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OZET

Paraoksonaz (PON) ayni zamanda arilesteraz (ARE) aktivitesine de sahip olan,
lipoprotein metabolizmasinda aterorpotektif role sahip Kklinik bir enzimdir. Katalaz
(CAT) hidrojen peroksitin bertaraf edilmesinde rol oynarken, Miyeloperoksidaz (MPO)
ise bakteriyel enfeksiyonlarda nétrofillerce salinan bakterisidial etkiye sahip bir
enzimdir. Bu koruyucu etkisine ragmen prooksidan etkisi kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Calismamizda 6nemli bir tibbi bitki olan karadut (Morus nigra L)
meyvesinin yiiksek polifenolik igerigi ve antioksidan Ozelligine bagli olarak bu
enzimlerin in vitro sartlarda serum aktiviteleri iizerine etkilerinin incelenmesi
amaclanmstir. Etik izinle biyokimya laboratuvarindan hasta serum serum havuzu
olusturuldu. Karadut meyvesinin sulu ve etanolik ekstraktlarinda toplam fenolik madde
(TPC), toplam flavonoid madde (TFC) igerikleri ile FRAP, DPPH, ABTS, total oksidan
durum (TOS) ve total antioksidan durum (TAS) aktiviteleri belirlendi. Ayrica karadut
ektraktlariin HPLC ile fenolik bilesik igerigi analiz edildi. Ekstraklarin serumla
beraber 25,50,75,100 ve 200 pg/mL’lik konsantrasyonlari olusturuldu ve bunlarin PON,
ARE, CAT ve MPO enzim aktiviteleri iizerine etkileri spektrofotometrik ve Kinetik
belirlendi. Ektraktlar genel olarak PON, ARE, MPO ve TOS aktivitelerini kontrol
serumuna gore anlamli ol¢iide azaltirken, TAS, ve CAT degerlerinde ise artig goriildii
(p<0.05). Artis ve azalis miktarlarinin 6zellikle 100 ve 200 ug/mL konsantrasyonlarda
anlamli oldugu gorilldi HPLC analizinde toplam sulu ¢ozeltide 5 adet, etanolik
cozeltide 7 fenolik bilesik tespit edildi. Bunlar iginde Protokatekuik asit en yiiksek
konsantrasyona sahipti.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Atrilesteraz, Karadut, Katalaz,

Miyeloperoksidaz, Paraoksonaz
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SUMMARY

Paraoxonase (PON) is a clinical enzyme that also possesses arylesterase (ARE)
activity and plays an atheroprotective role in lipoprotein metabolism. While catalase
(CAT) plays a role in the elimination of hydrogen peroxide, myeloperoxidase (MPO) is
an enzyme with bactericidal effects released by neutrophils during bacterial infections.
Its pro-oxidant effect has been associated with cardiovascular diseases. In our study, we
aimed to investigate the effects of the high polyphenolic content and antioxidant
properties of the black mulberry (Morus nigra L) fruit—an important medicinal plant—
on the serum activities of these enzymes under in vitro conditions. With ethical
approval, a serum pool was established using patient serum from the biochemistry
laboratory. Total phenolic content and total flavonoid content of all extracts of black
mulberry fruit, as well as their FRAP, DPPH, ABTS, total oxidant status (TOS), and
total antioxidant status (TAS) activities, were determined. Additionally, the phenolic
compound content of extracts was analyzed by HPLC. Extracts were prepared at
concentrations of 25, 50, 75, 100, and 200 pg/mL in serum, and their effects on PON,
ARE, CAT, and MPO enzyme activities were determined spectrophotometrically and
kinetically. In general, the extracts significantly reduced PON, ARE, MPO, and TOS
activities compared to the control serum, while increases were observed in TAS and
CAT values (p<0.05). It was observed that the extent of these increases and decreases
was particularly significant at concentrations of 100 and 200 pg/mL. A total of 7
phenolic compounds were identified in the HPLC analysis. Among these,

protocatechuic acid had the highest concentration.

Keywords: Antioxidant, Arylesterase, Blackberry, Catalase, Myeloperoxidase,

Paraoxonase
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1. GENEL BILGILERI

1.1.Giris

Metabolizma sirasinda olusan oksidan Triinler viicutta ciddi zararlar
olusturabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen siiperoksit ve hidroksil
radikalleri gibi oksidan molekiiller protein, lipid ve DNA’da hasar olusturabilme
egilimindedirler (Ozcan vd., 2015). Viicudumuzda oksidan-antioksidan dengeyi
korumaya yonelik ¢esitli mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalarda kullanilan
antioksidan kaynaklar hiicre i¢i, hiicre dis1 ve disaridan destek seklinde olabilmektedir.
Hiicre i¢i ve hiicre disi (genel olarak dolasimda) pek¢ok enzim de antioksidan olarak
gorev yapmaktadir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).

