
¢Oziinenler (B grubu, C ve P vitamini) ve yagda ¢oziinenler (A grubu, D grubu, E, F
ve K vitaminleri) olmak iizere iki biiyiik gruba ayrilirlar. Vitaminlerin eksikliklerinde

biiyiik saglik problemleri meydana gelmektedir.
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2.6.3.9 Antibiyotikler

Canlilar tarafindan meydana getirilen ve cok seyreltik c¢ozeltilerde bile bazi
mikroorganizmalarin {iremelerini durduran veya onlar1 Oldiiren bilesiklerdir.
Mikroplar nedeniyle meydana gelen hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir madde
grubudur. Ilk olarak kesfedilen penisilinde bu madde grubunda yer almaktadur.
Ulkemizde de tetrasiklin grubu antibiyotikler elde edilmektedir (Baytop,1984).

2.7  Giiz Yemisi (Elaeagnus umbellata Thunb.)

Sekil 2.39. Giiz yemisi (Elaeagnus umbellata Thunb.)

2.7.1  Ozellikleri

® (Giiz yemisi, Asya orijinli olup anavatani Cin, Japonya ve Kore'dir.

® ok yillik ve ¢ali formundaki bitkileri hizl1 biiyiir, kolay ¢ogalir, erken meyve
verir ve 5 m boylanabilir.

¢ QGiimiis yesil yapraklar: vardir.

e Koyu kirmizi meyveleri hafif buruk ve domates tadindadir, Ekim-Kasim
aylarinda olgunlagir.

® Geg cicek acar, -40 °C soguga ve kurak kosullara dayanikli bir bitkidir.

e Her toprakta yetisir, Ozellikle verimsiz ve yiizey alkali topraklari sever.
Koklerindeki nodiilleri ile havanin serbest azotunu topraga baglar ve ceviz
gibi baz1 kiiltlir bitkilerinin arasina dikilerek gliz yemisinin bu 6zelliginden
yararlanmalar1 saglanmaktadir.

® Tam giines alan veya hafif golge alanlarda yetigebilir.
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2.7.2

2.7.3

Ciplak, verimsiz ve toprak tabakasinin az oldugu oOzellikle kira¢ alanlarin
agaclandirilmasi, erozyonun kontrol edilmesi amactyla kullanilan giiz yemisi,
¢ok yogun olan c¢igekleri ile bal arilarini1 cezp ederek yiiksek oranda nektar
saglayabilmektedir.

Son yillarda alternatif bitki olarak yetistiriciligi onerilmekte ve fonksiyonel
gida olarak tiikketimi yayginlagmaktadir.

Ceviz yetistirilen alanlarda ara bitki olarak 6nerilmektedir.
Kullamim alanlari

Kuslar ve diger memeli hayvanlarin tiikkettigi meyvelerindeki ¢ekirdekleri ile
kolayca yayilir. Kontrol edilmezse bulundugu alami istila edebilir, ancak
ekolojiye, topraga ve yaban yasamina yararli olan giiz yemisi farmakolojik
olarak da kullanilan bir tiirdiir.

Karayollarindaki meyilli alanlarin korunmasinda, yol kenarlarinda siis bitkisi
olarak, ¢it bitkisi, riizgar kiran, ¢evre diizenlemede gegisleri engelleme, alan
ayirict veya maden alanlarinin 1slahinda kullanilmaktadir.

Meyveleri taze veya kurutularak tiiketilebildigi gibi pestil, meyve suyu, regel,
jole ve sos yapiminda da kullanilmaktadir.

Erozyon kontrolii i¢in 1800'li yillarda Amerika'ya goétiiriilen giiz yemist,
egzotik bir meyve olup uzak doguda geleneksel besin kaynagi olarak

kullanilmaktadir.
Faydalan

Yaban yasamdaki hayvanlar ve kuslar i¢in 1y1 bir besin kaynagidir.

Giliz yemisi likopen bakimindan ¢ok zengindir. Likopen domates, karpuz,
pembe greyfurt ve guava'da bulunur. Ancak, 100 gram taze domateste 3 mg
likopen varken giiz yemisinin 100 graminda 54 mg kadar likopen
bulunmaktadir. Dolayistyla domatese gore yaklasik olarak 18 kat daha fazla
likopen igeren giiz yemisi antibakteriyel 6zellik de tagimaktadir.

Prostat kanseri basta olmak tizere pankreas kanseri gibi bir¢ok kansere
yakalanma riskini azaltabilen giiz yemisi, kolesterolii diizenleyebilmekte ve
kalp kaslari iizerine kolesteroliin etkisini en aza indirebilmektedir.

Gozlerdeki katarakt: engelleyebilen giiz yemisi g6z mercekleri ile makulay1
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korumaktadir.

e Bagisiklik sistemini giiclendiren giiz yemisi hiicrelerin yenilenmesini
saglamaktadir. Biyoaktif bilesikler, esansiyel yag asitleri, beta karoten, lutein,
A, C ve E vitaminleri ile yag asitlerince zengin olan giiz yemisinin erkek

kisirligina da iyi geldigi belirtilmektedir (Celik ve dig., 2012).
2.7.4 Zararlan

e Yoktur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sigma Aldrich: Metanol, H,0O,, deoksiriboz, E vitamini, linoleik asit, ABTS,
amonyum molibdat, AICl3.6H,0, katesin, Folin & Ciocalteu’s reaktifi, BHA, BHT,
gallik asit, KH,PO,4, NaNO;, etanol, hekzan, sodyum fosfat, FeCl,, FeSO,, aseton,
TBHQ.

ABCR: 2,6 dikloroindofenol.

Merck: H,SO,4, NADH, askorbik asit, KsFe(CN)g, FeCls, metafosforik asit, K,;HPOy,
sodyum karbonat, sodyum hidroksit, sodyumbikarbonat, salisilik asit, TBA, Aseton,
potasyum persiilfat (K,S,0g), fenol, iireaz (E.C.3.5.1.5.) (5 U/mg).

Kimetsan: n-biitanol, potasyum iyodiir, Sodyum tiyosiilfat (Na;S,03).

Carlo erba: EDTA, TCA (trikloroasetik asit), FeClz.6H,0.

Riedel-de Haen: Hidroklorik asit, sodyum nitroprussid.

Fluka: DPPH’, tween 20, Troloks [(%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit].

Acros: PMS, ferrozin.

Serva: NBT.

Giildal: Sodyum hipoklorit.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Evaporator (Rotary RE 100), pH metre (Eutech Instruments pH 700), liyofilizator
(Alpha 1-2 LD Plus), Laboratuvar blender (Waring Commercial), Ayarlanabilir
isitmali kanistirict (EMS 300 HS), Ultrosonik banyo (Kudos), Vorteks (Velp
Svientifica), Etliv, Isitict (Electomantle), Soxhlet cihazi, Santrifiij (MSE Mistral
2000), Sallantili su banyosu (Clifton), UV-Vis spektrofotometre (Unicam UV/Vis
UV2), 0.0001 g duyarlilikta terazi (Avery Berkel).
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3.3 Giiz Yemisi Ornekleri

Giiz yemisinin meyve ve yapraklar1 sonbahar mevsiminde Samsun'un Ilkadim ilgesi
Dogu Park'tan toplandi. Giiz yemisinin meyve ve yapraklar1 fanl etiivde kurutuldu.
Laboratuvar blenderindan gecirilip toz haline getirildi. Giiz yemisi meyve ve yaprak

ornekleri kullanima hazir halde -20 °C' de saklandi.

3.4  Yontemler
3.4.1 Ekstraksiyon

Giiz yemisi meyve ve yaprak ornekleri Soxhlet cihazi ile renk agilana kadar etanol,
metanol, etilasetat, aseton ve hekzan ile ekstraksyon yapildi ve Watman no:1 siizgeg
kagidinda siizme islemi yapildi. Elde edilen berrak karigim, 40 °C’ de evaparotore
edildi. Sulu ekstrakt igin deiyonize su kaynatildi ve giiz yemisi meyve ve yaprak
ornekleri yavas yavas eklendi, bes dakika daha karigtirildi ve Watman no:1 siizgeg
kaginda siizme islemi yapildi. Daha sonra elde edilen ham ekstrakt liyofilizatorde

tamamen kurutuldu ve -20 °C’ de galigsmalarda kullanilmak {izere saklandi.

3.4.2 Orneklerin hazirlanmasi

Giiz yemisi meyve ve yaprak Ornekleri etanol, metanol, su, etilasetat, aseton ve
hekzan ile 50 ug/mL, 100 ug/mL, 250 pug/mL, 500 ug/mL konsantrasyonlarinda
¢Ozeltileri hazirlandi. Standart antioksidant madde olarak kullanilan BHT, BHA,
Troloks, TBHQ ve E vitaminin etanol ile C vitaminin su ile 50 pg/mL, 100 pg/mL,
250 pg/mL, 500 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri de hazirlandi. Ayrica metal
selat aktivitesinde kullanmak i¢in standart maddelere ek olarak EDTA' nin etanol ile
50 pg/mL, 100 pug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltileri de
hazirlandi.

Tez calismasinda yapilan bilesen analizleri, antioksidant aktivite tayinleri ve

enzim inhibisyonu i¢in yapilan 6l¢iimler ii¢ kez tekrarlanarak hesaplamalar yapildi.
3.4.3 Bilesen analizleri

Giliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, B-karoten, likopen ve askorbik asit (C vitamini) bilesen analizleri

spektrofotometrik olarak yapildi.
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3.4.3.1 Toplam fenolik bilesiklerin tayini

Toplam fenolik bilesiklerin tayininde Singleton ve arkadaslarinin (1965) metodu
kullanilmustir. Gallik asidine esdeger ifade edilen numune igerisindeki toplam fenolik
bilesik icerigi tayin edilmektedir. Toplam fenol miktar1 belirtilen standart maddeye
gore belirlenir. 1 mL uygun ¢6ziiciide ¢6zliinmiis farkli konsantrasyonlardaki 6rnek
cozeltileri (50-500 pg/mL) ve 1 mL farkli konsantrasyonda hazirlanmis gallik asit
¢ozeltileri (0,00157-0,2 mg/mL), 46 mL ddH,0O ilave edilerek kapakl1 100 liik erlen
icerisinde karistirilir. Ornek ve standart erlenlerine 1 er mL Folin & Ciocalteu’s
reaktifi ilave edilir ve 1siktan bozunacagindan dolayr karanlikta karistirma iglemi
yapilir. 3 dakika sonra, % 2’ lik 3 mL Na,COjz ¢ozeltisi ilave edilir ve iyice
karistirilir. Biitiin ¢ozeltiler lizerine hemen karistirilarak 25 mL ddH,0 ilave edilir.
Karisim 2 saat ve 25 °C' de karanlikta sallantili su banyosunda inkiibe edildikten
sonra kore karst 760 nm' de farkli konsantrasyonlardaki 6rnek karigimlarinin ve
standart gallik asit ¢ozeltilerinin absorbsiyonu okunur. ddH,O kor olarak kullanilir.
Gallik asit ¢dzeltisi i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilir. Ornegin toplam fenolik igerigi
kalibrasyon egrisinin denkleminden (y=mx+n) toplam fenolik miktar hesaplanir.
Omekleri toplam fenolik igerikleri Denklem 3.1°de verilen formiile gore
hesaplanarak “mg gallik asit (GAE)/g kuru madde” olarak ifade edilir (Singleton ve
dig., 1965).

C=cxV/m (3.2)

C : Toplam fenol igerigi, mg/g kuru materyal

¢ : Kalibrasyon egrisinde bulunan konsantrasyon, mg/L
V : Toplam ekstrakt hacmi, L

m : Ekstrakt miktari, g

3.4.3.2 Toplam flavonoid tayini

Toplam flavonoidler Zhishen, Mengcheng ve Jianming (1999) tarafindan gelistirilen
yonteme gore tayin edilmektedir. Uygun c¢oziliciide ¢oziilmis 250 pl farkh
konsantrasyonlardaki o6rnek ¢ozeltileri (50-500 pg/mL) ve katesin ¢ozeltileri
(0,00006-1 mg/mL) igerisine 1,25 mL ddH,0 ve 75 puL %5 lik NaNO, ilave edilerek
kapakli kap igerisinde iyice karistirilir ve zaman tutulur. Bes dakika sonra 150 pL
%10 luk AICI3.6H,0 ¢ozeltisi ilave edilir. Alt1 dakika igerisinde 500 uLL. 1 M NaOH

karisima ilave edilir ve karisim iyice karigtirilir. Kapali kaplardaki reaksiyon
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karigimina 275 pL ddH,O ilave edilir. Hemen karisim iyice karistirilir. Karigimin
absorbansi 510 nm de suya kars1 okunur. ddH,O kor olarak kullanilir Katesin i¢in
kalibrasyon egrisi ¢izilir. Denklem 3.2’de verilen formiile gore ekstrakt 6rneklerinin
toplam flavonoid igerigi hesaplanarak mg katesin/g kuru madde olarak ifade edilir

(Zhishen ve dig., 1999).
C=cxV/m (3.2)

C : Toplam flavonoid igerigi, mg katesin/g kuru materyal
¢ : Kalibrasyon egrisinde bulunan konsantrasyon, mg/L
V : Toplam ekstrakt hacmi, L

m : Ekstrakt miktari, g

3.4.3.3 Toplam antosiyanin tayini

Ekstraktlarin toplam antosiyanin igerigi Padmavati, Sakthivel, Thara and Reddy
(1997) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek tayin edilmektedir. 1 g
ogiitiilmiis giiz yemisi meyve ve yaprak oérnekleri 12 mL, % 1" lik HCI ¢ozeltisi ile
karanlikta 2 saat oda sicakliginda sallantili su banyosunda karistirilir. 1000 x g da 15
dakika santrifiijlenir. Ust faz alinarak sirasiyla sirasiyla 530 nm ve 657 nm igin
absorbans degerleri dlgiilerek tayin edilir. 530 ve 657 nm igin absorbans degerleri
siyonidin-3-glukozid i¢in spesifiktir. Gegirgenlik katsayist (31,6 M™cm™) ile
absorbans degerleri antosiyanin konsantrasyonuna doniistiiriiliir. Antosiyanin icerigi,
31,6 M'em™ gegirgenlik katsayisi kullanilarak giiz yemisi ornekleri gram basina
mikrogram siyanidin-3-glukozid esdeger (ug siyanidin-3-glukozid/g kuru madde)
olarak ifade edilir ve asagida Denklem 3.3’de verilen formiil ile hesaplanir (Chung

ve dig., 2005; Padmavati ve dig., 1997).
Toplam antosiyanin miktar1 = [((A530-0,33xA657)/31,6) x (VT/m) x MA (3.3)

VT: Toplam hacim (mL)
m: Kullanilan 6rnek miktar1 (g)

MA: Siyanidin-3-glukozid molekiil agirlig1 (449,2 g/mol)
3.4.3.4 B-karoten ve likopen tayini

B-karoten ve likopen tayini Nagata ve Yamashita (1992) tarafindan gelistirilen
yonteme gore tayin edilmektedir. 100 mg giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlar: 10
mL aseton-hekzan karigimi (6:4) ile 1 dakika siddetli karistirilir ve karisim Watman
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no:1 siizge¢ kagidinda siiziiliir. Siizlintliniin absorbansi 453, 505, 645 ve 663 nm de
okunur. Giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin B-karoten ve likopen igerigi
Denklem 3.4 ve Denklem 3.5’ de verilen formiillere gore hesaplanir. Kor olarak

aseton-hekzan karisimi kullanilir (Nagata ve Yamashita, 1992).

B-karoten miktar1 (mg/100mL) = 0,216xA663 — 0,304xA505 + 0,452xA453(3.4)
Likopen miktar1 (mg/100mL) = -0,00458xA663 + 0,372xA505 — 0,00806xA453(3.5)
3.4.3.5 Askorbik asit tayini

Askorbik asit tayininde A.O.A.C. (1980) yontemi kullanilmaktadir. 20 mg 6giitiilmiis
giiz yemisi meyve ve yaprak ornekleri 5 mL metafosforik asit ¢ozeltisi ile ekstrakte
edilir. Karisim 30 dakika 25 °C' de karanlikta inkiibe edilir ve 2000 x g de 15 dakika
santrifiijlenir. Elde edilen iist fazdan 2 mL alinir ve metafosforik asit ¢ozeltisiyle 7
mL ye seyreltilir. Karisim 2,6-dikloroindofenol ile renk acilincaya kadar titrasyon
yapilir. Tayin i¢in standart madde olarak askorbik asit kullanilir. Farkli (0-1000
mg/L)  konsantrasyonlarda  askorbik  asit  ¢Ozeltileri  hazirlanir.  Farkli
konsantrasyonlardaki askorbik asit ¢ozeltilerine yukarida belirtilen yontem
uygulanarak kalibrasyon egrisi ¢izilir. Farkli konsantrasyonlardaki giiz yemisi meyve
ve yaprak ornekleri i¢in de ayni sekilde uygulanarak Denklem 3.6’ da verilen
formiile gore askorbik asit miktar1 belirlenir (A.O.A.C., 1980).

Askorbik asit miktar1 (mg askorbik asit/g kuru madde) = (X—B)x(F/E)x(V/Y) (3.6)

X: 2,6 dikloroindofenol ile titre edilen karigim hacmi (7 mL)

B: 7 mL su (kor) ile 2,6 dikloroindofenol ile titre edilen karisim hacmi

F: kalibrasyon egrisinde dikloroindofenole karsilik gelen askorbik asit miktari
E: kullanilan 6rnegin miktari, g

V: baslangicta kullanilan ¢6zelti hacmi, 5 mL

Y: kullanilan 6rnegin hacmi, 2 mL
3.4.4 Antioksidant aktivite tayinleri

Gliz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin ve standart maddelerin toplam
antioksidant aktivite, H,O, giderme aktivitesi, hidroksil radikali giderme aktivitesi,
stiperoksit radikali giderme aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi, serbest radikal

giderme aktivitesi, metal-selat aktivitesi, lipid peroksidasyon inhibisyonu,
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deoksiriboz aktivitesi ve ABTS'™ radikali giderme aktiviteleri tayin edilerek
antioksidant aktiviteleri tespit edildi.

3.4.4.1 Toplam antioksidant aktivite tayini

Amonyummolibdeniyum yontemiyle toplam antioksidant aktivite tayininde Prieto ve
arkadaglariin (1999) metodu kullanilmaktadir. Maddelerin antioksidant kapasitesi
ornek karsiminin Mo (VI) in Mo(V) e indirgenme ve 695 nm de yesil fosfat / Mo(V)
bilesiginin olusumu esasina bagli amonyumolibdeniyum yontemi ile spektroskopik
olarak tayin edilir. 0,1 mL farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) hazirlanmis giiz
yemisi meyve ve yaprak ekstraktlar1 ve standart antioksidant maddelere, 1 mL reaktif
¢ozeltisi ile (0,6 M siilfirik asit + 28 mM sodyum fosfat + 4 mM amonyum molibdat)
karistirilir ve 90 dakika, 95 °C de su banyosunda kapakl tiip icerisinde inkiibe edilir.
Uygulama biitiin ¢ozeltiler i¢in aymi sekilde uygulanir. Karisim oda sicakliginda
sogutularak 2000 x g de 20-25 dakika plastik tiipte santrifiijlenir ve 695 nm de kore
kars1 her bir karigimin absorbansi okunur. Kor ¢ozelti 1 mL reaktif ¢ozeltisi ve drnek
hacmi kadar metanol ile karistirilir. Antioksidant aktiviteyi karsilastirmak i¢cin BHT,
BHA, troloks, TBHQ, E vitamini, C vitamini gibi standart antioksidant maddeler
kullanilir. Standart antioksidant maddeler ile giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin absorbanslarina bakilarak karsilastirilmasi yapilir (Prieto ve dig., 1999;

Mohamed ve dig., 2007).
3.4.4.2 Hidrojen peroksit (H,O,) giderme aktivitesi tayini

Hidrojen peroksit (H,O;) giderme aktivitesi Zhao ve arkadaslari (2006) tarafindan
gelistirilen yonteme gore modifiye edilerek tayin edilmektedir. 1,0 mL H,0, (0,1
mM) ve 1,0 mL farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) hazirlanmis giiz yemisi
meyve ve yaprak ekstraktlarindan ve standart antioksidant maddelerden hazirlanmig
cozeltilerden ilave edilerek iyice karistirilir. Daha sonra sirasi ile 0,1 mL % 3
amonyum molibdat, 10 mL H,SO; (2M) ve 7,0 mL KI (1,8 M) eklenir. Karisim
Na,S;03 (5 mM) ile yesil renk yok olana kadar titre edilir. Yiizde H,O, giderme

aktivitesi Denklem 3.7’ de verilen formiile gore hesaplanir (Zhao ve dig., 2006).
% H,0, giderme aktivitesi = [(Vo-V1) / Vo] x 100 (3.7)

Vo: H20; nin bulundugu ortamda (ekstrakt veya standart madde olmadan; dd H,O

kullanilir) harcanan Na,S,03 hacmi (mL)
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V. ekstrakt veya standart maddenin bulundugu karisimda harcanan Na,S,03 hacmi
(mL)

3.4.4.3 Hidroksil radikali (OH") giderme aktivitesi tayini

Hidroksil radikali (OH") giderme aktivitesi Simirmoff ve Cumbes (1989) tarafindan
gelistirilen yonteme gore modifiye edilerek tayin edilmektedir. Hidroksil radikalleri
FeSO,4 ve H,0; karisimi ile olusturulur ve salisilik asit etkisi ile aktivite belirlenir.
3,0 mL lik reaksiyon karisimi; 1,0 mL FeSO4 (1,5 mM), 0,7 mL H,0, (6 mM), 0,3
mL salisilik asit (20 mM) ve 1,0 mL giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktr veya
standart antioksidant maddelerden hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki (50-500
pug/mL) ¢ozeltilerden ilave edilir. Karisim 37 °C de 1 saat inkiibe edildikten sonra,
hidroksitlenmis salisilat kompleksinin absorbansi 562 nm de tayin edilir. Yiizde OH"

giderme aktivitesi Denklem 3.8’de verilen formiile gore hesaplanir (Simirnoff ve

Cumbes, 1989).
% OH’" giderme aktivitesi= [(Ag-A1)/Ao] X 100 (3.8)
Ao: kontrol absorbansi (ekstrakt veya standart madde olmadan; dd H,O kullanur)
Aj: ekstrakt veya standart maddenin absorbansi
3.4.4.4 Siiperoksit anyonu giderme aktivitesi tayini

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
siiperoksit anyonu giderme aktivitesi Nishimiki ve arkadaglarinin (1972) metoduna
gore tayin edilmektedir. Siiperoksit radikali NBT’ nin indirgenmesi ile ve NADH’
nin oksidasyonu ile PMS —NADH sistemi ile iiretilir. Denklem 3.11 net reaksiyon

Denklemini gostermektedir.

+ PMS . +
NADH+H"+20, NAD++20;," +2H (3.9)
NBT+20,-+2H* , NBT-Hz+20; (3.10)
NADH+H*+NBT M5 NBT-H,+NAD* (3.11)
e

Reaksiyon karisimi NBT (156 uM, 1 mL), NADH (468 uM, 1 mL) ve 1 mL
farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) hazirlanmis giiz yemisi meyve ve yaprak
ekstraktlar1 ve standart antioksidant madde ¢ozeltileri ile 1yice karistirilir. Reaksiyon
karigimina PMS (100 uM, 0,4 mL) ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilir. Reaksiyon

karisimi inkiibe edilir ve 5 dakika ortam sicakliginda bekletilir. Karigimin absorbansi
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560 nm’ de okunur. Kor icin potasyum fosfat tamponu kullanilir. Orneklerin ve
standart antioksidant maddelerin radikal giderme aktivitesi Denklem 3.12°de verilen

formiile gore hesaplanir (Nismiki ve dig., 1972; Yang ve dig., 2008).
Siiperoksit giderme aktivitesi (%) = [(Ao-A1)Ao] X 100 (3.12)

Ag: kontroliin absorbansi

A;: Ornek absorbansi
3.4.4.5 Indirgeme giicii aktivitesi tayini

Indirgeme giicii aktivitesini tespit etmede Oyaizu (1986) yontemi kullanilmaktadir. 1
ml farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlar: ve
standart antioksidant maddeler 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu, pH 6,6 ve 25 mL % 1
lik K3[Fe(CN)g] ile karistirilir. Karisim 50 °C deki su banyosunda 20 dakika inkiibe
edilir. 2,5 mL % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklenir ve karigim 2500 x g de 10
dakika santrifiijlenir. Elde edilen iist fazin 2,5 mL si ile 2,5 mL dd H,0 ve % 0,1 lik
0,5 mL FeCl; karistirilir. Ekstraktlarin indirgeme giicii ile iliskili olan ¢6zeltilerin
absorbansi 700 nm de 6lgiiliir. Reaksiyon karisimindaki absorbsiyon artis1 indirgeme

giicli kapasitesinin artigin1 gosterir (Oyaizu, 1986; Huang ve dig., 2005).
Ks[Fe""(CN)]+ Ph-OH — Kx(Fen""[Fe!)(CN)¢]; PhO" + H"  (3.13)
3.4.4.6 Serbest radikal giderme aktivitesi tayini

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
serbest radikal giderme aktivitesi Blois (1958) metoduna gore tayin edilmektedir.
1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH", 0,1 mM 100 mL etanolde) ¢6zeltisinin 1 mL si
ile 3 ml farkli konsantrasyonda (50-500 pg/mL) hazirlanmis ekstrakt ve standart
antioksidant maddelerin ¢ozeltileri ile iyice vortekslenerek karistirilir. 30 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilir. 517 nm de absorbansdaki degisiklikler
kaydedilir. Kor olarak etanol kullamlir. Orneklerin radikal giderme aktivitesi

Denklem 3.14’ de verilen formiile gére hesaplanir (Blois, 1958).
DPPH" giderme aktivitesi (%)= [(Ao-A1)/Ag] x 100 (3.14)

Ayp: kontroliin absorbansi (ekstrakt ve standart madde ilave etmeden ¢Ozeltinin
absorbanst)

A;: Ornek absorbansi (ekstrakt ve standart madde)
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3.4.4.7 Metal selat aktivitesi tayini

Metal selat aktivitesi Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore teyin edildi.
Farkli konsantrasyonlarda (50-500 upg/mL) hazirlanmis ekstrakt ve standart
antioksidant maddelerin Fe*? ile komplekslesme 6zelligi 562 nm de Fe**- ferrozin
kompleksinin absorbansi olgiilerek degerlendirilir. 0,4 mL 6rnek yada standart ile
0,05 mL, 2 mM FeCl; iyice vorteks ile karistirilir. Reaksiyon 0,2 mL, 5 mM ferrozin
eklenerek baglatilir. Toplam hacim etanol ile 4 mL ye tamamlanir. Karigim vorteksle
tyice karistirilir ve 25 °C de 10 dakika bekletilir. Karisimin absorbansi 562 nm de
okunur. Fe*?-ferrozin kompleks olusumun % inhibisyonu Denklem 3.15’de verilen

bagintiya gore hesaplanir. Kor olarak etanol kullanilir (Dinis ve dig., 1994).
Metal selat aktivitesi (%) = [(Ao-A1)/Ag] X 100 (3.15)

Ao: kontroliin absorbansi (dd H,O, FeCl; ve ferrozin igeren karisim)

A1: Ornek absorbansi (ekstrakt ve standart madde)
3.4.4.8 Lipid peroksidasyonu inhibisyonu tayini

Lipid peroksidasyon inhibisyonu tayini Choi ve arkadaslart (2002) tarafindan
belirtilen yonteme gore tayin edilmektedir. 1 mL farkli konsantrasyonlardaki (50-500
pug/mL) giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlari ve standart antioksidant madde
cozeltileri, 2 mL linoleik asit 0,5 mL fosfat tamponu (100 uM, pH 7,4) ve 150 pL
askorbik asit (10 uM) eklenerek homojen karigmasi igin vorteksle karigtirtlir. 1 mL
ekstrakt ¢ozeltileri yerine kontrol karigimi hazirlanmaktadir. Kontrol ekstrakt veya
standart ¢ozeltiler hangi ¢oziiciide hazirlanmis ise o ¢oziicii kullanilmaktadir. Lipid
peroksidasyonu 0,1 mL FeSO; (10 uM) iin eklenmesi ile baslatilir. Reaksiyon
karisimi vortekslenir ve 37 °C de 60 dakika sallantili su banyosunda inkiibe edilir.
Reaksiyona 1,5 mL, % 0,5 HCI de hazirlanmis soguk % 10 luk TCA ¢ozeltisi ilave
edilir. Daha sonra 3 mL 50 mM NaOH de hazirlanmis % 1 lik TBA ¢0zeltisi ilave
edilir. TBA/6rnek karisimi 95 °C de 60 dakika sallantili su banyosunda inkiibe edilir.
Karisim sogutulduktan sonra karisimdan 3 mL alinir ve 3 mL n-biitanol ilave edilir.
Homojen karisim 3000 x g de 30 dakika santrifijjlenir ve renkli iist faz
spektrofotometre kiivetine aktarilir. Kor olarak n-biitanol kullanilir. Absorbsiyon 532
nm de okunur ve lipid peroksidasyon inhibisyon yiizdesi Denklem 3.16°de verilen

formiile gore hesaplanir (Choi ve dig., 2002).
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% Lipid peroksidasyon inhibisyonu = [(Ao-A1) / Ao ] x 100 (3.16)
Ay : kontrol, ekstrakt numunesi yerine (veya standart)¢oziicli karigiminin absorbansi
A : ekstrakt veya standart karisgtminin absorbansi
3.4.4.9 Deoksiriboz aktivite tayini

Deoksiriboz yontemi, OH' giderme aktivitesine benzer bir yontem olarak
uygulanmistir. Deoksiroboz aktivitesi i¢in sirasiyla 200 pL deoksiriboz (15 mM),
200 pL potasyum fosfat tamponu (100 mM pH:7,4), 200 puL FeCls (500 uM), 100 uLL
EDTA (1mM), 100 pL askorbik asit (1mM), 100 pL. H,O, (10mM), 100 puL 6rnek
veya standart madde ilave edilerek 37 °C de 1 saat sallantili su banyosunda inkiibe
edilir. Uzerine 1 mL TBA (% 1 lik, 50 mM NaOH de hazirlanmis) ve 1 mL TCA (%
2,8 lik) ilave edilerek 80 °C de 20 dakika inkiibe edilir. 532 nm de absorbansi
okunur. Kor olarak potasyum fosfat tamponu kullanilir. Deoksiriboz aktivitesi
Denklem 3.17°de verilen formiile gore hesaplanir (Motamed ve Naghibi, 2010;
Ozyiirek ve dig., 2008).

% Deoksiroboz Aktivitesi= [(Ao-A1) / Ag] X 100 (3.17)

Ay : kontrol, ekstrakt numunesi yerine (veya standart)c¢oziicli karigiminin absorbansi

A : ekstrakt veya standart karigiminin absorbansi

3.4.4.10 ABTS" radikali giderme aktivitesi tayini

Troloks esdegeri antioksidant kapasite (TEAC) tayini, Re ve arkadaslarinin (1999)
belirledigi yonteme gore yapilmaktadir. 7 mM ABTS’ nin destile sudaki ¢ozeltisinden
50 ml ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢cozeltisinden 25 ml alinarak karistirilir ve
karanlikta 12-16 saat bekletilir. Kullanima hazir hale gelen mavi-yesil renkli ABTS™
cozeltisi, 734 nm de absorbsiyon 0,7 olacak sekilde etil alkolle 1:80 oraninda
seyreltilir. Tiiplere 1> er ml ABTS™ ¢bzeltisi ilave edilip iizerlerine 10 pl drnek
cozeltilerinden eklenir. 1. ve 6. dakika sonunda 734 nm’ de absorbans degerleri
okunur. 1. dakikadaki absorbans degerinden (A;) 6. dakikadaki absorbans degeri (Ag)
degeri cikarilarak AA degerleri elde edilir. AA degerleri kullanilarak Denklem 3.18’

de verilen formiile gére % inhibisyon degerleri hesaplanir (Re ve dig., 1999).
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% ABTS™ giderme aktivitesi = [(As - A1) / A1] x100 = (AA / A;) X100 (3.18)
A : 1. dakikadaki absorbans degeri
Ag : 6. dakikadaki absorbans degeri

AAZAG-Al

3.4.5 Enzim inhibisyonu tayini
3.4.5.1 Ureaz inhibisyon tayini

Ureaz ( E.C. 3. 5. 1. 5.) inhibisyonu indofenol y&ntemi ile tayin edildi. 125 pL iireaz
(100 mM fosfat tamponunda hazirlanan (pH 6,8)), 25 uL tiyolire veya giiz yemisi
meyve ve yaprak ekstraktlar1 veya standart maddeleri (BHA, BHT, TBHQ, Troloks,
E vitamini, askorbik asit ve tiyoiire) (50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL) ve 275 pL iire (100 mM fosfat tamponunda hazirlanan (pH 6,8)) eklendi ve
karigim 30 °C° de 15 dakika sallantili banyoda inkiibe edildi. 225 pL fenol reaktifi
(% 1 w/v fenol ve % 0,005 w/v sodyum nitropruside) ve 350 pL alkali reaktif (% 0,5
w/v NaOH ve % 0,1 NaOCl) eklenerek son karigimin 1 mL olmasi1 saglandi. Karigim
30 °C’ de 50 dakika sallantili banyoda inkiibe edildi. Kor olarak fosfat tamponu
kullanildi. 630 nm’ de absorbans 6l¢iildii. ICsg ve lireaz inhibisyonu denklem 3.19' a
gore hesaplandi (Zhang, L., ve dig., 2006).

Ureaz inhibisyonu (%) = 100 — {[(A¢ - A1) / Ag] x 100} (3.19)

Ap: Kontrol absorbansi (tiyoiire ile hazirlandi)

A Ekstrakt veya standart maddenin absorbansi
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4. BULGULAR

4.1  Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin verimleri

Samsun'un Ilkadim ilgesi Dogupark'tan toplanan giiz yemisi meyve ve yapraklariin
etanol, metanol, su, ctilasetat, aseton ve hekzan ile yapilan ekstraksiyonda elde edilen

ekstrakt verimleri % olarak Sekil 4.1'de verilmektedir.

GYYH 4,27

GYMH [] 1,82

6 i
GYYA | 27,94

GYMA 11,06
N Gyvea 11,44
E GYMEA 6,82

K GYYSU | 17,50
L GYMSU | 49,83

GYYM | 26,39
E i

GYMM | 49,23
R 4

GYYE | 21,67

GYME | 46,59

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Verim (%)

Sekil 4.1. Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin verimleri
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4.2  Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin UV-Vis taramalari

Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlariin etanol, metanol, su, etilasetat, aseton ve
hekzan ¢o6zeltilerinin fenolik bilesiklerinin karakterizasyonu i¢in 200-750 nm
arasinda UV-Vis spektrofotometresi ile taramalar1 yapildi ve Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5,
46,4.7,4.8,4.9,4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13'de verilmektedir.

254,60 285.20

200 300 400 500 600 700
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.2. Giiz yemisi meyve etanol ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.3. Giiz yemisi yaprak etanol ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.4. Giiz yemisi meyve metanol ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.5. Giiz yemisi yaprak metanol ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.6. Giiz yemisi meyve su ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.7. Giiz yemisi yaprak su ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.8. Giiz yemisi meyve etilasetat ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.9. Giiz yemisi yaprak etilasetat ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.10. Giiz yemisi meyve aseton ekstraktinin UV-Vis taramasi
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Sekil 4.11. Giiz yemisi yaprak aseton ekstraktinin UV-Vis tarmasi
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Sekil 4.12. Giiz yemisi meyve hekzan ekstraktinin UV-Vis tarmasi
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Sekil 4.13. Giiz yemisi yaprak hekzan ekstraktinin UV-Vis taramasi
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4.3  Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin bilesen analizleri

4.3.1 Toplam fenolik madde iceriklerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri 3.4.3.1
konu bashiginda verilen yonteme gore belirlendi. Standart madde olarak gallik asit
kullanildi. Gallik asitin farklt konsantrasyonda hazirlanmis ¢ozeltilerinin, Folin &
Ciocalteu’s reaktifi kullanilarak belirlendi. UV-Vis spektrofotometresi ile 760 nm’de
gallik asit ¢ozeltilerinin absorbsiyonu okundu. Gallik asit i¢in kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil 4.14). Kalibrasyon egrisinin (y=mx-+n) denkleminden yararlanarak

gallik asite karsilik gelen x degeri hesaplandi.

0,14

y =0,617x + 0,0026
R?=0,9995

0,12

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.14. Gallik asit ¢ozeltisinin kalibrasyon grafigi

Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam fenolik igerigi kalibrasyon
egrisindeki x degerinden yararlanilarak Denklem 3.1° e gore toplam fenolik bilesik
icerigi hesaplandi. Ornekleri toplam fenolik igerikleri “mg gallik asit (GAE)/g kuru
madde” olarak ifade edildi. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam fenolik

madde igeriklerinin karsilastirilmasi Sekil 4.15° de gosterildi.
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Sekil 4.15. Giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin toplam fenolik madde
igeriklerinin karsilagtirilmasi
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4.3.2 Toplam flavonoid igeriklerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin toplam flavonoid igerikleri 3.4.3.2 konu
bashiginda verilen yonteme gore belirlendi. Standart madde olarak katesin ¢ozeltisi
kullanildi. Katesin ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazirlandi.
Farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin UV-Vis spektrofotometresi ile 510 nm de
suya kars1 absorbansi okunarak kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.16). Kalibrasyon
egrisinin (y=mx+n) denkleminden yararlanarak katesine karsilik gelen x degeri
hesaplandi. Gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin toplam flavonoid igerigi
kalibrasyon egrisindeki x degerinden yararlanarak Denklem 3.2° de verilen formiile
gore hesaplandi. Orneklerin toplam flavonoid icerikleri "mg katesin/g kuru madde"
olarak ifade edildi. Ekstrakt orneklerinin toplam flavonoid igeriklerinin

karsilastirilmasi Sekil 4.17” de gosterildi.

16 -

y =1,4021x + 0,0538
1,4 - R2=0,9977

1,2

Absorbans
o o o
SN ()] oo -

o
N

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.16. Katesin ¢ozeltisinin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.17. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam flavonoid
igeriklerinin karsilagtirilmasi
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4.3.3 Toplam antosiyanin iceriklerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin toplam antosiyanin igerikleri 3.4.3.3 konu
bashiginda verilen yonteme gore belirlendi. Hazirlanan ¢ozeltilerde 6giitiilmiis giiz
yemisi meyve ve yaprak Ornekleri kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin {ist fazlar
alinarak UV-Vis spektrofotometresi ile sirasiyla 530 nm ve 657 nm i¢in absorbans
degerleri olciildii. Gegirgenlik katsayist (31,6 M™cm™) ile absorbans degerleri
antosiyanin konsantrasyonuna doniistiiriilerek Denklem 3.3’ de verilen formiile gore
antosiyanin igerigi hesaplandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin toplam
antosiyanin igerikleri gram basina mikrogram siyanidin-3-glukozid esdeger olarak
ifade edildi. Giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin toplam antosiyanin

iceriklerinin karsilagtiritlmasi Cizelge 4.1' de gosterildi.

Cizelge 4.1. Giliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin toplam antosiyanin
i¢eriklerinin karsilastirilmasi

Ornekler Toplam antosiyanin miktari
Giiz yemisi yaprak 290,27 pg siyanidin-3-glikozid/kuru yaprak
Giiz yemisi meyve 48,06 ng siyanidin-3-glikozid/kuru meyve

4.3.4 B-karoten ve likopen igeriklerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin B-karoten ve likopen icerikleri 3.4.3.4
konu basliginda verilen yonteme gore belirlendi. Giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerin ekstraktlar1 kullanildi. Yonteme gore hazirlanan karisimlar Watman
kagidinda siiziilerek, stiziintiiniin UV-Vis spektrofotometresi ile 453, 505, 645 ve 663
nm de absorbansi okundu. Giiz yemisi meyve ve yapraklarim B-karoten miktari
Denklem 3.4’ de verilen formiil ile likopen miktar1 ise Denklem 3.5 de verilen
formiil ile hesaplandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin [-karoten
igeriklerinin karsilastirilmasi Sekil 4.18' de, likopen igeriklerinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.19' de gosterildi.
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B-karoten (mg/100 mL)

Sekil 4.18. Giliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin f-karoten iceriklerinin
karslastirilmasi

GYMH [
| 36,39

GYYH = 22,09
R GYMA T s
N GYMEA [T 848
E GYYEA [ #4 9,07

GYME [ 227

GYYE [ #h57

L GYMM | o012
g GYYM — #466

GYMSU | 0,02

GYYSU | 0,02

0 10 20 40
Likopen (mg/100 mL)

Sekil 4.19. Giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin likopen igeriklerinin
karsilastirilmasi
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4.3.5 Askorbik asit iceriklerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin askorbik asit igerikleri 3.4.3.5 konu
bashiginda verilen yonteme gore belirlendi. Ogiitiilmiis giiz yemisi meyve ve yaprak
ornekleri kullanildi. Askorbik asitin farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandi
ve askorbik asit ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.20). Giiz yemisi
meyve ve yaprak orneklerinin belirtilen yonteme gore ¢ozeltileri hazirlandi ve
Denklem 3.6’ da verilen formiile gore askorbik asit igerikleri hesaplandi. Giiz yemisi
meyve Ve yaprak orneklerinin askorbik asit igeriklerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.2’

de gosterildi.