Viicudun islev bozukluguyla baglantili yeni patolojilerin ortaya c¢ikmasiyla
birlikte, enzimatik aktivitenin incelenmesi, tantyr kolaylastirmak agisindan yaygin
bigimde kullanilan bir metottur. Hiicre i¢i ve hiicre disinda bulunabilen bu enzimlere
Glutatyon peroksidaz (Peroksidazlar), Katalaz, Siiperoksit dismutaz (SOD),
Paraoksonaz (PON), Myeloperoksidaz (MPO) 6rnek olarak verilebilir (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

Paraoksonaz 1 (PONI1) ozellikle lipid metabolizmasinda diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) oksidasyonuna ve dolayisi ile aterosklerotik kalp hastaligina karsi
koruyucu rol oynadig: ifade edilen bir enzimdir. Paraoksonazin farkli substratlara etki
edebilmesi bu enzimin aym1 zamanda arilesteraz ve laktonaz enzim aktivitesi
gostermesini saglamaktadir. PON1’in genetik olarak polimorfik o6zellik gostermesi
enzim aktivitesinde farkliliklara sebep olabilmektedir (Aviram, vd., 1998). Bu nedenle
son zamanlarda polimorfizmden daha az etkilenen arilesteraz ve laktonaz aktivitesi de
one ¢cikmaktadir.

Myeloperoksidaz enzimi bazi durumlarda pro-oksidan aktivite gosterir ve
bakteriyosidial etki olarak tanimlanan ve nétrofillerin bakterilere karsi cevabinda etkili
olan bir enzimdir. MPO hidrojen peroksiti (H20,) kullanarak hipokloréz asit (HOCI)
gibi halojenlenmis oksidanlar olusturur. MPO’nun her ne kadar bakterilere karsi
oksidan etkisi oldugu ifade edilse de bu ozelligi ile aynt zamanda LDL iizerinde
oksidasyona sebep oldugu ve buna bagli olarak aterosklerozu tetikleyebilecegi gesitli
arastirmalarda ifade edilmistir (Nicholls ve Hazen, 2009). Katalaz baska bir 6nemli
antioksidan enzim olup oOzellikle siiperoksit dismutaz gibi diger bazi antioksidan

enzimlerin siiperoksit radikalini hidrojen peroksite ve oksijen molekiiliine doniistiirmesi



ile biriken hidrojen peroksiti suya ve molekiiler oksijene parcalar. Nitekim Fe*
varliginda gergeklesebilecek femtom reaksiyonu sonunda baska bir oksidan olan
hidroksi radikalinin olusumu ve =zararli etkileri engellenmis olur (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

Bitkiler ¢evresel uyum i¢in metabolik prosesler sirasinda ¢ok genis sayida
sekonder metabolit olarak adlandirilan ve gelismis ve gelismekte olan iilkelerde gesitli
hastaliklarin tedavisinde ¢ok uzun zamandan beri kullanilan {iriinler olusturur. Bu
iriinler glinlimiizde de tarim, tip ve farmakoloji gibi endiistriyel alanlarda yaygin
bi¢imde kullanilmaktadir (Acibuca, vd., 2018; Kiling vd, 2025 ; Darak vd, 2024). Bu
bilesiklerin basinda fenolik bilesikler vitaminler alkoloidler gibi ¢esitli molekiiller
sayilabilir ve bunlar bitkinin tohum-cekirdek, meyve, gévde, yaprak, kok ve kabuk gibi
gesitli  kisimlarindan elde edilmektedir. Bu bilesiklerin  baslica  6zellikleri
antiinflamatuar, antioksidan 6zelliklerin olduk¢a baskin olmasidir. Nitekim bu bilesikler
inflamatuar, oksidatif hastaliklar, kanser, noérodejeneratif, kemik, gasteointestinal
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kiling, vd., 2019).

Tibbi bitkiler dahil olan karadut en yaygin 3 dut grubundan biridir: Karadut
(Morus nigra), Beyaz dut (Morus alba), Kirmizi dut (Morus rubra). Giineybati1 Asya’da
yaygin olan dutgiller Orta Avrupaya kadar uzanmakta ve ¢ok farkl yiiksekliklerde dahi
yetisebilmektedir. Endiistriyel olarak yapraklar1 ipek bocegi yetistiricilifinde
kullanilmakta, o6zellikle meyve ve meyve suyu ise gida, kozmetik, farmakolojik
alanlarda tercih edilmektedir .

Kolay bulunabilmesi, karadut meyvelerinin seker ve aromatik icerigi sayesinde
lezzetli olmasi tiiketimini kolaylastirmaktadir. Karadut diger dutgillerde oldugu gibi
geleneksel tedavi amaciyla Ornegin agiz yaralarinin (aft) iyilestirilmesinde ¢ok uzun
zamandan beri kullamilmaktadir. Pek¢ok c¢alismada karadutun antioksidan,
antienflamatuar, antikanser, antidiyabetik, hepatoprotektif, antiaterosklerotik,
antihiperlipidemik ve antimikrobiyal aktivitelerine sahip oldugu gosterilmistir (Demir,
vd., 2017; Lim ve Choli, 2019). Yapilan fitokimyasal analizlerde kadradutun bu saglik
tizerine pozitif etkilerinin yapisinda bulunan Oncelikle fenolik bilesiklerden
kaynaklandig1 ifade edilmekterdir. Bu bilesikler ic¢inde baslica antosiyanidinler
(siyanidin-3-glikozid, siyanidin-3-rutinosid vb), fenolik asitler ( gallik asit, ferulik asit,
kafeik asit vb.), flavonoid ve tanenler sayilabilir (Ercisli ve Orhan, 2008; Huo vd.,
2023).

Bu caligmada yukarida belirtildigi gibi basta antioksidan etkisi olmak {izere

zengin fenolik bilesikleri sayesinde cesitli fitoterapdtik etkilere sahip olan karadutun
2



(Morus nigra) serumda bulunan bazi antioksidan enzim aktiviteleri (paraoksonaz,
arilesteraz, katalaz) ile gii¢lii biir bakteriyosidal ektiye sahip olan ve prooksidan 6zellik
gosteren miyeloperoksidaz enzim aktivitesi tizerine in vitro etkilerinin ve olasi
sebeplerinin belirlenmesi amaglanmustir. Hiicresel cevap (protein sentezi vb) yerine
ekstrakt + serum karisiminda fenolik bilesiklerin enzimlerle yapacagi baglarin, aktif
bolge veya substrat iizerinden etkilesimlerin, enzim inhibisyonu veya aktivasyonu ile

sonuglanabilecegi diisiintilmiistiir.

1.2 Oksidatif Stres

Canli organizmalarda hiicresel metabolizmanin dogal bir sonucu olarak siirekli
bicimde reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS) ve reaktif azot tiirleri
(Reactive Nitrogen Species, RNS) iiretilmektedir. Serbest radikaller olarak da bilinen bu
reaktif molekiiller, fizyolojik diizeylerde hiicresel sinyal iletimi, gen ekspresyonu ve
bagisiklik yanitinin diizenlenmesi gibi temel biyolojik siire¢lerde oOnemli roller
iistlenmektedir. Ancak bu reaktif tiirlerin iiretimi ile antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasi, hiicre ve dokularda oksidatif stres olarak tanimlanan
patolojik bir duruma yol agmaktadir (Giilgin, 2012) .

Ilk defa Sies (1985) tarafindan “biyolojik sistemlerde prooksidanlar ile
antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlar lehine bozulmasi” seklinde
tanimlanan oksidatif stres “lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel
makromolekiillerin oksidatif hasara ugramasimna neden olan reaktif tiirlerin asir
birikimi” olarak genisletilmis tanmimi ile giincellenmistir (Krisnamuthy vd., 2024). Bu
siireg, hiicresel biitlinliiglin bozulmasina, enzim fonksiyonlarinin kaybina ve genetik
materyalin zarar gormesine neden olarak bir¢ok kronik ve dejeneratif hastalifin
patogenezinde merkezi bir rol oynadigi ifade edilmektedir (Karabulut ve Giilay 2016).

Oksidatif stresin ortaya c¢ikmasinda cesitli faktor etkili olmaktadir. Kabaca
endojen ve eksojen kaynaklar olarak siniflandirilabilen bu faktorlerden endojen
kaynakli faktorler olarak fizyolojik olarak mitokondriyal solunum sirasinda gergeklesen
elektron kagaklari, inflamasyon sirasinda inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu ve
peroksizomal reaksiyonlar yer alirken; eksojen faktorler arasinda cevresel toksinler,
hava kirliligi, ultraviyole ve iyonize radyasyon, sigara dumani, agir metaller ve bazi
farmakolojik ajanlar bulunmaktadir (Valko vd., 2007; Karabulut ve Giilay 2016).
Ayrica yaslanma, metabolik sendrom, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok patolojik durumun oksidatif stres ile yakindan

iligkili oldugu gosterilmistir .



Oksidatif stresin temel belirleyicileri olan oksidanlar, biyolojik sistemlerde
yiiksek aktiviteye sahip molekiiller olup hiicre i¢i yapilarla hizla etkilesime girerler.
Baslica siiperoksit anyonu (Oz*), hidrojen peroksit (H20:), hidroksil radikali (*OH) ve
peroksinitrit (ONOO") gibi farkli kimyasal formlarda bulunmaktadirlar ve o6zellikle
kontrolsiiz iiretimleri veya bertaraf mekanizmalarinda bozukluk durumunda hiicresel
homeostatik dengeyi bozma yetenegine sahiptirler. Dolayisi ile oksidanlarin olusum
mekanizmalarinin - ve  biyolojik etkilerinin anlasilmasi, oksidatif stres iligkili

hastaliklarin tani, tedavi ve 6nlenmesi agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir (Valko vd.,
2007; Krisnamuthy vd., 2024).