0,25

y =0,0002x + 0,0457
R?=0,9946

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

konsantrasyon, pg/mL

Sekil 4.20. Askorbik asitin kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.2. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin askorbik asit igeriklerinin

karsilastirilmasi
Ornekler Askorbik asit miktar:
Giiz yemisi yaprak 268,44 mg/g kuru yaprak
Giiz yemisi meyve 138,13 mg/g kuru meyve
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4.4  Giiz yemisi orneklerinin antioksidant aktivitelerinin belirlenmesi

4.4.1 Toplam antioksidant aktivitelerinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
toplam antioksidant aktiviteleri 3.4.4.1 konu basliginda verilen yonteme gore
amonyummolibdeniyum yontemiyle tayin edildi. Maddelerin antioksidant kapasitesi
ornek karsiminin Mo (VI) in Mo(V) e indirgenme ve 695 nm de yesil fosfat / Mo(V)
bilesiginin olusumu esasina bagli amonyumolibdenum yontemi ile UV-Vis
spektrofotometresi ile spektroskopik olarak tayin edildi. Standart antioksidant
maddeler ile giliz yemisi Orneklerinin toplam antioksidant aktivetelerinin

karsilastiritlmasi Sekil 4.21 ve 4.22° de gosterildi.
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00420’088
GYMH 0,039
0,037
0,127
0,079
GYMA 0,071
0,069
1 B 500 ug/mL
—— 0,186
0,261 E250 pg/mL
0,221
GYMSU 0.153
0,114
09’3174 8 2100 pg/mL
GYMM 0.105 Hg
0,099
" 0,252
O GYME 0,207 050 pg/mL
—— 0,188
R 0,200
. 0,186
N A. Asit 0,158
0,078
. e T
. 0,440
E Vit. 0.361
K —— 0,270
0,593
TBHQ 0,414
—T— 0,316
E ]
0,398
R Troloks 0243
—— 0,193
0,546
BHT 0,275
—— 0,215
0,502
BHA 0,366
—— 0,341

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

o
o
[N
o
N

Absorbans (6 95 nm)

Sekil 4.21. Giiz yemisi meyve orneklerinin toplam antioksidant aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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0,092
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i B 500 pg/mL
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0,163
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. @250 pg/mL
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0,186
1+ 0,089
0258 0100 pg/mL
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0,095
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0,120
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0,516
0,440
0,361
—r— 0,270
0,599
0,593
0,414
—— 0,316
0,586
—— 0,193
0,555
0,546
0,275
—T— 0,215
0,515
0,502
0,366
—— 0,341

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbans (695 nm)

o

Sekil 4.22. Giiz yemisi yaprak oOrneklerinin toplam antioksidant aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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4.4.2 Hidrojen peroksit (H,0O,) giderme aktivitesinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
H.0, giderme aktiviteleri 3.4.4.2 konu basliginda verilen yonteme gore tayin edildi.
Farkli konsantrasyonlarda belirtilen yonteme gore hazirlanan giiz yemisi meyve ve
yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin ¢ozeltileri hazirlandiktan
sonra, yesil renk kaybolana kadar titre edildi. % H,O, giderme aktivitesi hesaplandi.
Giliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin %

H,0, giderme aktivitelerinin karsilastirmasi Sekil 4.23 ve 4.24’ da gosterildi.
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GYMH

GYMA B500 pg/mL
GYMEA m250 pg/mL
| 88,57
GYMSU - 1485,71
= 74,29 0100 pg/mL
O i
77,14
71,43
R GYMM 60,00
| 54,29 050 pg/mL
N 42,86
GYME s
E HA 35,71
K -
A. Asit
L i
E EvVit
R
TBHQ
Troloks
65,71
BHT 57,14
HH 54,29
62,86
BHA 57,14
HH 54,29
0 20 40 60 80 100 120

% H,O, giderme

Sekil 4.23. Giiz yemisi meyve Orneklerinin hidrojen peroksit aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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42,86
GYYH 40,00
|_|_|

34,29
i B 500 pg/mL
48,57
GYYA -\ 288
_ Hix7
GYYEA 34.29
HH 28,57
80,00
GYYSU 77,14 0100 pug/mL
.. —— 74,29
O _
68,00
R GYYM 67,71
| HH 64,29 050 pg/mL
82,86
GYYE 80,00
E H— 71,43
K 91,43
pns R —
L —— 80,00
E EvVit 5714
HH 54,29
R -
77,14
TBHQ 74,29
—— 71,43
74,29
Troloks 7143
—— 65,71
65,71
BHT 57,14
HH 54,29
77,14
62,86
BHA !57,14
HH 54,29
0 20 40 60 80 100 120

% H,0, giderme

Sekil 4.24. Gliz yemisi yaprak Orneklerinin hidrojen peroksit aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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4.4.3 Hidroksil radikali (OH") giderme aktivitesinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
OH" giderme aktiviteleri 3.4.4.3 konu baslhiginda verilen yonteme gore tayin edildi.
Hidroksil radikalleri FeSO,4 ve H,0, karisimi ile olusturuldu. Salisilik asit etkisi ile
aktivite belirlendi. Hidroksitlenmis salisilat kompleksinin UV-Vis spektrofotometresi
ile 562 nm de absorbansi 6l¢iildii. Hidroksil radikali giderme aktivitesi hesaplanarak,
giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %

OH'" giderme aktivitelerinin karsilastiriimasi: Sekil 4.25 ve 4.26’ de gosterildi.
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93,11¢
92,47¢
—— 90,46%
88,97¢
GYMA 8888(%
T 7,56
89,83
GYMEA SIS
—— 84,14¢
70,93¢
GYMSU o
o H— 54,412 B 500 pg/mL
67,85¢
R GYMM 55 9a" 66,02
H 55,492
N | 69,329 250 pg/mL
65,43°
GYME 63,34
E HH 55,962
K 78920 @100 pg/mL
A A —
L |
78,92¢
E E Vlt 66,15b 77’47 O 50 pg/mL
H— 62,532
R |
— 80,45¢
H- 50,212
73,01¢
Troloks 775’3%
—— 70,092
76,15¢
BHT 7072%&4
H—— 70,092
BHA 65,23°
HH 50,522 62.99
0 20 40 60 80 100 120

% OH~-giderme (562 nm)

Sekil 4.25. Giiz yemisi meyve orneklerinin hidroksil radikali giderme aktivitelerinin
karsilastirilmast
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92,47¢
ner
| 90,’18a
87,19¢
GYYA b
—+— 86,412
] 90,38¢
Srven | 0903
—— 87,572
71,49¢
GYYSU 5o
b H 64,602 B 500 pg/mL
81,01¢
R GYYM 67,24[’77,58
H— 66,762
1 E250 pg/mL
N 74,36¢ He
SyyE —
E i 62,912
K _ 0100 ug/mL
A. Asit :
L | H— 65,592
78,92¢
E EVit - 77,47° 050 pg/mL
R i
80,45¢
1BHO —
HH 50,212
| 73,01¢
Toloks P 771
H— 70,092
76,15¢
BHT 707,12161b4
H— 70,09
I
BHA 62,9'9b
H~ 50,50
0 20 40 60 80 100 120

% OH- giderme (562 nm)

Sekil 4.26. Giiz yemisi yaprak orneklerinin hidroksil radikali giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi

107



4.4.4 Siiperoksit anyonu giderme aktivitesinin belirlenmesi

Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
stiperoksit giderme aktiviteleri 3.4.4.4 konu bashiginda verilen yonteme gore tayin
edildi. % siiperoksit giderme aktivitesi hesaplanarak, giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin siiperoksit giderme aktivitelerinin

karsilagtirmasi Sekil 4.27 ve 4.28’ da gosterildi.
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94,06¢
GYMH 93,17°
—— 92,182
89,91¢
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—— 84,512
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GYMEA 91 965
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O -
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- _
L H— 53,218
T 4535,30d B 500 pg/mL
E  Evit. o
8,812
R 4
37,43 E250 pg/mL
c Ug
TBHO o
Troloks 0100 pg/mL
BHT 5 050 pg/mL
| 14,062
- 20,62¢
N
4,952

o

0 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
% Siiperoksit anyonu giderme (560 nm)

01

Sekil 4.27. Giiz yemisi meyve drneklerinin siiperoksit anyonu giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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—— 91,272
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K _
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L HH 53,212
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R 1 d
37,43
TBHQ ﬁz TRt
25,32b
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23,12¢
Troloka 6.77¢ 100 pg/mL
BHT 23,960 050 pg/mL
! 14,062
il 20,62°
7,85
BHA 6,35%
4,952
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

% Siiperoksit anyonu giderme (560 nm)

Sekil 4.28. Giiz yemisi yaprak drneklerinin siiperoksit anyonu giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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445 Indirgeme giicii aktivitesinin belirlenmesi

Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
indirgeme giicli aktiviteleri 3.4.4.5 konu basliginda verilen yonteme gore tayin edildi.
Farkli konsantrasyonda hazirlanmig gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlari ve
standart antioksidant ¢ozeltilerinin UV-Vis spektrofotometresi ile 700 nm de
absorbansi Olgiildii. Reaksiyon karisimindaki absorbsiyon artisi indirgeme giicli
kapasitesinin artisin1 gosterir. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart
antioksidant maddelerin indirgeme giicii aktivitelerinin karsilastiritlmas: Sekil 4.29 ve

4.30° de gosterildi.
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0,100 m 250 pg/mL
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GYMEA 0.106
— 0,099 0100 pg/mL
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L -
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Troloks
2,167
BHT 1,363
1,603
1,011
BHA 0,577
0,410
0 0,5 1 15 2 2,5 3

Absorbans (700 nm)

Sekil 4.29. Giiz yemisi meyve Orneklerinin indirgeme giicii aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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0,114
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GYYH 0.106
0,102
i B 500 pg/mL
01720'250
GYYA 011é5
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i BE250 pg/mL
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] 0100 pug/mL
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0,147
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o i 050 pg/mL
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0,084
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GYYE
E
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L -
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E  Evit
R ]
1,879
TBHQ 1,088
1,441
Troloks
2,167
BHT 1,363
1,603
BHA 1,011
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Absorbans (700 nm)
Sekil 4.30. Giiz yemisi yaprak orneklerinin indirgeme giici aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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4.4.6 Serbest radikal giderme aktivitesinin belirlenmesi

Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
serbest radikal giderme aktiviteleri 3.4.4.6 konu bashiginda verilen yonteme gore
tayin edildi. Serbest radikal giderme aktivitesi 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH")
serbest radikali kullamilarak belirlendi. Ekstraktlarin ve standart antioksidant
maddelerin UV-Vis spektrofotometresi ile 517 nm de absorbanslar1 6lgtildi. Giiz
yemisi meyve ve yaprak ekstarktlarinin ve standart antioksidantlarin serbest radikal

giderme aktivitelerinin karsilastirilmast Sekil 4.31 ve 4.32° de gosterildi.
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Sekil 4.31. Giiz yemisi meyve orneklerinin serbest radikal giderme aktivitelerinin
karsilastiriimasi
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Sekil 4.32. Giiz yemisi yaprak orneklerinin serbest radikal giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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44,7 Metal selat aktivitesinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
metal selat aktiviteleri 3.4.4.7 konu basliginda verilen yonteme gore tayin edildi.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis giiz yemisi meyve ve yaprak ekstrakt ve
standart antioksidant maddelerin, Fe*® ile komplekslesme ozelligi UV-Vis
spektrofotometresi ile 562 nm de Fe*?- ferrozin kompleksinin absorbansi 6lgiilerek
degerlendirildi. Fe*-ferrozin kompleks olusumun % metal selat aktivitesi
hesaplanarak, giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant
maddelerin metal selat aktivitelerinin karsilagtirilmast Sekil 4.33 ve 4.34° da
gosterildi.
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Sekil 4.33. Gliz yemisi meyve Orneklerinin metal selat aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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Gliz yemisi yaprak Orneklerinin metal selat aktivitelerinin

karsilastirilmasi
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4.4.8 Lipid peroksidasyonu inhisyonunun belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
lipid peroksidasyon inhibisyonlar1 3.4.4.8 konu bashiginda verilen yonteme gore
tayin edildi. Farkli konsantrasyonlardaki gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin
ve standart antioksidant maddelerden hazirlanan ¢ozeltilerinin - UV-Vis
spektrofotometresi ile 532 nm deki absorbsiyonlart okundu. Lipid peroksidasyon
inhibisyon yiizdesi hesaplandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak érneklerinin ve standart
antioksidant maddelerin % lipid peroksidasyon inhibisyonlarinin karsilastirilmasi
Sekil 4.35 ve 4.36° de gosterildi.
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Sekil 4.35. Giiz yemisi meyve orneklerinin lipid peroksidasyonu inhibisyonlarinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.36. Giiz yemisi yaprak orneklerinin lipid peroksidasyonu inhibisyonlarinin
karsilastirilmasi
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4.4.9 Deoksiriboz aktivitesinin belirlenmesi

Gliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin %
deoksiriboz aktiviteleri 3.4.4.9 konu bashiginda verilen yonteme gore tayin edildi.
Kolorometrik deoksiriboz yontemi, OH" giderme aktivitesine benzer bir yontem
olarak uygulandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak drneklerinin ve standart antioksidant
maddelerin % deoksiriboz aktiviteleri hesaplandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin % deoksiriboz aktivitelerinin

karsilastirmasi Sekil 4.37 ve 4.38’ da gosterildi.
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Sekil 4.37. Giiz yemisi meyve Orneklerinin deoksiriboz aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.38. Giliz yemisi yaprak Orneklerinin deoksiriboz aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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4.4.10 ABTS" radikali giderme aktivitesinin belirlenmesi

Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
ABTS" radikali giderme aktiviteleri 3.4.4.10 konu basliginda verilen yonteme goére
tayin edildi. Troloks esdegeri antioksidant kapasite tayini, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan 6rnek ve standart ¢ozeltilerinin 1. dakikadaki absorbans degerinden (Aj)
6. dakikadaki absorbans degeri (Ag) degeri cikarilarak AA degerleri elde edildi. AA
degerleri kullanilarak Denklem 3.18” de verilen formiile gore % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir. Giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart antioksidant
maddelerin ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin karsilastirilmas1 Sekil 4.39 ve
4.40° de gosterildi.
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Sekil 4.39. Giiz yemisi meyve orneklerinin ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.40. Giiz yemisi yaprak 6rneklerinin ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin
karsilastirilmasi
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45  Enzim inhibisyonunun belirlenmesi

45.1 Ureaz inhibisyonunun belirlenmesi

Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarinin ve standart antioksidant maddelerin
iireaz inhibisyonu 3.4.5.1 konu baghiginda verilen yonteme gore tayin edildi. Giiz
yemisi meyve ve yaprak ornekleri ve standart maddelerin 1Csq ve iireaz inhibisyonu
denklem 3.19' a gére hesaplandi. Giiz yemisi meyve ve yaprak ornekleri ve standart
maddelerin 1Csy degerleri Cizelge 4.3 ve tireaz inhibisyonunun karsilastirilmasi Sekil
4.41 ve 4. 42'de gosterildi.
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Sekil 4.41. Giiz yemisi meyve orneklerinin {ireaz inhibisyonlarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.42. Giiz yemisi yaprak 6rneklerinin iireaz inhibisyonlarinin karsilagtirilmasi
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Cizelge 4.3. Giiz yemisi meyve ve yaprak Ornekleri ile standart antioksidant

maddelerin 1Csy degerlerinin karsilastiriimasi

ORNEKLER  ICs (ug/mL)
GYME -
GYMM 90,50 + 0,00
GYMSU -
GYMEA -
GYMA 180,20 + 3,66
GYMH 100,60 + 0,22
GYYE -
GYYM -
GYYSU 80,40 + 2,37
GYYEA 100,10 + 4,74
GYYA 120,00 + 0,43
GYYH -
BHA 80,70 + 0,22
BHT 100,20 + 0,00
Troloks 100,40 + 0,86
TBHQ 80,00 + 1,08
E Vit. -
C Vit. 120,40 + 1,08
Tiyoiire 95,80 + 0,65

131



4.6  Fenolik madde miktar ile antioksidant aktivite test sonuclarimin karsilastiriimasi

Cizelge 4.4. Fenolik madde miktarlari ile antioksidant aktivite test sonuglarinin karsilastiriimasi

FENOLIK MADDE MiKTARINA KARSI ANTIOKSIDANT AKTIVITE TEST SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Siiperoksit anyonu

Serbest radikal

ORNEKLER  Toplam antioksidant H,0, giderme OH" giderme . Ktivitesi indirgenme giicii i Ktivitesi
aktivitesi yontemi aktivitesi yontemi aktivitesi yontemi gldem.].e a tl.v Ites| aktivitesi yontemi gl e”'.‘.e a tI.VIteSI
yontemi yontemi

GYME y =0,0003x + 0,164 y =0,0112x + 36,048 y=0,0216x +57,266 vy =0,013x + 82,542 y =0,0009x + 0,1013 y =0,007x + 94,897
R2=0,8793 R2=0,9311 R2=0,9385 R2=0,9142 R2=0,953 R2=0,9758

GYMM y =5E-05x + 0,0684  y=0,0203x +42,406 y=0,0122x +47,342 y=0,0043x +87,142 y=0,0003x-0,1189 y=0,0007x + 98,624
R2=0,8944 R2=0,906 R2=0,8342 R?=0,8408 R2=0,9902 R2=0,902

GYMSU y = 0,0003x + 0,1099 y =0,0272x + 73,69 y =0,0248x + 58,87 y=0,0041x + 96,231 y=0,0012x + 0,0858 y =0,0007x + 99,35
R2=0,9531 R2=0,9094 R2=0,5879 R?=0,8562 R2=0,9831 R2=0,946

GYMEA y =0,003x + 0,0439 y=0,3174x + 4,9545 y=0,1892x + 76,448 y=0,2154x + 80,043 y=0,0006x + 0,0729 y=0,3504x + 12,441
R2=0,9566 R2=0,9945 R2=10,7105 R2=10,9278 R2=10,8632 R2=10,9421

GYMA y =0,0007x + 0,0009 y=0,2462x +0,7263 y=0,017x+86,249 y=0,0741x+ 78,766 y=0,0005x +0,0565 vy =0,2551x + 7,9486
R2=10,8297 R2=0,9649 R2=10,9128 R2=0,8741 R2=10,9194 R2=10,9784

GYMH y=0,0017x +0,0282 y=0,7165x + 34,561 y=0,0778x+90,989 y=0,0723x+ 92,468 vy =0,0019x + 0,0802 y =0,2276x + 27,36
R2=10,8022 R2=10,8672 R2=10,7604 R?=0,8637 R2=0,6175 R2=0,8562

GYYE y = 0,0003x + 0,1555 y=0,017x + 73,761 y=0,0176x + 60,795 y=0,0119x + 84,028 vy =0,0002x + 0,0681 y =0,004x + 96,247
R2=0,9276 R2=0,6292 R2=0,989 R2=0,991 R2=0,9967 R2=0,5316

GYYM y = 5E-05x + 0,0738 y =0,0055x + 63,933 y=0,0114x + 64,929 y=0,0175x +67,887 y=6E-05x+0,0737 y=0,0018x + 97,127
R2=0,8459 R2=0,9984 R2=10,7112 R2=0,8148 R2=0,8836 R2=0,8397

GYYSU y =0,0001x + 0,1096  y =0,0066x + 74,844 y=0,0063x + 64,612 y=0,0051x +90,953 y=5E-05x+0,0995 y=0,0011x + 97,841
R2=0,8701 R%=0,8985 R2=10,8186 R2=10,8254 R2=10,8531 R2=10,9458

GYYEA y=0,0007x + 0,1122 y=0,1204x + 26,055 y=0,0219x + 87,445 y=0,0439x + 88,351 y=0,0008x +0,0737 y=0,2919x + 20,779
R2=10,3551 R2=10,8786 R2=0,7214 R2=10,8543 R2=10,9802 R2=0,9947

GYYA y = 7E-05x + 0,136 y =0,038x + 24,667 y=0,0013x + 86,333 y=0,0529x + 57,253 y=0,0003x + 0,0764 y=0,0983x + 27,385
R2=0,7811 R2=10,7922 R2=10,8617 R2=10,6766 R2=0,9947 R2=0,9239

GYYH y =0,0024x + 0,0552 y=0,5655x + 32,491 y=0,0849x +89,717 y=0,1014x+91,159 y=0,0006x +0,1002 y=1,5228x + 24,733
R2=0,9237 R2=0,9713 R2=0,7863 R?=0,9823 R?=0,8846 R2=0,9032
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Cizelge 4.4 (devamm). Fenolik madde miktarlari ile antioksidant aktivite test sonuglarinin karsilastirilmasi