1.2.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunan molekiiller veya molekiil pargalar1 olarak tanimlanir (Ozcan, vd., 2015). Bu
eslesmemis elektronlar kararsizdir ve genellikle serbest radikale onemli derecede
reaktiflik kazandirir.

Serbest radikaller diisiik konsantrasyonlarda insan viicudunda bir¢ok normal
fizyolojik fonksiyona miidahale ederek (sitokrom P450 ile ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, fagositoz ile enfeksiyon etkenlerine karsi savunma, makrofajlar ve
sitotoksik lenfositler tarafindan kanser hiicrelerinin yok edilmesi) yararli 6zellikler
gostermektedir. Bununla beraber oksidatif stres durumunda yani oksidatif dengenin
bozulmasi, antioksdian miktarinda veya aktivitesinde azalma ya da oksidan- serbest
radikal seviyesinde artis durumunda serbest radikaller basta hiicresel bazda ardindan
doku ve organ seviyesinde =zararli etkiler gosteriler. Ornegin kardiyovaskiiler
hastaliklar- baslica ateroskleroz- diyabet, alzheimer gibi noérolojik bozukluklara yol
acabilmektedirler (Krisnamuthy vd., 2024).

Oksidatif stres hiicresel bazda etkisini 4 asamali olarak gosterir (Ozcan, vd.,
2015).

- Membran lipiplerinin perokside edilmesi

- Protein oksidasyonu

- DNA hasari

- Hiicresel biitiinliigiin bozulmasi ve yikima.

Serbest radikaller normal fizyolojik sartlarda metabolizma sirasinda olusabildigi
gibi bagisiklik sistemi, inflamasyon, c¢evresel Kirlilik, radyasyon, sigara. Toksinler ve

agir metaller gibi eksojen ve endojen etmenler sonucunda meydana gelebilir (Sekil 1).



Endojen Kaynaklar : Eksojen Kaynaklar
Mitekondriyal solunum UV Radyasyon
Enzimatik Reaksiyonlar Iyonize Radyasyon
Bagisik Hiicre Tiitlin-Sigara
Aktivasyon Kirleticiler
Kimyasallar ve ilaglar

Serbest Radikaller |

Reaktif Oksijen Tiirleri(RAS) Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Siiperoksid Radikali (Oz7*) Nitrik Oksit Radikali (NO-)

Hidroksi Radikali (*OH) Nitrojen dioksit Radikali NO.-)
Peroksinitrit (ONOQO")

/

Hiicresel Hasar Mekanizmalari
DNA Hasari

Protein Oksidasyonu

Lipid Peroksidasyonu

Sekil 1. Serbest Radikaller ve Karakteristik Ozelliklerine Genel Bakis (Chandimali
vd’den, 2025, modifiye edilmistir).

Oksidatif streste rol oynayan baglica ROS ve RNS tiirleri Tablo 1 de

gosterilmistir.

Tablo 1. Baglica reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (Di Meo, vd, 2016).

O, Siiperoksit Anyonu
) ‘OH  Hidroksi Radikali
Radikaller NO"  Nitrik Oksit Radikali

NO, Azot Dioksit
LOO" Lipid Perosil Radikali

Radikal Olmayanlar H,O, Hidrojen Peroksit
HOCI Hipoklorik Asit
ONOO- Peroksinitrit

1.2.2. Antioksidan Sistemler
Antioksidanlar hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamlarda, metabolizma sonucu meydana

gelen serbest radikalleri stipiiriicii 6zellikleri sayesinde yakalayip etkilerini engelleyen
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veya minimuma indiren dolayist ile hiicre ve doku yapisini koruyan molekiillerdir
(Halliwell, 1995). Enzimler antioksidan sistemler iginde Onemli yere sahip

molekiillerdir.

1.3. Klinik Oneme Sahip Baz1 Antioksidan Enzimler

1.3.1. Paraoksonaz (PON1)

Insan serum paraoksonaz enzimi organofosfat bilesiklerini hidrolize edebilen bir
enzimin varligimi bildiren Abraham Mazur'un 1946'daki calismasinin ardindan,
1950'lerin baginda tanimlanmistir

Paraoksonaz, karacigerde sentezlenen ve bir insektisit parationun metabiliti olan
paraoksonu hidroliz edebilen bir serum esteraz enzimidir (Sekil 2). Paraoksonaz
enziminin ayrica karboksilik asit esterleri, diazookson, soman ve sarin gibi ¢esitli
organofosfat kokenli bilesikleri aril ester ve laktonlar1 da metabolize ve detoksifiye
edebildigi gosterilmistir (Sekil 3) (Ekmekgi vd., 2004; Memisogullart ve Orhan 2000;
Mohammed vd., 2022). Enzimin iginde katalitik aktiviteyi ve yapinin stabilizasyonunu
saglayan iki kalsiyum atomu vardir. PON heliks olarak baglandigi organofosfat
substratlarinin hidrolizi sayesinde norotoksisiteye karsi esas olarak PONI1 tarafindan
saglanir.

Paraoksonaz ailesi li¢ enzimden olusan bir gruptur. Bunlar paraoksonaz-1 (PON1,
EC 3.1.1.2,3.1.1.81, 3.1.8.1), paraoksonaz-2 (PON2) ve paraoksonaz-3 (PON3). PON1
355 amino asit kalintisina sahip 43 kDa bir glikoproteindir (Taler-Ver¢i¢ vd., 2020).
Insanlarda paraoksonaz gen ailesi yan yana olacak sekilde 7. Kromozomun uzun
kolunda (7921.3-22.1) bulunmaktadir (Chistiakov vd., 2017). Bu protenin baslica sentez
yeri karacigerdir. Burada sentezlenen paraoksonaz plazmaya kan dolasimina verilir.
Dolasimda paraoksonazin hidrofobik N terminal kismi yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) nin protein igerigi, 6zellikle Apolipoprotein Al, ile baglantili olmaya elverislidir
ve HDL yapisina katilir. Dolasimda biiyiik oranda HDL yapisinda bulunur (Goswami
vd 2009; Meneses vd., 2019). HDL, yapisindaki bazi reseptor ligandi gorevi goren
proteinler vasitasi ile dolasimda fazla kolesteroliin birikmesini engellemesi ve yine
yapisindaki paraoksonaz gibi bazi enzimler sayesinde diisilk yogunluk lipoproteinin
(LDL) oksidasyonunu 6nlemesi sebebi ile iyi huylu kolesterol olarak ifade edilmektedir
(Goswami vd 2009; Sviridov vd., 2008).



/
0 0 8 0 0 X
0 0 0
o 9 op O
®\N 0\l|),0 C,H; —>( ) o\ Q]')’0 GHs . HO‘}')’O\QH;-'- LsfJ\N o
] I Gy / I . I Y
0 ytochrome () 0 Paraosonase ) 0
. P450
Parathion Paraoxon Diethylphosphate p-Nitrophenol

Sekil 2. Paraoksonazin paraokson kataliz reaksiyonu (Mohammed vd., 2022)

1.3.1.1. Paraoksonaz Enzim Aktivitesi ve Klinik Onemi

In vitro analizler, PON1 ve PON3'in diisiikk yogunluklu lipoproteindeki (LDL)
lipid oksidasyonunu inhibe ettigini, bdylece aterosklerozun baslamasinda ve
ilerlemesinde rol oynayan oksitlenmis lipitlerin seviyelerini azalttigin1 gostermektedir.

PON enzimleri, homosistein tiyolaktonun hidrolizi ve inaktivasyonu,
makrofajlarin  kolesterol biyosentezinin inhibisyonu ve bunlarin disart akisinin

uyarilmasi, fosfolipidlerin hidrolizinde fosfolipaz A2'nin etkisi gibi gesitli aktivitelerle

baglantilidir.
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Sekil 3. Paraoksonaz Enzim Substratlatt (Mohammed vd., 2022)

PON ve Ateroskleroz : Paraoksonaz geni polimorfik 6zellige sahiptir. Bu enzimin
lipoprotein metabolizmasinda 6zellikle yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) yapisinda
bulundugu, 6zellikle diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) yapisinda bulunan kolesterol
ve yag asitlerinin oksidasyonunu engelledigi boylece atherosklerozda rol oynayan
okside lipid miktarin1 azaltmasi ile bir tiir koruma sagladigi ifade edilmektedir (Aviram
vd., 1998). Bu yani ile 6zellikle atheroskleroza karsi koruyucu roli oldugu ¢esitli
caligmalarda goOsterilmistir. Paraoksonaz ailesinin ayrica organofosfatlarin = sinir
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sisteminde gergeklestirdigi norotoksisitenin engellenmesinde, aterosklerotik vaskiiler
hastalik i¢in risk faktorlerinden biri olan homosistein tiyolaktonunun hidrolizi ve

inaktivasyonunda da rol oynamaktadir (Gowsami vd, 2009).