FENOLIK MADDE MIKTARINA KARSI ANTIOKSIDANT AKTIVITE TEST SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

ORNEKLER Metal scilat ak.tivitesi Lipid_ pe_ro_ksidasyonu Deoksiriboz yéntemi ABTS*. r.adi.ka‘l.i giderme {Ureaz inhibisyonu
yontemi inhibisyonu aktivitesi yontemi
GYME y =0,0124x + 11,149 y =0,0023x + 95,858 y = 0,0015x + 95,28 y =0,0085x +2,1119 y =-0,0034x + 27,447
R2=0,9296 R2=0,6353 R2=0,9898 R2=0,9849 R2=0,2744
GYMM y =0,0145x - 0,8728 y = 0,0085x + 84,504 y =0,0013x + 94,579 y =0,0154x - 2,6336 y = 4E-05x + 12,989
R2=0,9316 R2=0,4207 R2=0,8165 R2=0,9921 R2=10,0002
GYMSU y =0,0122x + 8,5491 y =0,0084x + 92,393 y =0,0048x + 67,105 y =0,0367x + 18,911 y = 0,0037x + 4,9024
R2?=0,9447 R2=0,8095 R?=0,8908 R2=0,9716 R2=0,2441
GYMEA y =0,1049x + 79,36 y =0,7643x - 33,969 y =0,4275x - 7,0227 y = 0,7404x - 25,103 y = 0,248x - 9,6906
R2=0,843 R2=0,9474 R2=0,9626 R?=0,9442 R2=0,1216
GYMA y = 0,0466x + 78,785 y = 0,0682x + 0,2465 y =0,0954x + 6,8586 y =0,135x + 6,1005 y =0,0208x + 54,251
R2=0,8575 R2=0,8825 R2=0,6773 R2=0,9515 R2=0,0773
GYMH y =0,1633x + 81,792 y =1,1366x + 25,219 y=0,5417x + 12,423 y=0,3088x + 10,246 i
R2=0,9087 R2=10,7515 R2=10,7815 R?=0,9686
GYYE y = 0,0059x + 13,394 y =0,0136x + 88,096 y =0,0051x + 92,587 y=0,0123x +1,1344 y =-0,0061x + 30,297
R2=0,5609 R2=10,5629 R2=0,7129 R2=10,9582 R2=10,7725
GYYM y =0,0042x + 11,524 y =0,0089x + 87,665 y =0,0009x + 94,681 y =0,0144x + 6,0117 y =0,0012x + 11,555
R?=0,9995 R?=0,6652 R2=10,7987 R2=10,8691 R2=10,0231
GYYSU y = 0,0039x + 6,719 y =0,0038x + 92,29 y =0,0043x + 69,862 y=0,0066x + 20,145 y = 0,0046x + 2,9737
R2?=0,9853 R2=0,8114 R2=0,9185 R2=0,9692 R2=0,7039
GYYEA y =0,0705x + 74,953 y =0,0768x + 18,422 y =0,1368x + 10,424 y =0,1428x + 5,4129 y =0,2434x - 1,538
R2=0,451 R2=0,8753 R2=0,7094 R2=0,98 R?=0,8389
GYYA y =0,0123x + 80,983 y = 0,0602x - 4,4409 y =0,0242x + 17,832 y =0,0206x + 14,729 y =0,0032x + 70,229
R2=0,988 R2=0,8583 R?=0,5362 R2=0,9964 R2=0,3248
GYYH y =0,244x + 79,451 y =1,1062x + 36,898 y =0,5965x + 8,6431 y =0,5754x + 9,7911 y =-0,3867x + 18,307
R?=0,8819 R2=0,9236 2=0,6055 R2=10,8013 R2=0,2495
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4.7 Flavonoid miktar ile antioksidant aktivite test sonuclarimin karsilastirilmasi

Cizelge 4.5. Flavonoid icerikleri ile antioksidant aktivite test sonuglarinin karsilastiriimasi

FLAVONOID MIKTARINA KARSI ANTIOKSIDANT AKTIiVITE TEST SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

ORNEKLER Toplam antioksidant H,0, giderme OH~ giderme Sﬁperoksit anyonu Indirgenme giicii Serbest radikal giderme
aktivitesi yontemi aktivitesi yontemi aktivitesi yontemi giderme aktivitesi aktivitesi yontemi aktivitesi yontemi
yontemi
GYME y=0,0003x + 0,1776 y=0,0113x + 36,743 y =0,0214x + 58,7 y =0,0143x + 83,09 y =0,001x + 0,142 y =0,0074x + 95,248
R2=0,9392 R2=10,8436 R2=10,8181 R2=0,9809 R2=10,9945 R2=10,9798
GYMM y=0,0002x + 0,0251 y=0,0787x + 23,535 y =0,0476x + 35,809 y =0,0169x + 83,06 y =0,0011x - 0,3519 y =0,0022x + 98,177
R2=10,9722 Rz=0,9901 R2=10,9268 R2=10,9311 R2=10,9078 R2=10,7616
GYMSU y =0,0003x + 00,1138 y=0,0281x + 74,106 y=0,0256x +59,271 y=0,0043x + 96,297 y =0,0013x + 0,1007 y =0,0007x + 99,357
R2=0,9369 R2=0,8891 R2=0,5712 R2=0,8341 R2=0,9819 R2=0,9594
GYMEA y =0,0013x + 0,1677 y =0,134x + 17,96 y = 0,088x + 83,82 y =0,092x + 88,822 y = 0,0003x + 0,0958 y =0,1397x + 27,191
R2=0,9739 R2=0,9888 R2=0,8567 R2=0,9438 R2=0,9246 R2=0,8348
GYMA y =0,0006x + 0,0192 y=0,2216x + 6,4004 y=0,0163x + 86,534 y = 0,0704x + 80,063 y = 0,0004x + 0,0681 y =0,2358x + 13,154
R>=0,7439 R2=0,92 R2=0,9844 R2=0,9295 R2=0,8328 R2=0,9836
GZYMH y =0,0027x + 0,0261 y =1,0957x + 33,78 y =0,121x + 90,884 y = 0,1088x + 92,407 y =0,003x + 0,0772 y = 0,3496x + 27,097
R%=0,8359 R2=10,8891 R2=10,8074 R2=10,8567 R2=0,6809 R2=10,8853
GYYE y =0,0003x + 02116  y=0,0147x + 76,732 y=0,0161x + 63,698 vy =0,0109x + 85,976  y=0,0001x + 0,0986 v = 0,0035x + 96,953
R2=10,9192 R2=10,5614 R2=10,9797 R2=0,9888 R2=10,9905 R2=10,471
GYYM y = 6E-05x + 0,0779  y=0,0052x + 64,824 y=0,0131x + 65,514 y =0,017x + 70,593 y = 6E-05x + 0,0792 y =0,0018x + 97,412
R2=0,9892 R2=10,8852 R2=10,9107 R2=10,7453 R2=10,9979 R2=10,7608
GYYSU y =0,0001x + 0,1204 y =0,0072x + 75,46  y = 0,0064x + 65,398 y = 0,0054x + 91,494 y = 5E-05x + 0,1052 y =0,0012x + 97,948
R2=0,789%4 R?=0,8025 R2=0,6352 R2=0,6944 R2=0,7026 R2=0,8195
GYYEA y =0,0008x + 0,1083 y=0,1281x + 26,692 vy =0,0243x + 87,493 y = 0,0472x + 88,545 y = 0,0008x + 0,0799 y = 0,2969x + 23,285
R2=0,5088 R2=0,9505 R2=0,8458 R2=0,9459 R2=0,983 R2=0,9835
GYYA y = 8E-05x + 0,1398 y=0,0437x + 27,066 vy =0,0015x + 86,424 y = 0,0631x + 60,052 y = 0,0003x + 0,1002 y =0,1072x + 35,053
R2=10,9484 R2=0,9269 R2=0,9692 R2=0,8497 R2=0,9387 R2=0,9709
GYYH y =0,0025x + 0,0603 y=0,6015x + 33,657 y=0,095x+ 89,832  y=0,1010x + 91,445  y=0,0006x + 0,1013 vy =1,6613x + 27,336
R?=0,9204 R?=0,9846 R?=0,8823 R?=0,8887 R2=10,9107 R?=0,9632
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Cizelge 4.5 (devamm). Flavonoid igerikleri ile antioksidant aktivite test sonuglariin yontemlerinin karsilastirilmasi

FLAVONOID MIiKTARINA KARSI ANTIOKSIDANT AKTiVITE TEST SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

ORNEKLER Metal s(.a.lat ak.tivitesi Lipid_ pe_ro_ksidasyonu Deoksiriboz yéntemi ABTS‘T r.adi.ka.l.i giderme Ureaz inhibisyonu
yontemi inhibisyonu aktivitesi yontemi
GYME y=0,013x + 11,82 y =0,002x + 96,061 y =0,0016x + 95,366 y = 0,009x + 2,5302 y =-0,0035x + 27,241
R2=0,9036 R2=0,4497 R2=0,9378 R2=0,9947 R2=10,2539
GYMM y =0,0497x - 10,779 y =0,0365x + 74,771 y =0,0048x + 93,458 y = 0,0559x - 14,857 y =-0,0017x + 13,968
R2=0,7893 R2=0,5568 R?=0,8598 R2=0,9451 R2=10,0281
GYMSU y =0,0127x + 8,7037 y =0,0087x + 92,511 y = 0,005x + 67,165 y =0,0386x + 19,309 y =0,004x + 4,892
R2=0,9415 R2=0,7987 R?=0,8904 R2=0,9816 R2=0,2719
GYMEA y =0,043x + 83,717 y =0,3052x - 1,8214 y =0,1807x + 10,484 y =0,2991x + 5,8735 y=0,1179x - 0,1519
R2=0,7907 R2=0,8421 R2=0,9592 R?=0,8593 R2=0,1532
GYMA y =0,045x + 79,521 y =0,0628x + 1,6555 y =0,0991x + 7,6035 y =0,1196x + 9,4254 y =0,0175x + 54,866
R2=0,9418 R2=0,8825 R?=0,8605 R2=0,8784 R2=0,0643
GYMH y =0,2413x + 81,695 y =1,7623x + 23,75 y =0,8327x + 11,792 y = 0,4677x + 9,9542 i
R2=0,8697 R>=10,792 R>=0,8094 R>=0,9737
GYVYE y =0,0052x + 14,425 y =0,0116x + 90,516 y = 0,0045x + 93,467 y=0,0111x + 3,1651 y =-0,0053x + 29,237
R2=0,5076 R2=10,4853 R>=10,6594 R>=0,9383 R2=10,7021
GYYM y =0,0041x + 12,193 y =0,0075x + 89,673 y =0,001x + 94,808 y =0,0157x + 7,2778 y =0,0032x + 10,573
R>=0,904 R2=0,4624 R>=10,7843 R2=0,994 R>=0,1554
GYYSU y =0,0044x + 7,0454 y =0,0042x + 92,634 y =0,0047x + 70,239 y =0,0076x + 20,609 y = 0,0058x + 3,0608
R2=0,9194 R2=0,7358 R?=0,8375 R2=0,9515 R2=0,8423
GYYEA y = 0,0835x + 74,728 y =0,0815x + 18,847 y =0,1518x + 10,704 y =0,1447x + 6,6767 y =0,247x + 0,5874
R2=0,6045 R2=0,9408 R?=0,8352 R2=0,9618 R2=0,8261
GYYA y =0,0125x + 82,18 y = 0,0634x + 0,8084 y =0,0304x + 18,728 y =0,0214x + 16,611 y =0,0044x + 70,259
2=0,8966 R>=10,8414 2=0,7478 2=0,9461 R?=10,5379
GYYH y =0,26x + 79,947 y =1,0734x + 40,514 y =0,6983x + 9,0479 y = 0,6565x + 10,403 y =-0,5135x + 18,829
R2=0,8976 R2=10,779 R2=10,7436 R2=0,9346 R?=10,3942
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5. TARTISMA VE SONUC
51 Giiz Yemisi Meyve ve Yaprak Ekstraktlarinin Verimleri

Antioksidant aktivite analizlerinde bir¢ok ekstrakt ¢oziiciisii kullanilmaktadir. Giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin etanol, metanol, su, etilasetat, aseton ve hekzan
ekstraktlarin verimleri % 1,82 - 49,83 arasinda degisiklik gosterilmistir (Sekil 4.1).
Giliz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarmin verimleri GYMSU (79,83) > GYMM
(49,23) > GYME (46,59) > GYYA (27,94) > GYYE (21,67) > GYYSU (17,50) >
GYYEA (11,44) > GYMA (11,06) > GYMEA (6,82) > GYYH (4,27) > GYMH
(1,82) seklindedir. Giiz yemisi meyve ve yaprak ekstraktlarindan en yiiksek verime
GYMSU, en diisiik verime GYMH sahiptir.

5.2 Giiz Yemisi Meyve ve Yaprak Orneklerinin UV-Vis Sonuclari

Fenolik bilesikleri daha iyi karakterize edebilmek icin fenolik bilesiklerin analizleri
yaninda, giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin etanol, metanol, su, etilasetat,
aseton ve hekzan ekstraktlarinin 200-750 nm arasinda UV taramas1 yapildi. Giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin etanol, metanol, su, etilasetat, aseton ve hekzan
ekstrelerinin UV-Vis absorpsiyon (200-750 nm) spektrumlari fenolik bilesikler,
flavonoid ve antosiyaninlerin karakterizasyonu i¢in degerlendirilmistir. 200-240 nm
arasinda absorbsiyon yapan ¢ift bag agisindan zengin organik bilesikler
gostermektedir. 240-380 nm arasindaki absorbsiyonlar aromatik bilesiklerin
varligindan kaynaklanmaktadir. 380 nm'den sonraki absorbsiyonlar kromofor
gruplardan kaynaklanmaktadir (Celik, 2010). Fenolik bilesikler, UV-Vis’ de birinci
bant 320-380 nm arasinda ve ikinci bant 250-285 nm arasinda olmak fiizere iki
onemli absorbsiyon bant1 gostermektedir. 409 ve 513 nm arasindaki bantlar
flavonoidlerin ve antosiyaninlerin varlgina bagh olabilir. Caligmamizda
kullandigimiz giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin etanol, metanol, su,
etilasetat, aseton ve hekzan ekstraktlarinin UV-Vis’ deki spektrum taramasinda 200
ile 750 nm arasinda absorbanslari1 gézlenmis ve her bir giiz yemisi 6rneginin UV-Vis
sonuclart Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13" de

verilmistir. Giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin bu dalga boylarindaki
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absorbanslar1 fenolik bilesiklerin, flavonidlerin ve antosiyaninlerin varligini

gosteriyor olabilir.
5.3  Istatistiksel Analiz

Bilesen analizleri ve antioksidant aktivite sonucglari arasinda anlamli fark olup
olmadigi SPSS (Statistical Packages for the Social Sciences) 20.00 paket
programindaki Manova ve Duncan testi kullanilarak degerlendirildi. Duncan HSDa,b
testine gore ornek konsantrasyonlariin ortalamalar1 a,b,c,d ile harflendirildi. “a” en
diisiik ortalamayi, “d” ise en yiiksek ortalamayr belirtmektedir. Farkli harflerin
oldugu konsantrasyonlarda p degerleri 0,05’ den kiiciik oldugu i¢in anlamli bir

farklilik vardir ( p<0,05).

54 Giiz Yemisi Meyve ve Yaprak Orneklerinin Bilesen Analizlerinin

Sonugclari

5.4.1 Orneklerin toplam fenolik madde icerikleri

Fenolik bilesikler, beslenmemizin énemli bir kismini olusturan, terapotik acidan en
faydali biyoaktif maddeler olan sebzeler, meyveler ve pek ¢ok gida maddesinde
yaygin olarak bulunabilen, bir ya da daha fazla hidroksil gruplar1 ile aromatik
halkaya sahip aromatik hidroksilat bilesiklerdir. Fenolik antioksidantlarin (ArOH)

rolii asagidaki formiile gore zincirleme reaksiyonu kesintiye ugratmaktir:
RO," + ArOH — ROOH + ArO° (5.1)

Etkili ArO" olabilmek i¢in nispeten istikrarli bir serbest radikal olmalidir, bu yiizden
RH substratiyla yavas ve RO’ ile hizli reaksiyona girer, bu nedenle de zincir kiran
antioksidant olarak adlandirilir. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinde bulunan
antioksidantlar esas olarak fenolik bilesenler (fenolik asitler ve flavonoidler)
ardindan da tokoferoller, askorbik asit ve karotenoidlerdir. Bu molekiiller esas olarak
Finlandiya, Hindistan, Kore, Polonya, Portekiz, Tayvan ve Tirkiye’den gelen
onlarca farkl tiirde belirlenmistir.

Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin farkli konsantrasyonlardaki fenolik
bilesik igerikleri mg gallik asit/ g kuru madde olarak belirlenmis ve Sekil 4.15° de
gosterilmigtir. Gliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin konsantrasyonlar: arttikca

toplam fenolik bilesik iceriklerinin arttigi gézlenmektedir. En yiiksek doz olan 1000
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png/ mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve oOrneklerinin fenolik madde igerikleri
58,82 ile 2153,66 (GAE mg/g) araliginda iken giiz yemisi yaprak oOrneklerinin
fenolik madde igerikleri 33,07 ile 2484,67 (GAE mg/g) araliginda bulunmustur. Giiz
yemisi meyve Orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri GAE mg/g cinsinden
GYMM (2153,66) > GYME (1043,76) > GYMSU (910,14) > GYMA (260,74) >
GYMEA (154,65) > GYMH (58,82) iken giiz yemisi yaprak orneklerinin toplam
fenolik madde igerikleri GAE mg/g cinsinden GYYSU (2484,67) > GYYM
(2311,65) > GYYE (1558,77) > GYYA (1237,63) > GYYEA (269,55) > GYYH
(33,07) seklindedir.

Khanzadi Fatima Khattak' in (2012) yapiti§i ¢aligmaya gore gliz yemisi
meyvesinin fenolik miktarini 23,3 mg/g olarak bulmustur.

Giiz yemisinin toplam fenolik miktar1 ile ilgili ¢alismanin bir tane olmasi elde
ettigimiz degerlerin karsilagtirilmasina olanak saglamamaktadir. Buna karsin bitkinin
toplam fenolik icerigininin vurgulanmasi acisindan ayni familyaya sahip diger
tiirlerin ve liziimsli meyvelerin analiz sonuglar1 asagida verilmistir.

Gorkem Yalgin' in (2012) yaptigi ¢alismada igde (Elaeagnus angustifolia L.)
bitkisinin yaprak ve cekirdek orneklerinin metanol ekstraktlarinin toplam fenolik
madde igerikleri sirasiyla 5,13 (GAE mg/g) ve 2,25 (GAE mg/g)' dir. Tezde
kullanilan ayni familyaya sahip giiz yemisinin (zeytini) (Elaeagnus umbellata
Thunb.) yaprak ve meyve orneklerinin metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde
icerikleri sirastyla 2311,65 (GAE mg/g) ve 2153,66 (GAE mg/g) olarak bulunmustur.
Tezde kullanilan giiz yemisi bitkisinin toplam fenolik madde igeriklerinin ayni
familyaya sahip farkl: tiir olan igdeden daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Mahfuz Elmastas ve Resul Gergekgioglu (2011) bazi iiziimsii meyve
tiirlerinin antioksidan aktivitelerini arastirmis ve ahududu, gelebor, kusburnu ve
miirver meyvelerinin etanol ekstraktlarindaki toplam fenol miktarlar1 sirastyla 13500
(GAE mg/g), 22900 (GAE mg/g),7300 (GAE mg/g) ve 14600(GAE mg/g)
seklindedir. Giiz yemisi meyvesinin etanol ekstraktindaki toplam fenol miktarindan
kusburnu hari¢ diger meyvelerin fenol miktarlari yiiksektir. Yaprak etanol
ekstrakinin toplam fenol miktar1 ise gelebor meyvesi hari¢ diger meyvelerden
yiiksektir.

Bilge Egetin Filiz ve Atif Can Seydim (2014) bazi kurutulmus meyvelerin
antioksidan aktivitelerini arastirmis ve ¢ilek ve kapuzun sulu ¢ozeltisinin toplam

fenol miktarlarini sirasiyla 5386 (GAE mg/g) ve 219 (GAE mg/g) olarak bulmustur.
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Gliz yemisinin su ektraktinin toplam fenol miktar1 ¢ilekten daha diisiik, karpuzdan

daha yiiksek oldugu gozlenmstir.

5.4.2 Orneklerin toplam flavonoid icerikleri

Flavonoidler, bitkilerde dogal olarak olusan, meyveler, sebzeler, tahillar, kokler,
saplar ve ¢igeklerde, cay ve sarap gibi tlirev iiriinlerde bulunan, genis bir antioksidant
aktivitesi olan fenolik grubunu temsil eder. DNA hasar1 ve timor iiretiminde etkisi
olan cesitli serbest radikaller ve singlet oksijen de dahil olmak iizere, okside edici
cesitli molekiil tiplerine kars1 flavonoidlerin son derece etkili oldugu belirtilmistir
(Ferreira ve dig., 2009).

Gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin farkli konsantrasyonlardaki
flavonoid igerikleri mg katesin/ g kuru madde olarak belirlenmis ve Sekil 4.17° de
gosterilmistir. Gliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin konsantrasyonlar: arttikca
toplam flavonoid igeriklerinin arttig1 gézlenmektedir. En yiiksek doz olan 1000 pg/
mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve orneklerinin flavonoid igerikleri 35,4 ile
1526,9 (katesin mg/g) araliginda iken giiz yemisi yaprak Orneklerinin flavonoid
igerikleri 31,9 ile 2361,7 (katesin mg/g) araliginda bulunmugstur. Giiz yemisi meyve
orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri katesin mg/g cinsinden GYMM
(1526,9) > GYME (1025,2) > GYMSU (828,8) > GYMA (243,2) > GYMEA (132,0)
> GYMH (35,4) iken giiz yemisi yaprak orneklerinin toplam flavonoid igerikleri
katesin mg/g cinsinden GYYSU (2361,7) > GYYM (1455,0) > GYYA (902,2) >
GYYE (849,8) > GYYEA (228,7) > GYYH (31,9) seklindedir.

Khanzadi Fatima Khattak' mn (2012) yapitig1 calismaya gore giiz yemisi
meyvesinin flavonoid igerigi 3,6 mg/g olarak bulunmustur.