A Glyc |poB \\
Monocyte/

macrophage ell
Glucose e

oxidation

Sekil 4. Yiiksek yogunluklu lipoproteinin (HDL) lipid hidroperoksitler ve lizolipidlerin
metabolizmasindaki rolii ve aterogeneze karsi koruma. Apo Al, apolipoprotein
Al; apoB100, apolipoprotein B100; apoM, apolipoprotein M; CETP, kolesteril
ester transfer proteini; glyc apoB, glikozile apolipoprotein B; GSPx, glutatyon
peroksidaz; LDL, diisiik yogunluklu lipoprotein; LDLR, diisiikk yogunluklu
lipoprotein reseptorii; oxLDL, oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein;
PLAZ2, fosfolipaz A2; PLTP, fosfolipid transfer proteini; PON1, paraoksonaz 1;
RAS, reaktif oksijen tiirleri; SCARAI1, ¢opeii reseptorii Al; SCARBI, ¢opgii
reseptorii B1 (Soran vd., 2015).

Ateroskleroz felglere, kalp krizlerine ve arterlerle ilgili bozukluklara neden olan
bir hastaliktir. Bu hastalikta 6zellikle oxide olan diisiik yogwunluklu lipoproteinin
(oxLDL) bagslattigt ve buna cevap olarak inflamatuar yanitin gelistigi, monosit
hiicrelerinin yanit olarak endotel hiicre c¢agrisi ile bolgede toplanip liimen digina goc
ettigi, damar etrafindaki kas tabakasi i¢inde makrofaja dontiserek oxLDL molekiillerini
fagosite ettigi ve sonunda metabolize edemedigi bu molekiiller sebebi ile olduk¢a fazla
kolestreol ve diger yag molekiillerini biriktirerek liimeni daralttig1 ifade edilmektedir
(Jaouad vd., 2006) (Sekil 5). Gelisimi, intimadaki yiiksek diizeydeki lipitten kaynaklanir
ve bu da arter duvarinda siirekli hasara neden oldugundan dolay: hasarli alanda kronik
inflamasyonu gelisimini tetikleyebilir ( Pahwa ve Jialal, 2023; Ross ve vd., 1999).

Yiiksek diizeyde homosistein ve homosistein-tiyolakton, vaskiiler patolojilere

neden olur. Diizeyindeki bu artis, kolesterol akisinin uyarilmasindan sorumlu PONI
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aktivitesinin azalmasindan, HDL ve LDL'de lipit peroksitlerin birikmesinin
onlenmesinden  kaynaklanir.  Oksitlenmis  fosfolipidleri  yiiksek  yogunluklu
lipoproteinlere (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoproteinlere (LDL) metabolize eder.
(Grzegorzewska vd., 2020).

PONL1, aterosklerozun gelisiminde primer rolii oldugu disiiniilen disik
yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidasyonuna karst HDL'nin yapisina katilarak cesitli
aktivitelerine katkida bulunan bir enzimdir. HDL, anti-inflamatuar, antitromboz,
antioksidan aktivitesi ve ters yonde kolesterol tasmimi Ozellikleri sayesinde
aterosklerozun oOnlenmesinde onemli bir rol oynar. PON1 ve HDL'nin antioksidan
aktivitesi, anti-aterojenik 6zelliklerden birini olusturur (Bounafaa vd., 2014; Sviridov
vd., 2008).

PON1'in antioksidan aktiviteleri Cys284 pozisyonundaki aminoasidin serbest
stilfhidril grubuna baglidir (Jaouad vd. 2006). Cys284, PONL1'in antioksidan
aktivitesinin bolgesini temsil eder (Aviram vd., 1998). Yaslanma veya diger stresli
faktorler (diyabatik, obezite, sigara vb.) durumunda bu bolge oksidasyona ugrar, bu da
PONL1 aktivitesinde bir azalmaya yol acar. Dolayisiyla HDL'nin 6nlenmesindeki rolii
onemli Olgiide azalir ve bu da bireyin aterosklerotik riske girmesine neden olur
(Bounafaa vd., 2014; Cherki vd., 2007; Gbandjaba vd., 2012; Seres vd., 2004).
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Enzimatik ;

\ Lipoksijenaz

Metaloproteinaz
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kbpiik hikore olusumu
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Pro-apoptotik
NFK, TNFR1, TNFR2

Sekil 5. LDL oksidasyonu ve etkileri (Dvyo ve Bassam’dan modifiye edilmistir, Divya
ve Bassam., 2021).

1.3.1.2. PON Arilesteraz (ARE) Aktivitesi
Arilesteraz aktivitesi PON enziminin bir diger aktivitesidir. PON’un biyolojik

fonksiyonunun bir pargasi olmakla beraber biitiin aktivitesini (paraoksonaz aktivitesi



olarak) ifade etmez, esas olarak Paraoksonaz-1 (PON1) enziminin ester hidroliz
kapasitesini gosterir. Dolayisiyla antioksidan potansiyelini yansitan fonksiyonel bir
biyobelirtectir. ARE aktivitesinin PON genotip farkliligindan (Q192R polimorfizmi)
etkilenmedigi ve bu nedenle enzim diizeyini daha iyi yansittig1 diigiik miktarlarda klinik
olarak kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili olabilecegi belirtilmistir (Bhattacharyya vd.,
2008).

1.3.2 Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO: E.C. numarasi: 1.11.2.2), peroksidaz ailesine aittir; esas
olarak notrofil graniilositlerde ve ¢cok az miktarda monositlerde bulunan bir enzimdir.
Peroksidaz ve klorlama aktivitesine sahiptir (Klebanoff, 2005).

Mide mukozasina noétrofil infiltrasyonunun biyokimyasal belirteci olarak
kullanilan MPO, bir hem peroksidazdir (EC 1.11.1.7), yaklasik 11 kb boyutundadir ve
11 intron ve 12 ekzondan olusur ve kromozom 17'nin uzun kolunda bulunan genin

rtiniidiir g23.1 (Van der Veen vd., 2009).

MPO
CI" + H,0, > HOCI + OH* (Esitlik 1)

Biyolojik sivilarda (lenf, asit sivisi, eksiida sivisi), plazmada ve dokularda
anormal derecede yliksek MPO konsantrasyonlari, nétrofillerin belirgin veya asiri
aktivasyonunun bir isaretidir. MPO, yogun bakim patolojilerinde, kardiyovaskiiler
hastaliklarda ve enfeksiyoz olmayan patolojilerde nétrofillerin aktivasyonu ve doku
infiltrasyonuyla baglantili bircok patolojide bir belirteg olarak kabul edilmektedir
(Zhang vd., 2001; Hoy vd., 2002).

Klinik olaylara bakildiginda miyeloperoksidazin patolojik durumlarla iligkili
oldugu goriilmektedir. Akut inflamatuar patolojilerde (enfeksiyonlar, akut solunum
sikintis1 sendromu), MPO'nun plazma konsantrasyonlar1 yliksektir. Aktive edilmig
enzim, alveollerde notrofil sayisi ve bu hiicrelerin degraniilasyonunun diger triinleri
(elastaz, laktoferrin) ve alveoler lavaj sivilarinin oksidatif aktivitesi ile korelasyon
halinde bulunur (Mathy-Hartert vd., 2000). Alzheimer hastaligi, multipl skleroz, felg,
Parkinson hastaligi, depresyon, kafa travmasi ve epilepside goriilen ndropatolojiyle
iliskilidir.

MPO, yiiksek yogunluklu lipoproteinleri (HDL) okside edebilecegi ve bu

durumda aterosklerotik plaklarin olusumuna katki saglayabilecegi belirtilmektedir
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(Nicholls ve Hazen, 2009; Heller vd., 2000). Oksidatif stres altinda PONI’in
antioksidan 6zelligini korudugu, buna karsin MPO’nun akut inflamatuar durumlarda
konsantrasyonunun ve aktivasyonunun arttigi bilinmekte olup bu iki enzimin oksidatif
durumda bir araya geldigi diistiniilmektedir. Her iki enzimin birbirini nasil etkileyecegi
cesitli calismalarla gosterilmistir. Boyle bir durumda bir tarftan PON1 MPO {izerinden
oksidasyon etkisini azaltirken diger tarftan MPO PON1’in 71. Pozisyonundaki tirozin
aminoisidi lizerinden PON1 aktivitesini ve stabilitesini bozacagi ifade edilmektedir
(Lewon-Mrozek vd., 2024).

1.3.3. Katalaz (KAT)

Katalaz (E.C. 1.11.1.6) oksidorediiktaz grubu bir enzim olup mitekondride
oksijenli solunum sirasinda olusan hidrojen peroksidin (H20,) olast olumsuz etkilerinin
elimine edilmesinde 6nemli rol oynar. En 6nemli antioksidan enzimlerden biri olan
katalaz hemen hemen tiim aerobik organizmalarda bulunmaktadir. Iki asamali bir
reaksiyonda iki hidrojen peroksit molekiiliinii bir oksijen molekiiline ve iki su
molekiiliine pargalar ve hiicresel hidrojen peroksit diizeylerinin kontrol altinda
tutulmasimi saglar (Jyoti vd., 2018; Cinzia Signorini, 2019). Katalazin katalizledigi

reaksiyon :

2 10, —> 2 H0 +O: (Esitlik 2)

Klinik ¢aligmalarda katalaz aktivitesindeki degisimlerin diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, noérodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi durumlarla iligskili oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle serum katalaz aktivitesi, oksidatif stresin degerlendirilmesinde
klinik agidan anlamli bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedir (Thyagaraju vd., 2008).
Katalaz eksikligi veya islev bozuklugu, diyabet, vitiligo, kardiyovaskiiler hastaliklar,
Wilson hastaligi, hipertansiyon, anemi, bazi dermatolojik hastaliklar, Alzheimer
hastaligi, bipolar bozukluk ve sizofreni gibi bir¢ok hastalikla iliskili oldugu
belirtilmektedir (Habib ve Lee, 2010).