Giiz yemisinin toplam flavonoid miktar: ile ilgili ¢aligmanin bir tane olmasi

elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

5.4.3 Orneklerin toplam antosiyanin icerikleri

Giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin antosiyanin igerikleri pg syanidin-3-
glukozid/ g kuru madde olarak belirlenmis ve Cizelge 4.1' de gosterilmistir. Giiz
yemisi meyvesini antosiyanin igerigi 48,06 (ug syanidin-3-glukozid/ g kuru madde)
iken giiz yemisi yapraginin antosiyanin igerigi 290,27 (ng syanidin-3-glukozid/ g
kuru madde) seklindedir.
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Giiz yemisinin toplam antosiyanin miktari ile ilgili ¢alismanin olmamasi elde
ettigimiz degerlerin karsilastirllmasina olanak saglamamaktadir. Buna karsin bitkinin
toplam antosiyanin miktarinin vurgulanmasi agisindan ayni familyaya sahip diger
tiirlerin ve lizimsii meyvelerin analiz sonuglar1 asagida verilmistir.

Miicahit Pehlivan ve Muharrem Giileryliz (2004) ahududu ve bogiirtlenlerin
insan sagligi agisindan Onemini aragtirmig ve siyah ahududu, bogiirtlen, morion
lizlimii, boysen lizlimii, kirmizi ahududu, ¢ilek, elma, seftali ve kirmizi iiziimiin
toplam antosiyanin miktarlar1 sirasiyla 214000-589000 (ug syanidin-3-glukozid/ g
kuru madde), 83000-326000 (ng syanidin-3-glukozid/ g kuru madde), 109000-
155000 (ug syanidin-3-glukozid/ g kuru madde), 120000-160000 (ug syanidin-3-
glukozid/ g kuru madde), 20000-65000 (ug syanidin-3-glukozid/ g kuru madde),
40000 (ng syanidin-3-glukozid/ g kuru madde), 1000-10000 (ung syanidin-3-
glukozid/ g kuru madde), 5000 (ug syanidin-3-glukozid/ g kuru madde) ve 1000000
(ug syanidin-3-glukozid/ g kuru madde) olarak bulmustur. Giiz yemisinin toplam

antosiyanin miktar1 bu meyvelerden daha diisiiktiir.

5.4.4 Orneklerin p-karoten ve likopen icerikleri

Beslenmemizdeki ve insan viicudundaki karotenoidlerin yaklasik % 90’1 beta
karoten, alfa karoten, likopen, lutein ve beta kriptozantin’dir. Karotenoidler, serbest
radikallerle reaksiyona girebilirler ve kendileri radikal olabilirler. Ozellikle oksijenin
kismi basinginin diisiik oldugu kosullarda, bir lipid ortaminda zincir kirict bir
antioksidant gorevi gorebilirler. Lipidlerden olusan peroksil radikalleri (ROO")
hiicrelere ¢ok hasar verir. Cift baglarin genis yapis1 karotenoidleri, peroksil
radikallerin saldirilarina acgik hale getirir ki, inaktif iirlinlerin olugsmasina yol acar

(Ferreira ve dig., 2009).

RH + Oksidant Baglatict ———» R’ (5.2)
R +0, ——» ROO (5.3)
ROO" + Karotenoidler —— Inaktif Uriinler (5.4)

Gliz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin [B-karoten ve likopen igerigi
mg/100 mL olarak belirlenerek Sekil 4.18 ve Sekil 4.19’ de gosterilmistir. Buna
gore, gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerindeki B-karoten igerigi; GYYH
(18425,96) > GYYEA (6338,07) > GYYE (5750,86) > GYYM (5397,54) > GYMH
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(1923,68) > GYMEA (280,37) > GYMA (261,64) > GYYSU (82,18) > GYME
(75,51) > GYMSU (43,91) > GYMM (13,16) seklindedir.

Khanzadi Fatima Khattak' in (2012) yapitig1 calismaya gore gliz yemisi
meyvesinin karotenoid miktari 19,9 mg/g olarak bulunmustur.

Ingrid ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya gore yabani giiz yemisinin [3-
karoten igerigi 0,38 (mg/100 g taze agirlik) olarak bulunmustur.

Giliz yemisi meyve ve yaprak orneklerindeki likopen igerigi; GYMH (36,39)
> GYYH (22,09) > GYYEA (9,07) > GYMEA (8,48) > GYMA (8,34) > GYYE
(5,7) > GYYM (4,66) > GYME (2,27) > GYMM (0,12) > GYMSU = GYYSU
seklindedir.

Ingrid ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore yabani giiz yemisinin likopen
icerigi 38,23 (mg/100 g taze agirlik) olarak bulunmustur.

Gliz yemisinin likopen miktar1 ile ilgili ¢aligmanin bir tane olmasi elde

ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

5.4.5 Orneklerin askorbik asit icerikleri

Ayn1 zamanda C vitamini olarak bilinen askorbik asitin sentezi yapilamaz ve giinliik
besinler vasitasiyla alinmast gerekir. LDL kolestroliiniin oksidasyonunu o6nler, lipit
peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek lipitleri oksidasyona
kars1 koruyabilir. Vitamin C stiperoksit, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil
radikali ve singlet oksijene kargi etkilidir. Vitamin C ve Vitamin E arasinda
isbirligine dayali etkilesimler mevcuttur. Vitamin E lipid peroksil radikallerini
yikarak kendisi radikal forma doniisebilir. Radikalik E vitamini iyi bir indirgeyici
ajan olan askorbik asit ile reaksiyona girerek antioksidant bigimine geri doner.
Vitamin C radikali ¢ok reaktif degildir, NADH rediiktaz tarafindan indirgenir
(Ferreira ve dig., 2009; Sarikiirkgii., 2009).

Askorbik asit + Vitamin E* ———— Askorbat” + Vitamin E (5.5)
Askorbat" + NADH —— > Askorbat + NAD’ (5.6)

Giiz yemisi meyve ve yaprak drneklerinin askorbik asit igerigi mg askorbik
ait/g kuru madde olarak belirlenerek Cizelge 4.2' de gosterilmistir. Buna gore, giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerindeki askorbik asit igerigi sirasiyla 138,13 mg

askorbik ait/g kuru madde ve 268,44 mg askorbik ait/g kuru madde seklindedir.
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Khanzadi Fatima Khattak' in (2012) yapitig1 c¢aligmaya gore giliz yemisi
meyvesinin askorbik asit miktari 27,8 mg/100 g olarak bulunmustur.

Giiz yemisinin askorbik asit miktari ile ilgili calismanin bir tane olmasi elde
ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir. Buna karsin bitkinin
askorbik asit miktarinin vurgulanmasi agisindan ayni familyaya sahip diger tiirlerin
ve lizlimsi meyvelerin analiz sonuglari agagida verilmistir.

Mahfuz Elmastas ve Resul Gergekgioglu (2011) bazi iiziimsii meyve
tiirlerinin antioksidan aktivitelerini arastirmis ve ahududu, gelebor, kusburnu ve
miirver meyvelerinin etanol ekstraktlarindaki askorbik asitmiktarlar1 sirastyla 344,3

(mg/100 g), 382,5 (mg/100 g), 722,5 (mg/100 g) ve 221,4 (mg/100 g) seklindedir.

55  Giiz Yemisi Meyve ve Yaprak Ornekleinin Antioksidant Aktivitelerinin

Sonugclari

5.5.1 Standart maddelerin ve 6rneklerin toplam antioksidant aktiviteleri

Standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin toplam
antioksidant aktiviteleri Mo (VI) in Mo(V) e indirgenme ve yesil renkte
fosfat/Mo(V) bilesiginin olusumu esasina bagl ile 695 nm’ de spektroskopik olarak
tayin edilmektedir. Standart antioksidant maddeler ile giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin absorbanslarina bakilarak karsilastirilmasi yapilmis ve Sekil 4.21 ve
4.22° de gosterilmistir. Buna gore, standart antioksidant maddelerin ve giiz yemisi
meyve ve yaprak orneklerinin konsantrasyonlart arttik¢a toplam antioksidant
aktivitelerinin arttig1 gézlenmistir.

En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin toplam antioksidant aktiviteleri
TBHQ (0,5985) > Troloks (0,5863) > BHT (0,5546) > E Vit. (0,5164) > BHA
(0,5146) > GYYE (0,4108) > GYME (0,3780) > GYYEA (0,2649) > GYMSU
(0,2609) > GYYSU (0,25577) > A.asit (0,1996) > GYMEA (0,1923) > GYYA
(0,1788) > GYMM (0,1483) > GYYM (0,1478) > GYMA (0,1269) > GYYH
(0,1249) > GYMH (0,0884) seklindedir. Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
toplam antioksidant aktiviteleri standart antioksidant maddelerle karsilagtirilmig ve C
vit. hari¢ toplam antioksidant aktivitelerinin daha diisiikk oldugu gozlenmistir (Sekil

419 ve 4.20). Giz yemisi meyve ve yaprak Ornekleri kendi aralarinda
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karsilagtirildiginda ise en yiiksek toplam antioksidant aktivite GYYE, en diisiik
aktivite ise GYMH 6rneginde gozlenmistir.

Gliz yemisinin toplam antioksidant aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismanin
olmamasi1 elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin  fenolik madde icerikleri ile ayni konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R%) degerleri belirlenmistir. Orneklerin toplam antioksidant aktiviteleri ile
fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz
yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin R’ karsilagtirildiginda GYMEA (0,96),
GYMSU (0,95), GYYE (0,93), GYYH (0,92), GYMM (0,89), GYME (0,88),
GYYSU (0,87), GYYM (0,85), GYMA (0,83), GYMH (0,80), GYYA (0,78) ve
GYYEA (0,35) seklindedir. Orneklerin R* degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde icerikleri ile toplam antioksidant aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayn1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin toplam antioksidant aktiviteleri ile flavonoid
igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi meyve ve
yaprak orneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (0,99), GYMM (0,97), GYMEA
(0,97), GYYA (0,95), GYME (0,94), GYMSU (0,94), GYYE (0,92), GYYH (0,92),
GYMH (0,84), GYYSU (0,79), GYMA (0,74) ve GYYEA (0,51) seklindedir.
Omneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile toplam

antioksidant aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.2 Standart maddelerin ve 6rneklerin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri

H20, organizmalarda oksijen metabolizmasinin bir yan {irlinii olarak dogal olarak
tiretilir. Biyolojik sistemler H,O; iiretebilir. Hidrojen peroksit kendisi ¢ok reaktif
degildir fakat hiicre i¢in toksik olabilir ¢iinkii hiicre icinde OH" radikali olusumuna
sebep olabilir. Hidrojen peroksitin toksititesi OH™ radikalinin doniisiimiinden
kaynaklanir (Giilgin, 2012). Fe * 2 ve diger gecis elementlerinin varliginda Fenton ve

Haber-Weiss reaksiyonlar1 (Denklem 2.5 ve Denklem 2.6) sonucu en aktif ve zararl
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olan OH’ radikalinin olusumuna neden olurlar (Altinigik, 2000). Bu nedenle hidrojen
peroksitin giderilmesi oldukca énemlidir.

Gliz yemisinin hidrojen peroksit giderme aktivitesi ile ilgili herhangi bir
calismanin  olmamast elde ettigimiz degerlerin karsilagtirilmasina  olanak
saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) hidrojen peroksit (H,0O,) giderme
aktiviteleri belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart
antioksidant maddelerinin konsantrasyonlart arttik¢a hidrojen peroksit giderme
aktivitelerinde artig gozlenmistir (Sekil 4.23 ve 4.24). En yiiksek doz olan 500 pg/mL
konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak 6rneklerinin ve standart antioksidant
maddelerin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri A.asit (91,43) > E Vit. (88,57) =
GYMSU (88,57) > GYYE (85,71) > GYYSU (82,86) > Troloks (80) = TBHQ (80) >
BHA (77,14) = GYMM (77,14) > GYYM (71,43) > BHT (68,57) > GYYA (48,57) =
GYMH (48,57) > GYME (42,86) = GYYEA (42,86) = GYYH (42,86) > GYMA
(31,43) > GYMEA (28,57) seklindedir. Orenklerin A.asit ve E vit.'den daha diisiik
hidrojen peroksit giderme aktivitelerine sahip oldugu, kendi ararlarinda
karsilagtirildiginda ise en yiiksek hidrojen peroksit giderme aktivitesi GYMSU, en
diisiik hidrojen peroksit giderme aktivitesi GYMEA 6rneginde gdzlenmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile ayni konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak igin kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri
ile fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz
yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin R’ karsilastirildiginda GYMEA (0,99),
GYMSU (0,91), GYYE (0,63), GYYH (0,97), GYMM (0,91), GYME (0,93),
GYYSU (0,90), GYYM (1,00), GYMA (0,96), GYMH (0,87), GYYA (0,79) ve
GYYEA (0,88) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde igerikleri ile hidrojen peroksit giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilagtirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)

degerleri belirlenmistir. Orneklerin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri ile
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flavonoid igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi
meyve ve yaprak drneklerinin R? karsilastirildiginda GY'YM (0,88), GYMM (0,99),
GYMEA (0,99), GYYA (0,93), GYME (0,84), GYMSU (0,89), GYYE (0,56),
GYYH (0,98), GYMH (0,89), GYYSU (0,80), GYMA (0,92) ve GYYEA (0,95)
seklindedir. Orneklerin R® degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile

hidrojen peroksit giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.3 Standart maddelerin ve érneklerin hidroksil radikali giderme aktiviteleri

Hidroksil radikali olasilikla “ROT” lerin en gii¢liisiidiir. Her tiir biyolojik molekiil
hidroksil radikalinin bir hedefi olsa da, 6zellikle elektronca zengin bilesikler secilen
tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidler de baslatilan radikalik
tepkimelerde binlerce farkli ara iirlinler olusturabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA)
ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlar1 ve zincir kirilmalar1 gerceklesebilir. ileri
derecedeki DNA hasarlari tamir edilemediginden hiicre o6liimiine neden olur.
Hidroksil radikalinin baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu
zarin yapisini bozar ve gegirgenligini arttirip hiicre 6liimiine neden olabilir (Coskun,
2008).

FeSO, ve H,0; karisimi ile hidroksil radikali olusturulur. Salisilik asit ilavesi
ile olusan kompleks acik kirmizi renktedir. Antioksidant maddelerin varliginda
kirmiz1 renkte azalma meydana gelir. Hidroksil radikali giderme aktivitesinde
konsantrasyon arttikca absorbansta azalmanin goézlenmesi, Orneklerin hidroksil
radikalini giderdigini gostermektedir.

Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlar: arasinda
anlaml bir fark gozlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda 6nemli bir
farklilik vardir. Harflendirilen oOrnekler ve standart maddelerde “a” en diisiik
ortalamay1, “d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHA’ nin biitiin
konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL
konsantrasyondaki aktivite “a” ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile,
250 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “c” ile ve 500 pg/mL konsantrasyondaki
aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil 4.23 ve 4.24). Biitlin standart maddelerin ve
gliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlar

arasinda anlaml bir fark vardir (p < 0,05).
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En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin hidroksil radikali giderme
aktiviteleri GYMH (93,11) > GYYH (92,47) > GYYEA (90,38) > GYMEA ( 89,83)
> GYMA (88,97) > GYYA (87,19) > GYYM (81,01) > TBHQ (80,44) > E Vit.
(78,92) = A.asit (78,92) > BHT (76,15) > GYYE (74,36) > Troloks (73,00) >
GYYSU (71,49) > GYMSU (70,93) > GYME (69,32) > GYMM (67,85) > BHA
(66,12) seklindedir. Orneklerin hidroksil radikali giderme aktiviteleri standart
maddelerden genellikle daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ornekler kendi arasinda
karsilastirildiginda ise en yiiksek hidroksil radikali giderme aktivitesi GYMH, en
diistik hidroksil radikali giderme aktivitesi GYMM oldugu goézlenmistir. Biitiin
ornekler ve standart maddelerin konsantrasyonlar1 arttikga aktivitelerinde artis
gozlenmistir. (Sekil 4.25 ve 4.64).

Giliz yemisinin hidroksil radikali giderme aktivitesi ile ilgili herhangi bir
calismanin  olmamast elde ettigimiz degerlerin karsilagtirilmasina  olanak
saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile ayn1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin hidroksil radikali giderme aktiviteleri
ile fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz
yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin R? karsilastirildiginda GYMEA (0,71),
GYMSU (0,59), GYYE (0,99), GYYH (0,79), GYMM (0,83), GYME (0,94),
GYYSU (0,82), GYYM (0,71), GYMA (0,91), GYMH (0,76), GYYA (0,86) ve
GYYEA (0,72) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde igerikleri ile hidroksil radikali giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilagtirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsayi (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin hidroksil radikali giderme aktiviteleri ile
flavonoid igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi
meyve ve yaprak 6rneklerinin R? karsilastinldiginda GYMEA (0,96), GYMSU
(0,57), GYYE (0,98), GYYH (0,88), GYMM (0,93), GYME (0,82), GYYSU (0,63),
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GYYM (0,91), GYMA (0,98), GYMH (0,81), GYYA (0,97) ve GYYEA
(0,85)seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid icerikleri ile

hidroksil radikali giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.4 Standart maddelerin ve oOrneklerin siiperoksit anyonu giderme

aktiviteleri

Stiperoksit anyon radikali tiim aerobik canlilarda normal metabolizmanin seri
esnasinda olusmaktadir ve asil 6nemi dokulara zarar vermesi degil, hidrojen peroksit
olusumuna neden olmasidir. Hidrojen peroksit, kuvvetli yiikseltgen oldugundan
hiicre ve hiicre bilesenlerine zarar verir. Siiperoksit anyon radikali lipidlere,
proteinler ve niikleik asitlerlere hasar verebilir (Giiler, 2013). Siiperoksit radikali
NBT’ nin indirgenmesi ile ve NADH’ nin oksidasyonu ile PMS —NADH sistemi ile
iiretilir. NBT*? olusan siiperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucu, sari renginin
formazan mavisine doniisiimii 560 nm de spektroskopik olarak belirlenmistir (Sekil

5.1) (Giilgin, 2012).

NADH+H*+20, P35 NAD++20," + 2H* (5.7)
NBT+20,-+2H— NBT-H,+20; (5.8)
NADH+H"+NBT 2™, NBT-H,+NAD" (5.9)
NO, NO,
+0,7
© © ” i i
N—N N—N
r4 FA
20 LD
NBT *2 Formazon (mavi)

Sekil 5.1. NBT*? nin sliperoksit anyonu ile reaksiyonu.

Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli bir fark gozlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda 6nemli bir

‘6 2

farklilik vardir. Harflendirilen 6rnekler ve standart maddelerde en diisiik ortalamayi,
“d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHT’ nin biitiin konsantrasyonlar
arasinda anlaml bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL konsantrasyondaki aktivite

C‘ 2

ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile, 250 pg/mL konsantrasyondaki
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aktivite “c” ile ve 500 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil
4.23 ve 4.24). Biitlin standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlarn arasinda anlamh bir fark vardir (p<0,05).

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) siiperoksit anyonu giderme
aktiviteleri belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart
antioksidant maddelerinin konsantrasyonlar1 arttik¢a siiperoksit anyonu giderme
aktivitelerinde artis gozlenmistir (Sekil 4.27 ve 4.28). En yiiksek doz olan 500 pg/mL
konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart antioksidant
maddelerin siiperoksit anyonu giderme aktiviteleri GYMSU (98,50) > GYYSU
(96,84) > GYMEA (95,56) > GYMM (94,57) > GYMH (94,39) > GYYEA (94,28)
> GYYH (93,72) > GYYE (93,21) > GYME (90,97) > GYMA (90,31) > GYYA
(89,58) > GYYM (88,88) > A.asit (58,75) > TBHQ (37,43) > E Vit. (35,30) > BHT
(34,35) > Troloks (23,12) > BHA (20,62) seklindedir. Orneklerin siiperoksit anyonu
giderme aktiviteleri standart maddelerden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ornekler
kendi ararlarinda karsilastirildiginda ise en yiiksek siiperoksit anyonu giderme
aktivitesi GYMSU, en diisiik siiperoksit anyonu giderme aktivitesi BHA 6rneginde
gozlenmistir.

Giliz yemisinin siiperoksit anyonu giderme aktivitesi ile ilgili herhangi bir
calismanin olmamas1 elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina  olanak
saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak igin kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (RZ) degerleri belirlenmistir. Orneklerin siiperoksit anyonu giderme
aktiviteleri ile fenolik madde iceriklerinin dogru orantili oldugu gdzlenmistir
(Cizelge 4.6). Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin R? karsilastirildiginda
GYMEA (0,93), GYMSU (0,86), GYYE (0,99), GYYH (0,98), GYMM (0,84),
GYME (0,91), GYYSU (0,82), GYYM (0,81), GYMA (0,87), GYMH (0,86),
GYYA (0,68) ve GYYEA (0,85) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire
yakin ise fenolik madde igerikleri ile siiperoksit anyonu giderme aktiviteleri o kadar
dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak

orneklerinin falvonoid igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
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aktivitelerini  karsilagtirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin siiperoksit anyonu giderme aktiviteleri ile
flavonoid igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Giliz yemisi
meyve ve yaprak drneklerinin R? karsilastirildiginda GY'YM (0,74), GYMM (0,93),
GYMEA (0,94), GYYA (0,85), GYME (0,98), GYMSU (0,83), GYYE (0,99),
GYYH (0,89), GYMH (0,86), GYYSU (0,69), GYMA (0,93) ve GYYEA (0,95)
seklindedir. Orneklerin R® degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile

stiperoksit anyonu giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.5 Orneklerin ve standart maddelerin indirgeme giicii aktiviteleri

Ekstrakt o6rneklerinin ve standart antioksidant maddelerin indirgeme giicii aktivitesi
Fe*® iin Fe" ye indirgenmesinin 700 nm spektroskopik olarak Olgiilmesi ile
belirlenmistir. Indergenmis iriin olan Fe(CN)s" maddesine serbest Fe*}(FeCls)
ilavesi ile purmason mavisi renginde Fes[Fe(CN)g]s kompleks bilesigini olusturur.
Baslangicta sar1 renk olan ¢ozeltiler, antioksidant maddelerin varlig: ile indirgeme
giiciine bagl olarak mavi-yesil arasinda (purmason mavisi) renkler almaktadir. Bu
standart maddelerin ve ekstrakt orneklerinin indirgeme giicii aktivitesine sahip
oldugunu ve doz arttik¢a indirgeme giicii aktivitelerinin arttigini gostermektedir.
Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) indirgeme giicii aktiviteleri
belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart antioksidant
maddelerinin  konsantrasyonlar1 arttik¢ca indirgeme giicii aktivitelerinde artis
gozlenmistir (Sekil 4.29 ve 4.30). En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda
gliz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin
indirgeme giicii aktiviteleri A.asit (2,4367) > BHT (2,1671) > TBHQ (1,8791) >
BHA (1,6029) > Troloks (1,4411) > E Vit. (0,9551) > GYMSU (0,8056) > GYME
(0,6661) > GYMM (0,4487) > GYYA (0,2498) > GYYE (0,1917) > GYYEA
(0,1785) > GYYM (0,1598) > GYYSU (0,1580) > GYMA (0,1361) > GYMH
(0,1298) > GYYH (0,1143) > GYMEA (0,1133) seklindedir. Orneklerin indirgeme
giicii aktiviteleri standart maddelerden daha diisiik oldugu gdzlenmistir. Ornekler
kendi ararlarinda karsilastirildiginda ise en yiikksek indirgeme giicii aktivitesi

GYMSU, en diisiik indirgeme giicii aktivitesi GY MEA 6rneginde gézlenmistir.
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Giliz yemisinin indirgeme giicii aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismanin
olmamasi elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 ug/mL) giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin  fenolik madde igerikleri 1ile ayni1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsayr (R%) degerleri belirlenmistir. Orneklerin indirgeme giicii aktiviteleri ile
fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.6). Gliz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin R? karsilastinldiginda GYMEA (0,86),
GYMSU (0,98), GYYE (1,00), GYYH (0,88), GYMM (0,99), GYME (0,95),
GYYSU (0,85), GYYM (0,88), GYMA (0,92), GYMH (0,62), GYYA (0,99) ve
GYYEA (0,98) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde igerikleri ile indirgeme giicii aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayn1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin indirgeme giicii aktiviteleri ile flavonoid
igeriklerinin dogru orantili oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi meyve ve
yaprak Orneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (1,00), GYMM (0,99), GYMEA
(0,92), GYYA (0,94), GYME (0,99), GYMSU (0,98), GYYE (0,99), GYYH (0,91),
GYMH (0,68), GYYSU (0,70), GYMA (0,83) ve GYYEA (0,98) secklindedir.
Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile indirgeme giicii

aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.6 Orneklerin ve standart maddelerin serbest radikal giderme aktiviteleri

Standart maddelerin ve ekstrakt 6rneklerinin serbest radikal giderme aktiviteleri
DPPH" serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH’) maddesi genellikle, antiosidantlarda serbest radikal giderme aktivitesini
degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Bu kararli serbest radikal 517 nm dalga boyunda
maksimum absorbans gostermektedir. DPPH™ kararli serbest radikali, kararh
diyamanyetik bir molekiil olabilmek i¢in bir elektron veya hidrojen radikali alir.
Baslangicta mor renkte olan DPPH" radikali antioksidant maddeden (AH) hidrojeni
alir ve sar1 renkte olan hidrazin (DPPH-H) bilesigi olusur (Sekil 5.2). Renkte (mor
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renkten sariya) acilma meydana geldikce absorbans degerlerinin de diistigi

gozlenmektedir (Gtilgin, 2012).

NO, NO,
AH A
O,N NO, \ { O,N NO,
N~ NH
N N
DPPH - DPPH-H

Sekil 5.2. Antioksidant maddenin (AH) DPPH" radikalini gidermesi.

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 ug/mL) serbest radikal giderme aktiviteleri
belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin ve standart antioksidant
maddelerinin konsantrasyonlari arttikga serbest radikal giderme aktivitelerinde artis
gozlenmistir (Sekil 4.31 ve 4.32). En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda
giiz yemisi meyve ve yaprak 6rneklerinin ve standart antioksidant maddelerin serbest
radikal giderme aktiviteleri (%) BHA (99,99) = BHT (99,99) > TBHQ (99,98) >
GYME (98,96) = GYYE (98,96) > GYMM (99,88) > GYMSU (99,80) > Troloks
(99,66) = E Vit. (99,66) > GYYM (99,32) > GYYSU (99,11) > A.asit (99,04) >
GYYA (91,14) > GYYH (70,64) > GYYEA (62,27) > GYMA (50,54) > GYMEA
(39,14) > GYMH (35,07) seklindedir. Orneklerin serbest radikal giderme aktiviteleri
standart maddelerden genellikle daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ornekler kendi
ararlarinda karsilastirildiginda ise en yiiksek serbest radikal giderme aktivitesi
GYME, en diisiik serbest radikal giderme aktivitesi GY MH 6rneginde gézlenmistir.

Khanzadi Fatima Khattak' mm (2012) yapitig1 calismaya gore giiz yemisi
meyvesinin metanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesi 84,9 (%) olarak
bulunmustur.

Ghias Uddin ve Abdur Rauf 1n (2012) yapitig1 ¢alismaya gore giiz yemisi
meyvesinin metanol, hekzan ve etilasetat ekstraktlarinin 100 pg/mL'deki serbest

radikal giderme aktiviteleri 86,9 (%), 79,9 (%) ve 80,9 (%) olarak bulunmustur.
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Mahfuz Elmastas ve Resul Gergekgioglu (2011) bazi iiziimsii meyve
tiirlerinin antioksidan aktivitelerini aragtirmis ve ahududu, gelebor, kusburnu ve
miirver meyvelerinin etanol ekstraktlarindaki serbest radikal giderme aktiviteleri
strastyla 45,2 (%), 78,2 (%), 52,4 (%) ve 48,3 (%) seklindedir.

Gorkem Yalgm' in (2012) yapitigi caligmaya gore igdenin yaprak ve ¢ekirdek
metanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktiviteleri sirastyla 85,81 (%) ve 50,93
(%) olarak bulunmustur.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin  fenolik madde icerikleri ile ayni konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin serbest radikal giderme aktiviteleri
ile fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin R? karsilastinldiginda GYMEA (0,94),
GYMSU (0,95), GYYE (0,53), GYYH (0,90), GYMM (0,90), GYME (0,98),
GYYSU (0,96), GYYM (0,84), GYMA (0,98), GYMH (0,86), GYYA (0,92) ve
GYYEA (0,99) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde igerikleri ile serbest radikal giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin serbest radikal giderme aktiviteleri ile flavonoid
igeriklerinin dogru orantili oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi meyve ve
yaprak orneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (0,76), GYMM (0,76), GYMEA
(0,83), GYYA (0,97), GYME (0,98), GYMSU (0,96), GYYE (0,47), GYYH (0,96),
GYMH (0,88), GYYSU (0,82), GYMA (0,98) ve GYYEA (0,98) seklindedir.
Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile serbest raidikal

giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.5.7 Orneklerin ve standart maddelerin metal selat aktiviteleri

Demir gibi gecis metal iyonlar1 canli sistemde serbest radikal olusturan giiclii birer
oksidatif katalist olarak gorev yapmaktadir. Biyolojik sistemlerde oksijen taginmast,

ATP iiretimi, DNA ve klorofil sentezinde 6nemli role sahip olan demirin serbest
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formlar1 canli hiicrelerde toksik etki yapabilmektedir. Bu toksisite sonucunda olusan
aktif oksijen tiirleri lipd oksidasyonunu tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine
saldirabilmektedir. Fe' iyonu insan ve hayvan sistemlerinde ROT iiretimini
kolaylastirabilir. Demir iyonu, gida sistemlerinde etkili prooksidanlardan oldugu ig¢in,
iyi bir selatlama etkisi ile serbest demir iyonlarinin uzaklastirilmasi, oksidatif strese
bagli hastaliklarin 6nlenmesinde yararli olabilir. Bircok metal dogal olarak viicutta
selat olusturmus formda bulunur. Selat olusumu antioksidant savunma sistemine
onemli katkida bulunmaktadir. Demir selatlama yetenegi maddelerin antioksidant
ozelligi i¢in onemlidir (Giilgin, 2012; Koca ve Karadeniz, 2003). Bu nedenle giiz
yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin metal selatlama aktiviteleri incelenmistir.
Metal selat aktivitesi antioksidant oOzellik gosteren maddelerin Fe™ ile
komplekslesme 6zelligi 562 nm’ de Fe*?-ferrozin kompleksinin absorbansi ol¢iilerek
belirlenmistir. Selatlama maddelerinin varliginda, kompleks olusumu kirmizi renkte
bir azalma ile sonuglanacak sekilde bozulur. Metal selatlama aktivitesinde azalan
absorbans, ferrozine baglanmadan demir iyonlarinin selatlandigini géstermektedir.

Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli bir fark gozlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda 6nemli bir
farklilik vardir. Harflendirilen 6rnekler ve standart maddelerde “a” en diigiik ortalamayz,
“d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHA’ nin biitiin konsantrasyonlar
arasinda anlamli bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL konsantrasyondaki aktivite
“a” ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile, 250 pg/mL konsantrasyondaki
aktivite “c” ile ve 500 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil
4.23 ve 4.24). Biitiin standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gozlendi
(p<0,05).

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) metal selat aktiviteleri belirlenen
giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart antioksidant maddelerinin
konsantrasyonlari arttik¢a metal selat aktivitelerinde artis gézlenmistir (Sekil 4.33 ve
4.34). En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin metal selat aktiviteleri EDTA
(94,58) > E Vit. (94,58) > GYYA (89,51) > GYMEA (86,91) > GYYH (86,89) >
GYMA (86,71) > GYMH (86,16) > GYYEA (83,94) > TBHQ (27,36) > GYMM
(26,68) > BHT (24,55) > Troloks (24,37) > BHA (21,48) > GYME (19,15) > GYYE
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(17,42) > GYYM (17,36) > A.asit (17,09) > GYMSU (15,87) > GYYSU (11,64)
seklindedir. Orneklerin metal selat aktiviteleri EDTA ve E Vit.' ninden daha diisiik
oldugu gézlenmistir. Ornekler kendi ararlarinda karsilastirildiginda ise en yiiksek
metal selat aktivitesi GYYA, en diisik metal selat aktivitesi GYYSU 6rneginde
gozlenmistir.

Gliz yemisinin metal selat aktivitesi ile ilgili herhangi bir c¢alismanin
olmamasi elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir. Buna
karsinin bitkiye yakin olan {iziimsii meyvelerin analiz sonuglari ile kiyaslanmistir.

Mahfuz Elmastas ve Resul Gergekgioglu (2011) bazi iiziimsii meyve
tiirlerinin antioksidan aktivitelerini arastirmis ve ahududu, gelebor, kusburnu ve
miirver meyvelerinin etanol ekstraktlarindaki metal selat aktiviteleri sirasiyla 42,3
(%), 84,2 (%), 54,5 (%) ve 68,8 (%) seklindedir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile ayni1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin metal selat aktiviteleri ile fenolik
madde igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.6). Giliz yemisi
meyve ve yaprak oOrneklerinin R? karsilagtirildiginda GYMEA (0,84), GYMSU
(0,94), GYYE (0,56), GYYH (0,88), GYMM (0,93), GYME (0,93), GYYSU (0,98),
GYYM (1,00), GYMA (0,99), GYMH (0,91), GYYA (0,99) ve GYYEA (0,45)
seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik madde igerikleri ile
metal selat aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayni konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin metal selat aktiviteleri ile flavonoid igeriklerinin
dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Giliz yemisi meyve ve yaprak
rneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (0,90), GYMM (0,79), GYMEA (0,79),
GYYA (0,90), GYME (0,90), GYMSU (0,94), GYYE (0,51), GYYH (0,90), GYMH
(0,87), GYYSU (0,92), GYMA (0,94) ve GYYEA (0,60) seklindedir. Orneklerin R?
degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid icerikleri ile metal selat aktiviteleri o kadar

dogru orantilidir.
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5.5.8 Orneklerin ve standart maddelerin lipid peroksidasyonu inhibisyonu

aktiviteleri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag
aistlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu
kendi kendine devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir
hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO") olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir
ozelligi olarak kabul edilir (Altinigik, 2000). ROT ¢oklu doymamus lipidlerin yapisini
bozarak MDA olusmasina neden olurlar (Sekil 5.3). Bu bilesik reaktif aldehit bir
bilesiktir ve hiicrelerde toksik strese neden olan ¢ok sayida reaktif elektrofil
tirlerinden biridir. Bu aldehitin {iretimi, organizmada oksidatif stres seviyesini
Olemek i¢in biyolijik belirte¢ olarak kullanilir. Pembemsi kirmizi renkli TBA-MDA
kompleksi olusur (Giilgin, 2012). Olusan pembe rengin siddetinin az olmasi lipid
peroksidasyonun az oldugunu gostermektedir. Bu nedenle giiz yemisi meyve ve
yaprak orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin konsantrasyonlar1 arttikga
absorbans degerlerinin diismesi, rengin siddetinin azaldigini, lipid peroksidasyonun

daha az oldugunu, aktivitenin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.3. Lipid yapisinin bozulmasiyla olusan MDA’ nin TBA ile reaksiyonu
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Yapilan istatistik analiz sonuglarma gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir fark gozlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda 6nemli bir
farklilik vardir. Harflendirilen 6rnekler ve standart maddelerde “a” en diisiik ortalamayi,
“d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHA’ nin biitiin konsantrasyonlar
arasinda anlamli bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL konsantrasyondaki aktivite
“a” ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile, 250 pg/mL konsantrasyondaki
aktivite “c” ile ve 500 pug/mL konsantrasyondaki aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil
4.23 ve 4.24). Biitlin standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlar1 arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,05).

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) lipid peroksidasyonu inhibisyonu
aktiviteleri belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin ve standart
antioksidant maddelerinin  konsantrasyonlar1 arttikca lipid  peroksidasyonu
inhibisyonu aktivitelerinde artis gozlenmistir (Sekil 4.35 ve 4.36). En yiiksek doz
olan 500 pg/mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin ve
standart antioksidant maddelerin lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktiviteleri
Troloks (99,50) > BHT (99,27) > TBHQ (99,25) > GYMM (98,24) > GYYE (97,77)
> BHA (97,31) > GYYM (97,17) > GYYSU (97,00) > GYMSU (96,91) = GYME
(96,91) > A.asit (95,01) > E Vit. (73,85) > GYYH (64,05) > GYMH (55,69) >
GYYA (33,68) > GYYEA (28,39) > GYMEA (24,02) > GYMA (12,15) seklindedir.
Orneklerin lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktiviteleri standart maddelerden
genellikle daha diisik oldugu gozlenmistir. Ornekler kendi ararlarinda
karsilastirildiginda ise en yiiksek lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi
GYMM, en diisiik lipid peroksidasyonu inhibisyonu aktivitesi GYMA orneginde
gbzlenmistir.

Gliz yemisinin toplam antioksidant aktivitesi ile ilgili herhangi bir calismanin
olmamas: elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde icerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsayr (R%) degerleri belirlenmistir. Orneklerin lipid perokidasyonu inhibisyon
aktiviteleri ile fenolik madde iceriklerinin dogru orantili oldugu gdzlenmistir

(Cizelge 4.6). Giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin R® karsilastirildiginda
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GYMEA (0,95), GYMSU (0,81), GYYE (0,56), GYYH (0,92), GYMM (0,42),
GYME (0,63), GYYSU (0,66), GYYM (0,66), GYMA (0,88), GYMH (0,75),
GYYA (0,86) ve GYYEA (0,87) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire
yakin ise fenolik madde igerikleri ile lipid peroksidasyonu inhibisyon aktiviteleri o
kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayni konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin lipid peroksidasyonu inhibisyon aktiviteleri ile
flavonoid igeriklerinin dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi
meyve ve yaprak orneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (0,46), GYMM (0,56),
GYMEA (0,84), GYYA (0,84), GYME (0,45), GYMSU (0,80), GYYE (0,48),
GYYH (0,78), GYMH (0,79), GYYSU (0,74), GYMA (0,88) ve GYYEA (0,94)
seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakm ise flavonoid igerikleri ile lipid

peroksidasyonu inhibisyon aktiviteleri o kadar dogru orantilidur.

5.5.9 Orneklerin ve standart madelerin deoksirboz aktiviteleri

Giliz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin deoksiriboz aktiviteleri kolorimetrik
deoksiriboz metoduna gore tayin edilmistir. Kolorometrik deoksiriboz yontemi, OH’
giderme aktivitesine benzer bir yontem olarak uygulanmistir. Olusturulan hidroksil
radikali deoksiribozun yapisin1 bozar ve malonaldehit tiirevli molekiil olusur.
Malonaldehit tiirevi bu molekiil ortama eklenen TBA ile pembe renkli bir kompleks
olusturur. Antioksidant maddeler hidroksil radikalini siipiiriip, deoksiriboz yapisinin
korunmasini saglar. Pembe rengin siddetli olmasi, deoksiribozun TBA ile kompleks
olusturdugunu ve antioksidant maddelerin aktivitelerinin zayif oldugunu gosterir.
Gliz yemisi meyve ve yaprak oOrneklerinin ve standart antioksidant maddelerin
konsantrasyon arttikca absorbans degerlerinin diismesi, pembe rengin agilmasindan
kaynaklanmaktadir. Renk siddetinin azalmasi kompleks olusumunun azaldigini,

deoksiriboz aktivitelerinde artma oldugunu gostermektedir (Halliwell ve dig., 1987).
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Sekil 5.4. Deoksirbozun yapisinin bozulmasiyla olusan malonaldehit tiirevi bilesigin
TBA ile kompleks olugumu.

Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlar1 arasinda
anlamli bir fark goézlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda onemli bir
farklilik vardir. Harflendirilen 6rnekler ve standart maddelerde “a” en diisiik ortalamayz,
“d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHA’ nin biitiin konsantrasyonlar
arasinda anlamli bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL konsantrasyondaki aktivite
“a” ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile, 250 pg/mL konsantrasyondaki
aktivite “c” ile ve 500 ug/mL konsantrasyondaki aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil
4.23 ve 4.24). Biitiin standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlar1 arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,05).

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) deoksiriboz aktiviteleri belirlenen
giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart antioksidant maddelerinin
konsantrasyonlari arttikga deoksiriboz aktivitelerinde artis gozlenmistir (Sekil 4.37
ve 4.38). En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda giliz yemisi meyve ve
yaprak orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin deoksiriboz aktiviteleri BHT
(97,15) > Troloks (96,96) > GYMM (96,80) > TBHQ (96,66) > BHA (96,60) > E
Vit. (96,25) > GYYE (96,22) > GYME (96,13) > GYYM (95,83) > A.asit (76,25) >
GYYSU (75,11) > GYMSU (69,88) > GYYA (32,15) > GYYH (29,81) > GYYEA
(28,79) > GYMH (26,83) > GYMEA (24,14) > GYMA (22,63) seklindedir.
Orneklerin deoksiriboz aktiviteleri BHA ve Troloks' tan daha diisiikk oldugu
gozlenmistir. Ornekler kendi ararlarinda karsilastirildiginda ise en yiiksek
deoksiriboz aktivitesi GYMM, en disiik deoksiriboz aktivitesi GYMA o6rneginde
gdzlenmistir.

Gliz yemisinin toplam antioksidant aktivitesi ile ilgili herhangi bir caligmanin

olmamasi elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.
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Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin deoksiriboz aktiviteleri ile fenolik
madde igeriklerinin dogru orantili oldugu gdzlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz yemisi
meyve ve yaprak Orneklerinin R? karsilagtirildiginda GYMEA (0,96), GYMSU
(0,89), GYYE (0,71), GYYH (0,61), GYMM (0,82), GYME (0,99), GYYSU (0,92),
GYYM (0,80), GYMA (0,68), GYMH (0,78), GYYA (0,54) ve GYYEA (0,71)
seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik madde igerikleri ile
deoksiriboz aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayn1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilagtirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin deoksiriboz aktiviteleri ile flavonoid igeriklerinin
dogru orantili oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi meyve ve yaprak
rneklerinin R karsilastirildiginda GYYM (0,78), GYMM (0,86), GYMEA (0,96),
GYYA (0,75), GYME (0,94), GYMSU (0,89), GYYE (0,66), GYYH (0,74), GYMH
(0,61), GYYSU (0,84), GYMA (0,86) ve GYYEA (0,83) seklindedir. Orneklerin R?
degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile deoksiriboz aktiviteleri o kadar

dogru orantilidir.
5.5.10 Orneklerin ve standart maddelerin ABTS " radikali giderme aktiviteleri

Troloks esdegeri antioksidant kapasite tayininde ABTS’ nin K,S,0g ile
oksidasyonundan mavi-yesil renkli ABTS™ radikali elde edilmistir (Sekil 5.5). Giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart antiosidant maddelerinin mavi-yesil
renkli ABTS™ radikalini giderme aktiviteleri 734 nm’ de spektroskopik olarak

belirlenmistir.
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Sekil 5.5. ABTS’ nin K,S,0g ile oksidasyonundan ABTS™ radikalinin olusmast.

Yapilan istatistik analiz sonuglarina gore giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin farkli konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir fark gozlenmistir. Farkli harflerin oldugu maddeler arasinda 6nemli bir
farklilik vardir. Harflendirilen 6rnekler ve standart maddelerde “a” en diisiik ortalamayz,
“d” en yiiksek ortalamay1 gdstermektedir. Ornegin, BHA’ nin biitiin konsantrasyonlar
arasinda anlamli bir farklilik vardir. Bu nedenle 50 pg/mL konsantrasyondaki aktivite
“a” ile, 100 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “b” ile, 250 ug/mL konsantrasyondaki
aktivite “c” ile ve 500 pg/mL konsantrasyondaki aktivite “d” ile harflendirilmistir (Sekil
4.23 ve 4.24). Biitiin standart maddelerin ve giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin
dort farkli 50, 100, 250, 500 pg/mL dozlar arasinda anlamli bir fark vardir (p<0,05).

Farkli konsantrasyonlarda (50-500 upg/mL) ABTS™ radikali giderme
aktiviteleri belirlenen giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart
antioksidant maddelerinin konsantrasyonlar1 arttikca ABTS™ radikali giderme
aktivitelerinde artis gozlenmistir (Sekil 4.39 ve 4.40). En yiiksek doz olan 500 pg/mL
konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak orneklerinin ve standart antioksidant
maddelerin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri GYMSU (41,83) > A asit (38,30) >
GYMEA (32,19) > GYMA (29,39) > GYYSU (28,67) > GYYA (28,58) > GYYH
(27,58) > GYYM (27,39) > GYYEA (26,09) > GYMM (25,44) > E Vit. (21,05) >
GYMH (20,01) > BHA (18,28) > BHT (16,29) > TBHQ (13,97) > GYYE (10,39) >
Troloks (8,84) > GYME (7,26) seklindedir. Orneklerin ABTS™ radikali giderme
aktiviteleri standart maddelerden genellikle daha yiiksek oldugu goézlenmistir.
Ornekler kendi ararlarinda karsilastirildiginda ise en yitksek ABTS™ radikali giderme
aktivitesi GYMSU, en diisik ABTS" radikali giderme aktivitesi GYME 6rneginde
gdzlenmistir.

Giiz yemisinin toplam antioksidant aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismanin
olmamasi elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak

orneklerinin fenolik madde igerikleri ile aymi konsantrasyonlarda yapilan
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antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R%) degerleri belirlenmistir. Orneklerin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri
ile fenolik madde igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz
yemisi meyve ve yaprak Orneklerinin R? karsilastinldiginda GYMEA (0,94),
GYMSU (0,97), GYYE (0,96), GYYH (0,80), GYMM (0,99), GYME (0,98),
GYYSU (0,97), GYYM (0,87), GYMA (0,95), GYMH (0,97), GYYA (1,00) ve
GYYEA (0,98) seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik
madde icerikleri ile ABTS™ radikali giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.
Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin falvonoid igerikleri ile ayn1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
aktivitelerini  karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin ABTS™ radikali giderme aktiviteleri ile flavonoid
igeriklerinin dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Giiz yemisi meyve ve
yaprak Orneklerinin R? karsilastirildiginda GYYM (0,99), GYMM (0,94), GYMEA
(0,86), GYYA (0,95), GYME (0,99), GYMSU (0,98), GYYE (0,94), GYYH (0,93),
GYMH (0,97), GYYSU (0,95), GYMA (0,88) ve GYYEA (0,96) seklindedir.
Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile ABTS™ radikali

giderme aktiviteleri o kadar dogru orantilidir.

5.6  Giiz Yemisi Meyve ve Yaprak Orneklerinin Enzim inhibisyonu
5.6.1 Orneklerin ve standart maddelerin iireaz inhibisyon aktiviteleri

Ureaz (E.C.3.5.1.5.) inhibisyonu indofenol ydntemi ile tayin edilmistir. Urenin iireaz
katalizorliigiinde hidrolizi sonucu olusan amonyak hipoklorit ile birlesir. Olusan
bilesik nitroprussid ile reaksiyona girerek mavi renkli indofenolii olusturur. Ousan

mavi renkli indofenol spektrofotometrik olarak tayin edilir.
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Sekil 5.6. indofenol olusum reaksiyonu

En yiiksek doz olan 500 pg/mL konsantrasyonda giiz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin ve standart antioksidant maddelerin iireaz inhibisyon aktiviteleri GYYA
(71,95) > GYMA (59,76) > GYYEA (29,88) > GYME (26,52) > GYYE (25,61) >
TBHQ (20,73) > Tiyoiire (17,07) > Troloks (14,63) > GYMM (13,72) > E Vit.
(13,11) > GYYM (12,80) > A.asit (10,67) > GYYSU (9,76) > GYMSU (8,23) >
GYMEA (2,44) > GYYH (0,61) seklindedir. Orneklerin iireaz inhibisyon aktiviteleri
standart maddelerden genellikle daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ornekler kendi
ararlarinda karsilagtirildiginda ise en yiiksek iireaz inhibisyon aktivitesi GYYA, en
diisiik tireaz inhibisyon aktivitesi GY'YH 6rneginde gézlenmistir (Sekil 4.41 ve 4.42).

Gliz yemisinin toplam antioksidant aktivitesi ile ilgili herhangi bir calismanin
olmamasi elde ettigimiz degerlerin karsilastirilmasina olanak saglamamaktadir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) giliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin fenolik madde igerikleri ile aymi konsantrasyonlarda yapilan
antioksidant aktivitelerini karsilastirmak i¢in kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir.
Cizilen kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon
katsay1 (R?) degerleri belirlenmistir. Orneklerin iireaz inhibisyonlar: ile fenolik
madde igeriklerinin dogru orantili oldugu gdzlenmistir (Cizelge 4.6). Giiz yemisi
meyve ve yaprak oOrneklerinin R? karsilastirildiginda GYMEA (0,12), GYMSU
(0,24), GYYE (0,77), GYYH (0,25), GYMM (0,00), GYME (0,27), GYYSU (0,70),
GYYM (0,02), GYMA (0,08), GYMH (-), GYYA (0,32) ve GYYEA (0,84)
seklindedir. Orneklerin R? degeri ne kadar bire yakin ise fenolik madde igerikleri ile
ireaz inhibisyonlar1 o kadar dogru orantilidir.

Farkli konsantrasyonlardaki (50-500 pg/mL) gliz yemisi meyve ve yaprak

orneklerinin falvonoid igerikleri ile aym1 konsantrasyonlarda yapilan antioksidant
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aktivitelerini  karsilagtirmak i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen
kalibrasyon grafiklerinden her bir 6rnegin dogru denklemi ve korelasyon katsay1 (R?)
degerleri belirlenmistir. Orneklerin iireaz inhibisyonlar1 ile flavonoid igeriklerinin
dogru orantili oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.7). Gliz yemisi meyve ve yaprak
orneklerinin R karsilastirildiginda GYYM (0,15), GYMM (0,03), GYMEA (0,15),
GYYA (0,54), GYME (0,25), GYMSU (0,27), GYYE (0,70), GYYH (0,39), GYMH
(-), GYYSU (0,84), GYMA (0,06) ve GYYEA (0,83) seklindedir. Orneklerin R?
degeri ne kadar bire yakin ise flavonoid igerikleri ile iireaz inhibisyonlar1 0 kadar

dogru orantilidir.
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6. ONERILER

Gliz yemisi likopen igerigi en yiiksek olan domatesten 18 kat daha fazla likopen
icermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 giiz yemisi antibakteriyel 6zellik tagimaktadir.
Prostat kanseri, pankreas kanseri gibi bir¢ok kansere yakalanma riskini azaltabilen
giiz yemisi, kolestrolii diizenleyebilmekte ve kalp kaslar tizerine kolestroliin etkisini
en aza indirebilmektedir. Gozlerdeki katarakti engelleyebilen giiz yemisi goz
mercekleri ile makulayr korumaktadir. Bagisiklik sistemini giiglendiren giiz emisi
hiicrelerin  yenilenmesini saglaamaktadir. Biyoaktif bilesikler, esansiyel yag
asitleri,beta karoten, lutein, A, C, E vitaminleri ile yag asitlerince zengin olan giiz
yemisi erkek kisirligina da iyi gelmektedir (Celik H. ve dig., 2012).

Bu tez galismasinda Samsun ilinde halk tarafindan siklikla tiiketilen giiz
yemisi meyve ve yaprak orneklerinin etanol, metanol, su, etilasetat, aseton ve hekzan
ekstraktlarmin  antioksidant aktiviteleri incelenmis, sentetik antioksidantlarla
karsilastirma yapilmistir. Bir 6ziitiin antioksidant aktivite gosterebilmesi i¢in; serbest
radikalleri veya serbest radikal olusumuna neden olabilecek diger radikalleri
giderebilmesi (hidroksil radikali, siiperoksit radikali, singlet oksijeni ve hidrojen
peroksiti temizleyebilmesi), gecis metallerini selatlayabilmesi, indirgeme giiciiniin
bulunmasi, zincir seklinde gerceklesen radikalik reaksiyonlar1 durdurabilmesi
gerekmektedir. Bilimsel ¢aligmalar, ¢ok islevli gida ve biyolojik antioksidantlarin
degerlendirilmesinde tek boyutlu yontemlerin kullaniminin sorunlu bir konu
olduguna dikkat g¢ekmislerdir. Bu nedenle bu calismada on farkli antioksidant
aktivite testi uygulanarak aktivite testleri birbirleriyle desteklenmistir. Ayrica enzim
inhibisyon testi uygulanarak giiz yemisi 6rneklerinin enzimi ne kadar inhibe ettigi
gbzlemlenmistir.

Gida iriinlerindeki bozulmanin en oOnemli nedenlerinden biri lipid
peroksidasyonudur. Bu nedenle gidalarda serbest radikalleri temizleme, etkilerinin

geciktirme ve raf Omriinli uzatmak i¢in sentetik antioksidant maddeler
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kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda gidalarda kullanilan bazi
sentetik bilesiklerin toksik etkisinden siiphenilmekte ve antioksidant 6zellik gosteren
dogal iirtinler arastirilmaktadir. Bu da gida katki maddesi tiretimi, kozmetik ile ilgili
olanlar ve ilag gibi baz1 sektorlerde, ekstraksiyon ve saflastirma ile dogal iirlinlerden
biyoaktif bilesiklerin hazirlanma ¢abalarin1 arttirmistir.  BOylece ihtiyaglarin
belirlenmesi igin alternatif dogal ve ozellikle bitki kokenli giivenli kaynaklardan
olusturulan dogal gida antioksidant arayisi son yillarda artmistir. Asya’da, giiz
yemisi regellerde, tatlhilarda, geleneksel yemekler ve ilaglarda kullanilir. Tez
calismasinda kullanilan giiz yemisi A vitamini, C vitamini, E vitamini, karotenoidler,
polifenolik bilesikler ve flavonoidler gibi anioksidant bilesikler icermekte ve sentetik
antioksidantlardan daha iyi antioksidant aktivite gostermektedir.

Birgok kansere yakalnma riskini azaltabilen giiz yemisinden elde edilen farkl
polaritedeki ¢oziicli ekstraktlarda Sican beyin tiimorii (C6) ve insan rahim kanseri
(HeLa) hiicrelerinde antiproliferatif testi yapilmistir. Bu ¢alismaya gore giiz yemisi
yaprak su, metanol, etanol, etilasetat, aseton ekstraktlar1 yiiksek antiproliferatif etki
gostermistir.

Giiz yemisinin in vivo caligmalar1 yapilmakta olup gida endiistrisinde,

farmokoloji ve tip alanlarinda kullanilabilirligi arastirilmaktadir.

166



KAYNAKLAR

Ahmad, N. S., Farman, M., Najmi, M. H., Mian, K. B., Hasan, A., 2008.
Pharmacological basis for use of Pistacia integerrima leaves in hyperuricemia
and gout, Journal of Ethnopharmacology, 117, 478-482.

Ahmad, M., Muhammad, N., Ahmad, M., Lodhi, M.A., Mahjabeen, Jehan, N., Khan,
Z., Ranjit, R., Shaheen, F.,Choudhary, M.I., 2008, Urease inhibitor from Datisca
cannabia linn, Journal of Enzyme Inhibitoin and Medicinal Chemistry, 23, 386-
390.

A.O0.A.C., 1980. Offical Methods of Analaysis, 13 th ed. Association of Offical
Analytical Chemists, Washington D.C 746.

Akgdl, S., Yalcinkaya, Y., Arica, Y., 2002, Reversible Immobilization of urease,
Process Chemistry, 38, 675-683.

Akkus, 1., 1995. Serbest Radikaller ve Fizyolojik Etkileri. S.U. Tip Fak. Biyokimya
A.B.D., Konya.

Altinisik, M., 2000. Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidantlar. ADU Tip
Fakiiltesi Biyokimya ABD., Aydin.

Amtul, Z., Rahman, A., Siddiqui, R.A., Choudhary, M.l., 2002, Chemistry and
mechanism of urease inhibition, Current Medicinal Chemistry, 9,1323-1348.

Aydemir, B., Sari, K.E., 2009. Antioksidanlar ve Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi.
Kocatepe Vet J, 2 (2):56-60.

Baytop, T., 1984, Tiirkiye'de Bitkiler ile Tedavi, Istanbul Universitesi Yayinlari,
Istanbul,V-VIII, 3255.

Becker-Ritt, A.B., Martinelli, A.H.S., Mitidieri, S., Feder, V., Wassermann, G.E.,
Santi, L., Vainstein, M.H., Oliveria, J.T.A., Fiuza, L.M., Pasquali, G., Carlini,
C.R., 2007, Antifungal activity of plant and bacterial ureases, Toxicon, 50, 971-
983.

Blakeyand, R.L., Zerner, B., 1984, Jack bean urease: the first nickel enzyme, Journal
of Moleculer Catalysis, 23, 263-292.

Blaser, M.J., 1998, H.Pylori and gastric diseases, science. medicine and future. BMJ,
316:1507-1510.

Blois, M.S., 1958. Antioxidant Determininations By The Use of a Stable Free
Radical. Nature, 26, 1199-1200.

Cadenas, E., Packer, L., 2002. Handbook of Antioxidants. Marcel Dekker, New
York-Basel, 0-8247-0547-5.

167



Cao, G., Prior, R.L. 1999. In vivo Antioxidant Capacity: Comparison of Different
Analytical Methods. Free Radical Biology and Medicine, 27: 1173-1181.

Carter, E.L., Flugga, N., Boer, J.L., Mulrooney, S.B.,Hausinger, R.P., 2009,
Interplay of metal ions and urease, Metallomics, 1,207-221.

Chaudiere, J., Ferrari-lliou, R., 1999. Intracellular Antioxidants: From Chemical to
Biochemical Mechanisms. Food and Chemical Toxicology, 37: 949-962.

Chen, J., Chiu, S., 2000, A poly (N-isopropylacrylamide-co-Nacryloxysuccinimide-
co-2-hydroxyethyl methacrylate) composite hydrogel membrane for urease
immobilization to enchance urea hydrolysis rate by temperature swing, Enzyme
and Microbial Technology, 26, 359-367.

Cheung, LM, Cheung, P.C.K., Ooi, V.E.C., 2003. Antioxidant Activity and Total
Phenolics of Edible Mushroom Extracts. Food Chemistry, 81, 249-255.

Chey, W.D., Murthy, U., Toskes, P., Carpenter, S. et al., 1999, The 13C-Urea Blood
test accurately detecs H.Pylori infection: A United States, multicenter trial Am J
Gastroentero! 94 (6): 1522-1525.

Choi, C. W., Kim, S.C., Hwang, S.S, Choi, B.K., Ahn, H.J., Lee, M.Y., Park, S.H.,
Kim, S.K., 2002. Antioxidant Activity and Free Radical Scavenging Capacity
Between Korean Medicinal Plants and Flavonoids by Assay-guided Comparison.
Plant Sciences, 163, 6, 1161- 1168.

Ciurci, S., Benini, S., Mangana, S., 1999, Structural properties of nickel ions in
urease: novel insights into the catalytic and inibition mechanisms,Coordination
Chemistry Reviews, 190-192, 331-335.

Cook, N.C., Samman, S., 1996. Flavonoids—Chemistry, Metabolism,
Cardioprotective Effects, and Dietary Sources. Nutritional Biochemistry, 7, 66-
76.

Cornwell, D. G., Jones, K. H., Jiang, Z., Lantry, L. E., Southwell Keely, P., Kohar,
I., Thornton, DE., 1998. Cytotoxicity of Tocopherols and Their quinones in
Drug-Sensitive and Multidrug-Resistant Leukemia Cells. Lipids, 33 (3): 295-
301.

Correa, P., 1985. Clinical implications of recent development in gastric cancer
pathology and epidemiology. Semin Oncol 12:2-10.

Correa, P., Fox, C., Fontham, E., Ruiz, B., Lin, Y., Zavala, D., 1990, Helicobacter
pylori and gastric carcinoma: Serum antibody prevalance in populations with
contrasting cancer risks. Cancer 66: 2569-74.

Coskun, U.M., 2008. Sizofreni Etyopatogenezinde Oksidatif Stresin Rolii. Psikiyatri
Uzmanlik Tezi, Bakirkdy Prof. Dr. Mazhar Osman Ruh Saghigi ve Sinir
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi, Istanbul.

Craanen, M.E., Dekker, W., Blok, P., Ferwerda, J., Tytgat, G.N.J., 1992, Intestinal
metaplasia and H.Pylori: An endoscopic bioptic study of the gastric antrum, Gut
33:16-20.

168



Crabtree, J.E., 1996, Gastric mucosal inflamatory responses to Helicobacter Pylori.
Aliment Pharmacol Ther 10 (suppl 1):29-37.

Cross, C. E., Halliwell B., Borish E. T., Pryor W. A., Ames B. N., Saul R. L.,
Mccord J. M., Harman D., 1987. Oxygen Radicals and Human Disease. Annals
of Internal Medicine, 107, 526-545.

Celik, C., 2010. Zeytin Karasuyundan Hiimik Asit (HA) ve Fulvik Asitlerin (FA)
Eldesi ve Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi, Fen
Bilinleri Enstitiisti, Kimya Anabilim Dali, Adana, 266172.

Celik, H., Karabulut, B., Soyler, K., Celik, D., Demirel, G., Isik, Y., 2012. Giiz
yemisinin (Elaecagnus umbellata Thunb.) Bazi Pomolojik Ozellikleri ile
Tohumlarmim Cimlenmesi Uzerine Sogukta Bekletme ve Dissal Giberellin
Uygulamasimin Etkileri. IV. Ulusal Uziimsii Meyveler Sempozyumu (3-5 Ekim,
Antalya).

Demiray, E., Yilmaz, O., 2007, Helicobacter pylori infeksiyonunda iireaz enziminin
rolii ve 6nemi, Tiirk Mikrobiyol Cemiyeti Dergisi, 37, 112-117.

Did, E.J., Hail, L.R., Romero, A., 1994, An explanation for enhanced gastric
response to meal in patients with H. Pylori infection. Gastroenterology 106
(suppl 2):70.

Dinis, T.C.P., Maderia, V.M.C., Almeida, L.M., 1994. Action of Phenolic
Derivatives as Inhibitors of Membrane Lipid Peroxidation as Peroxyl Radical
Scavenging Effects. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 36, 2090-2097.

Dooley, C.P., 1993, Background and histoncal considerations of Helicobacter Pylori.
Gastroenterol Cim North Am. 22(1):1-109.

Dunn, B.E., Campbell, G.P., Perez-Perez, G.L., Blaser, M.J., 1990, Purification and
characterization of urease from Helicobacter pylori, The Journal of Biological
Chemistry, 265, 9464-9469.

Elitsur, Y., Triest, W.E ., 1997, Is duodenai gastric metaplasia a conseguence of
H.Pylori infection m children? Am J Gastroenierol, 92, 12, 2216-2219.

Elmastas, M., Gergekgioglu, R. 2011. Baz1 Uziimsii Meyve Tiirlerinin Antioksidan
Aktiviteleri. I1. Ulusal Uziimsii Meyveler Sempozyumu, 14-16 Eyliil, 295-298.

El-Sherif, H., Martelli, P.L., Casadio, R., Portaccio, M., 2001, Urease immobilization
on chemically grafted nylon membranes partl:isothermal characterizaion,
Journal of Moleculer Catalysis B: Enzymatic, 14,15-29.

Ersoy, G.: 1999, Mide karsinomlarinda Epstein-Barr virlis varliginin in situ
hibridizasyon yontemi ile arastirilmasi; p53 ve EBV ekspresyonlarinin
histopatolojik 6zelliklerle iliskisi. U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji ABD tezi
Sayfa 24.

Evans, D.G., Evans, D.J., Lampert, H.C., Graham, D.Y., 1995, Restriction fragment
length polymorphism in the adhesin gene hpa A of H.Pylori. Am J Gastroenterol
90:1282-1288.

169



Fang, Y.Z., Yang, S., Wu, G., 2002. Free Radicals, Antioxidants, and Nutrition.
Nutrition, 18, 10, 872-879.

Ferreira, 1.C.F.R., Lillian Barros and Rui, M.V. Abreu., 2009. Antioxidants in Wild
Mushrooms. Current Medicinal Chemistry, 16 (12) 1543-1560. 125

FiIiZ," E. B., Seydim, C. A., 2014, Baz1 Kurutulmus Meyvelerin Antioksidan
Ozellikleri. Tiirk Tarim-Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 213: 128-131.

Finley, J. W.,Given, P. J. R., 1986. Techonological Necessity of Antioxidants in the
Food Endustry. Food and Chemical Toxicology, 24 (10/11), 999-1006.

Fordham, M. 1., Zimmerman, H. R., Black, L. B. Autumn Olive: APotential
Alternative Crop. Fruit Laboratory, Plant Sciences Institue, Agricultural Reearch
Service, U.S. Department of Agriculture, Beltsville, MD 20705, USA.

Follmer, C., Wassermann, G.E., Carlini, C.R., 2004, Separation of jack bean
(Canavalia ensiformis) urease isoforms by immobilized metal affinity
chromatography and characterization of insecticidal properties unrelated
toureolytic activity, Plant Science, 167, 241-246.

Follmer, C., 2008, Review: Insights into the role and structure of plant ureases,
Phytochemistry, 69, 18-28.

Forman, D., Prevalance of H.pylori infection in gastric cancer. Alimentary
Pharmacol Ther 9 (suppl 2): 71 -76, 1995.

Goodwin, C.S., Worsley, B.W., 1993, Mtcrobiology of H.Pylori. Gastroenterol Clin
North Am 22(1) :15-109.

Gokpinar, S., Koray, T., Akgicek, E., Goksan, T., Durmaz, Y., 2006. Algal
Antioksidantlar. E.U. Su Uriinleri Dergisi, 23: 85-89.

Goral, V., 2003, Gilniimiizde ve gelecekte peptik {lser tedavisi, Giincel
Gastroenteroloji, 7, 115-1109.

Gigli, K., Apak, R., Ozyﬁrek, M., 2009. Hidroksil ve Siiperoksit Radikallerinin
Stipiiriilmesine Dayal1  Yeni Antioksidant Aktivite Tayin Yontemlerinin
Gelistirilmesi, Proje No: 106T514.

Giider, A., 2008. Urtica dioica |. ve Malva neglecta wallr. Bitkilerinin ve
Karisimlarinin Antioksidant Aktivitesinin Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi,
Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Samsun.

Halliwell, B., 1990. How to Characterize a Biological Antioxidant. Free Radical Res.
Commun, 9, 1-32.

Halliwell, B., 1991. Reactive Oxygen Species in Living Systems: Source,
Biochemistry, and Role in Human Disease. The American Journal of Medicine,
91 (3) 14-22.

Halliwell, B., 1997. Antioxidants in Human Health and Disease. Annual Review of
Nutrition, 16, 33-50.

Harris, E.D., 1992. Regulation Of Antioxidant Enzymes. Faseb Jour, 6: 2675-2683.

170



Havsteen, B., 1983. Flavonoids a Class of Natural Products of High Pharmacological
Potency. Biochemical Pharmacology, 32, 1141-1148.

Hirayama, C., Sugimura, M., Saito, H., Nakamur A, M., 2000, Purification and
properties of urease from the leaf of mulberry, Morus alba, Phytochemistry, 53,
325-330

Horn, J., 2000, The proton pump inhibitors: similarities and differences, Clinical
Therapeutics Vol, 22, 266-280.

Huang, D., Ou, B., Prior, R.L., 2005. The Chemistry Behind Antioxidant Capacity
Assays. J. Agric. Food Chemistry, 53, 1841-1856.

Hurlimann, J., SaragA, E.P.,: 1994, Expression of p53 protein in gastnc carcinomas:
Association with histologic subtype and prognosis. Am J Surg Pathol 18 (12) :
1247-1253.

Jensen, S.J.K., 2003. Oxidative Stress and Free Radicals. Journal of Molecular
Structure, 666-667: 387-392.

Kahkonen, M.P., Hopia, A.l., Vuorela, H.J., Rauuha, J.P., Pihlaja, K., Kujala, T.S.,
1999. Antioxidant Activity of Plant Extract Containing Phenolic Compounds. J.
Agric. Food. Chem., 47, 3954-3962.

Kam Chuen Lai, M.R.C.P., Shiu Kum Lam, M.D., Kent Man Chu, F.R.C.S.,
Benjamin C.Y., Wong, M.D., Wai Mo Hui, M.D., Wayne H.C., Hu, M.R.C.P.,
George, K.K., Lau, M.D., Wai Man Wong, M.R.C.P., Man Fung Yuen,
M.R.C.P., Annie, O.0., Chan, M.R.C.P., Ching Lung Lai, M.D., John Wong,
F.R.A.C.S., 2002, Lansaprazole for the prevention of recurrences of ulcer
complications from long-term low dose aspirin use, The New England Journal of
Medicine, 26, 2033-2038.

Kayaalp, O.S., 2005, Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe-Tas
Kitapeilik Ltd. Sti., 975-8506-27-7.

Kayastha, A.M., Das, N., 1999, A simple laboratory experiment for teaching enzyme
immobilization with urease and its application in blood urea estimation,
Biochemical Education, 27, 114-117.

Kot, M., Zaborska, W., Juszkiewicz, A., 2000, Inhibition of jack bean urease by tiols
calorimetric studies, Thermochimica Acta, 354, 63-69.

Krajewska, B., Zaborska, W., Leszko, M., 2001, Inhibition of chitosan-
immobilizated urease by slow- binding inhibitors, Journal of Moleculer
Catalysis B:Enzymatic,14, 101-1009.

Keskin, H., Erkmen, G., 1987. Besin Kimyasi. Giiryay Matbaacilik, Besinci Basim,
[stanbul.

Khattak, F. K., 2012. Free Radical Scavenging Activity, Phytochemical Composition
and Nutrient Analysis of E.U. Berry. Journal of Medicinal Plants Research. Vol.
6 (39), pp. 5196-5203, 10, October.

Krinsky, N. I., 1993. Actions of Carotenoids in Biological Systems. Annual Review
of Nutrition, 13, 561-587.

171



Kuipers, EJ, Uyterlinde AM, Pera AJ et al. 1995, Long term sequelae of H.Pylori
gastritis. Lancet 345:1525-1528.

Levi, S., Beardshail, K., Haddad, G., Playford, R., Ghosh, P., Calam, J.: C. 1989,
Pylori and duodenal ulcers : The Gastin link. Lancet 1:1167-1168.

Lodhi, M.A., Hussain, J., Abbasi, M.A., Jassbi, A.R., Choudhary, M.Il., Ahmad,
V.U., 2005, A new Bacillus pasterii urease inhibitor from Euphorbia decipiens,
Jornual of Enzyme Inhibition and Medical Chemistry, 21, 531-535.

Lubbers, M.W., Rodrigues, S.B., Honey, N.K., Thornton, R.J., 1996, Purification and
characterization of urease from Schizosaccharomyces pombe, Canadian Journal
of Microbiology, 42, 132-140.

Marshall, B.J., Warren, J.R., 1983, Unidentified curved bacili on gastric epitelium in
active chronic gastritis. Lancet 1:1273-1275.

Megraud, F., 1993, Epidemiology of H.Pylori infection. Gastroenterol Clin North
Am 22(1):73-88.

Mobley, H.L.T., 1996, The role of H.Pylon iirease in the pathogenesis of gastritis and
peptic ulceration: Aliment Pharmacol Ther 10 (suppl. 1): 57-64.

Murray, R.K., Granner, D.K., MayeS, P.A., Ersoz, B., Dikmen, N.,Mentes, G.,
OzgiineN, T., 1993, Harper’in Biokimyasi, Baris Kitapevi, 978-975-953-311-3.

Mohamed, R., Pineda, M., Aguilar, A., 2007. Antioxidant Capacity of Extracts From
Wild and Crop Plants of the Mediterranean Region. Journal of Food Sciences.
72,1, 59-63.

Motamed, S. M., Naghibi, F., 2010. Antioxidant Activity of Some Edible Plants of
the Turkmen Sahra Region in Northern Iran. Food Chemistry, 119, 1637-1642.

Nagata, M., Yamashita, 1., 1992. Simple Metod for Simultaneous Determinaation of
Chlorophyll and Caratoneoids in Tomato Fruit. Nippon Shokuhin Kogyo
Gakaish, 39(10), 925-928.

Niki, E., 1991. Action of Ascorbic Acid as a Scavenger of Activite and Stable
Oxygen Radicals. Am J Clin Nutr, 54, 6, 1195-1124.

Nishimiki, M., Rao, N.A., Yagi, K., 1972. The Occurrence of Superoxide Anion in
the Reaction of Reduced Phenazine Methosulfate and Moleculer Oxygen.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 46, 849-853.

Nouma, A., Stemmeman, G.N., Chyou, P., et al. 1991, H.Pylori infection and gastnc
carcinoma among Japanese Amencans in Hawaii. N Engl J Med 325:1332-
1336.

Ong, A.S.H., Tee, E.S.,1992. Methods in Enzymology (Packer,L.,ed.). Academic
Press, New York, 13, 142-167.

Osawa, H., Inoue, F., Yoshido, Y., 1996, Inverse relation of serum H.Pylori antibody
titres and extent of intestinal metaplasia. J Clin Pathol 49: 112-115.

172



Oyaizu, M., 1986. Studies on Products of Browning Reactions: Antioxidative
Activities of Products of Browning Reaction Prepared from Glucosamine.
Japanese Journal of Nutrition, 44, 307-315.

Ozen, T., 2003. Baz: Bitkilerin Antioksidant Aktivitesinin In vitro ve In vivo
Aragtirllmasi. Doktora tezi, Ondokuz Mayis Universitesi, Fen bilimleri
Enstitiisii, Samsun.

Ozer, B., Serin, E., Cosar, A., Kayaselcuk, F.,Giir, G., Yilmaz, U., Boyacioglu, S.,
2004, Helicobacter pylori eradikasyon tedavisinde lansoprazol, klaritromisin ve
amoksilin ile ranitidin bizmut sitrat, lansoprazol, klaritromisin ve amoksilin
rejimlerinin etkinliginin karsilastiriimasi, Akademik Gastroenteroloji Dergisi, 3,
125-128.

Ozyiirek, M., Bektas, B., Giiclii, K., Apak, R., 2008. Hydroxyl Radical Scavenging
Assay of Phenolics and Flavonoids with a Modified Cupric Reducing
Antioxidant Capacity (CUPRAC) Method Using Catalase for Hydrogen
Peroxide Degradation. Analytica Chimica Acta, 616, 196-206.

Palozza, P., Krinsky, N., 1992. Methods in Enzymology (Packer, L.,ed.). Academic
Press, New York, 213, 403-420.

Pamdavati, M., Sakthivel, N., Thara, K.V., Reddy, A.R., 1997. Differential
Sensitivity of Rice Pathogens to Growth Inhibition by Flavonoids.
Phytochemistry, 46, 3, 499-502.

Parsonnet, J., Vandersteen, D., Goates, J., et al: 1991, Helicobacter pylori in
intestinal and diffuse type gastric adenocarcinoma. J Natl Cancer Inst 83: 640.

Peek, R., Miller, G. G., Tham, K. T., et al. 1995, Heightened inflammatory response
and cytokine expression in vivo to CagA +Helicobacter pylori strains. Lab
Invest 71:1237-1241.

Pehlivan, M., Giileryiiz, M., 2004. Ahududu ve Bégiirtlenlerin Insan Saghg
Acisindan Onemi. Bahge, 33 (1-2) : 51-57.

Prieto, P., Pineda, M., Aguilar, M., 1999. Spectrophotometric Quantitation of
Antioxidant Capacity through the Formation of a Phosphomolybdenum
Complex: Specific Application to the Determination of Vitamin E. Analytical
Biochemistry, 269, 337-341.

Qin, Y., Cabral, J.M.S., 2002, Properties an application of urease, Biocatalysis and
Biotransformation, 20, 1-14.

Rates, S. M. K., 2001. Plants as source of drugs, Toxicon, 39, 603-613.

Rathee, J.S., Hassarajani, S.A., Chattopadhyay, S., 2006. Antioxidant Activity of
Mammea longifolia bud Extracts. Food Chem., 99: 436-443.

Ravi Charan Reddy, K., Kayastha, M.A., 2006, Boric acid and boronic acids
inhibition of pigeonpea urease, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, 21, 467-470.

173



Re, R., Pellegrini, N., Protrggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C., 1999.
Antioxidant Activity Applying an Imporeved ABTS Radical Cation
Decolorization Assay. Free Radical Biology and Madicine, 26: 1231-1237.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J., Paganga, G., 1997. Antioxidant Properties of
Phenolic Compounds. Trends in Plant Science, 2: 152-159.

Rudi, J., Rudy, A., Maiwald, M., Kuck, D., Sieg, A., Stremmel, W. 1999, Direct
determination of Helicobacter Pylori vac A genotypes and cag A gene in gastric
biopstes and relationship to gastrointestinal disease. The Am J Gastroenterol
vol:94 no:6, 1525-1531.

Ruiz, B., Correa, P., Foniham, E. T. H., 1996, Ramaknshnan T. Antral atrophy,
Helicobacier Pylon, colonization and gastric pH. Am J Clin Pathol, 105:96- 101.

Saban, N., Bujak, M., 2009, Hydroxyurea and hydroxamic acid derivatives as
antitumor drugs, Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 64, 213-221.

Saldamly, 1., 1998. Gida Kimyas1. Hacettepe Universitesi Yayinlari, Ankara.

Sarikiirketi, C., 2009. Akdeniz Bolgesi Yenilebilir Bazi Mantarlarinin Antioksidant
Aktivitelerinin Belirlenmesi. Doktora Tezi, Siileyman Demirel Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Isparta.

Satoh, K., Kimura, K., Yusht, T., et al. 1996, Distribution of infiamation and atrophy
in the stomach of H.Pylori (+) and patients with chronic gastritis. Am J
Gasiroenterol 91 (5): 963-969.

Semba, S., Yokozaki, H., Yamamato, S., et al: 1991, Microsatellite instability in
Scharah GJ, Sobola GM, Sanderson M et al: Gastric juice ascorbic acid effects
of disease and implication for gastric carcinogenesis. Am J Clin Nutr; 53(suppl
1): 2875-2939.

Sies, H., Stahl, W., 1995. Vitamins E and C, B-carotene and Other Carotenoids as
Antioxidants. American Journal of Clinical Nutrition, 62, 1315-1321.

Simirnoff, N., Cumbes, Q.J., 1989. Hydroxyl Radical Scaevenging Activity of
Compatible Solutes. Phytoccemistry, 28(4), 1057-1060.

Singhal, R., Gambhir, A., Pandey, M.K., 2002, Immobilization of urease on poly (N-
vinyl carbazole)/steatric acid Langmuir-Blodgett films f application to urea
biosensor, Biosensors and Bioelectronics, 17, 697-703.

Singleton, V. L., Rossi, Jr., JA., 1965. Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-phosphotungstic Acid Reagentz. American Journal of
Enology and Viticulture, 16, 144-158.

Sirko, A., Brodzik, R., 2000, Review: Plant ureases: Roles and regulation, Acta
Biochimica Polonica, 47, 1189-1195.

Solcia, E., 1999, The role of H. Pylon infection in gastnc Pathology. Rev Esp Patol
vol 32, No 3: 265-266, 1999 key note lecture 4 from European Congress of
Pathology Barcelona , Spain.

Stace, C. A., 1980. Plant taxonomy and Biosystematics, Edward Arnold, London.

174



Stemmermann, G., Heffelfinger, S.C , Noffsinger, A., et al: 1994, The molecular
biology of esophageal and gastric cancer and their precursors: oncogenes, timor
supressor genes and growth factors. Hum Pathol 25:968-81.

Takashima, K., Suga, T., Mamiya, G., 1988, The structure of jack bean urease the
complete amino acid sequence limited proteolysis and reactive cystein residues,
European Journal of Biochemistry, 175, 151-165.

Tanaka, T., Kawase, M., Tani, S., 2003, Urease inhibitory activity of simple a,p-
unsaturated ketones, Life Sciences, 73, 2985-2990.

Tanaka, T., Kawase, M., Tani, S, 2004, a-Hydroxyketones as Inhibitors of urease,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 12, 501-505.

Tepe, B., Akpulat, H.A., Sokmen, M., Daferera, D., Yumrutas, O., Aydin, E.,
Polissiou, M., Sokmen, A., 2006. Screening of the Antioxidative and
Antimicrobial Properties of the Essential Oils of Pimpinella anisetum and
Pimpinella flabellifolia from Turkey. Food chem., 97: 719-724.

Tiirkcan, O., Okmen, G., 2012. Mikrobiyal Karotenoidler. Tiirk Bilimsel Derlemeler
Dergisi, 5(1): 115-122.

Uddin, G., Rauf, A., 2012. Phytochemical Screeninig and Biological Activity of the
Aerial Parts of Elaeagnus umbellata. Scientific Research and Essays. Vol. 7
(43), pp. 3690-3694, 5 November.

Uesato, S., Hashimoto, Y., Nishino, M., Nagaoka, Y., Kuwajima, H., 2002, N-
Substituted hydroxyureas as urease inhibitors, Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, 50, 1280-1282.

Wadstrom, T., Hirmo, S., Boren, T., 1996, Biochemical aspects of Heiicobacter
Pylori colonization of the human gastric mucosa. Aiiment Pharmacol Ther 10
(suppl 1): 17-27.

Weber, M., Jones, M.J., Ulrich, J., 2008, Optimisation of isolation and purification of
the jack bean enzyme urease by extraction and subsequent crystallization, Food
and Bioproducts Processing, 86, 43-52.

Wee, A., Kang, J.Y., Ten, M., 1992, H.Pylori and gastric cancer: correlation with
gastritis, Intestinal metaplasia and tiimér histology. Gut 33:1029-1032.

Yal¢in, G., 2012. Igde (Elaeagnus angustifolia L.) Bitkisinin Cesitli Kisimlarinin
Kimyasal Bilesenlerinin  Farkli  Yontemler Kullanilarak  Antioksidan
Kapasitesinin Incelenmesi, Doktora Tezi, Ege iiniversitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya (Eczacilik) Programi, izmir, 326401.

Yang, J., Guo, J., Yuan, J., 2008. In vitro Antioxidant Properties of Rutin. LWT 41,
1060-1066.

Yavuz, T., Aslan, D., Giiner, G. ve Kutay, F. Z., 2002. Tibbi Laboratuarlarda
Standardizasyon ve Kalite Yontemi, Tiirk Biyokimya Dernegi Yayinlari.

Zhang, L., Mulrooney, S.B., Leung, A.F.K., Zeng, Y., Ko, B.B.C., Hausinger, R.P.,
Sun, H., 2006, Inhibition of urease by bismuth (1I1) : Implications for the

175



mechanism of action of bismuth drugs, Bimedical and Life Sciences, 19, 503-
511.

Zhao, G.R., Xiang, ZJ., Ye, T.X,, Yuan, Y.J., Guo, Z.X., 2006. Antioxidant
activities of Salvai miltiorrhiza and Panax notoginseng. Food Chemistry, 99, 4,
767-774.

Zhishen, J., Mengcheng, T., Jianming, W., 1999. The Determination of Flavonoid
Contents in Mulberry and Their Scavenging Effects on Superoxide Radicals.
Food Chem. 64: 555-559.

176



OZGECMIS

Adi Soyad : Semiha YENIGUN

Dogum Yeri ve Tarihi : Canakkale 26.07.1988

Adres : Barbaros Mah. Badem Sok. Eris Aprt. No:13 D:8 Merkez / Canakkale
E-Posta : cocukdr-sem-hay@windowslive.com

Lisans : Ondokuz Mayis Universitesi

TEZDEN TURETILEN YAYINLAR/SUNUMLAR

" Ozen T. ve Yenigiin S., 2015: Giiz Yemisi (Elaeagnus umbellata Thunb.) Meyve
ve Yaprak Ekstraktlarinin Antioksidant Aktivitelerinin Arastirilmasi. 27. Ulusal
Kimya Kongresi, Agustos 23-28, 2015 Canakkale, Tiirkiye.

" Ozen T., Yenigiin S. ve Demirtas 1., 2015: Giiz Yemisi (Elaeagnus umbellata
Thunb.) Meyve ve Yaprak Ekstraktlarinin Antiproliferatif, Ureaz, Asetilkolinesteraz
ve Biitirilkolinesteraz Inhibisyon Aktivitelerinin Arastirilmasi, 27. Ulusal Kimya
Kongresi, Agustos 23-28, 2015 Canakkale, Tiirkiye.

177