1.4. Tibbi Bitkiler

Organlarinda, yapraklarinda, yumrularinda, kabuklarinda ve meyvelerinde
biyoaktif maddeler (alkaloidler, fenolik bilesikler ve digerleri) igeren ve tibbi amaclarla
kullanilan bitkiler, farmakolojik aktiviteleri nedeniyle tibbi bitki olarak kabul edilir

(Goktas ve Gidik, 2019). Son yillarda Ozellikle tibbi bitkiler, sahip olduklari
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antioksidan aktiviteleri ve diger bazi Ozellikleri agisindan kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Bitkilerin bu o6zelliklerinin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser olmak iizere dejeneratif hastalik risklerinin azalmasiyla iliskili olduguna
inanilmaktadir (Pérez vd.,2008; Do vd., 2014). Bu noktada 6zellikle sekonder metabolit
olarak ifade edilen ve bitkilerde ¢ok sayida ¢esidi bulunan polifenolik bilesiklerin etkili
oldugu diistiniilmektedir (Kiling vd., 2019).

Polifenolik bilesikler (flavonoidler, lignanlar, ligninler vb.) bitkilerin renk ve
duyusal ozelliklerine katkida bulunur ve tohumlarda, meyvelerde, sebzelerde ve
ciceklerde bulunur (Pincemaila, 2007). ). Aromatik bir g¢ekirdege (benzen halkasi)
dogrudan bagli en az bir hidroksil grubunun (-OH) varligiyla taninirlar. Polifenoller,
yapilarina bagli olarak birka¢ simifa ayrilir (Majewski vd., 2015) ve antioksidan, anti-
inflamatuar, yaslanma karsiti ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle kullanilirlar (Sun
vd., 2022).

1.5. Karadut (Morus nigra)

Dutgiller ailesi (Moraceae), Kuzey ve Gliney yarimkiirelerde subtropikal, tropikal
ve 1liman bolgeler dahil olmak iizere olduk¢a genis bir iklimsel farklilga, toprak ve
yiikselti gesitliligine ve ekonomik 6neme sahip c¢igekli bir bitkidir ve tibbi bitkiler
grubunda degerlendirilmektedir (Vijayan vd,. 1997). Yapraklari ipekbocekleri igin
onemli ve 6nemli bir besin kaynagidir. Meyveleri gesitli {iriinlerin hazirlanmasinda
kullanilir.Ulkemizde baslica meyve iiretimi, dut pekmezi ve regel iiretimi i¢in tercih
edilen dutgiller icinde 6zellikle beyaz dut (Morus alba), kirmizi dut (Morus rubra) ve
karadut (Morus nigra) tiirleri en fazla bulunan tiirlerdir (Turan vd., 2017).

Karadut (Morus nigra), Moraceae familyasinin Morus cinsine ait olup geleneksel
tedavide ¢ok eski zamanlardan beri kullanilan tibbi bir bitkidir ve énemli ekonomik
degere sahiptir. Kimyasal icerik bakimindan tibbi anlamda genis bir kullanim alanina
sahip olan polifenolik bilesik kaynagidir. Yapilan ¢aligmalarda flavonoller, flavanonlar,
antosiyaninler, fenolik asitler ve diger diisiik molekiiler agirlikli fenolikler dahil olmak
lizere 55 ayr1 biyoaktif polifenol bilesik tanimlanmustir (Khalifa vd., 2018). Ozellikle
antosiyaninler, Morus nigra meyvesine karakteristik siyaha yakin mor rengini veren ana
bilesiklerdir ve toplam fenolik igerigin biiyiik boliimiinii olusturur (Mikulic-Petkovsek
vd., 2012). Ana bilesenleri antioksidan, antiinflamatuar, antikanser, antimikrobiyal,
antifungal,  antidiyabetik,  antihiperlipidemik, antiaterosklerotik,  antiobezite,
kardiyoprotektif, hepatoprotektif, gibi bir¢ok farmakolojik ve immiinomodiilator

aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Lim ve Choi, 2019; Turan vd., 2017).
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Meyveleri, yapraklari ve hatta kabugu cesitli farmakolojik amagclarla kullanilmakta olup
bu biyolojik aktivitelerin biiylik 06lgiide polifenolik bilesiklerden kaynaklandig
bildirilmistir (Ercisli ve Orhan, 2007). Fenolik icerik ve antioksidan kapasite dzellikleri
meyvenin iklim ozellikleir ve toplandigi cografi bolgeye, ekstraksiyon metoduna,
kullanilan ¢6ziicii cinsine gore degilsiklikler gosterebilmektedir.

Notrofil kaynakli oksidan yiikiin onemli bir gostergesi olan MPO’nun
aktivitesinde karadutun inflamasyon modellerinde azalma ve oksidatif dengenin

iyilesmesiyle iligkili etkiler rapor edilmistir (de Padua Lucio vd., 2018).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1

Mikroplakalar

Mikroplaka okuyucu

Otomatik pipetler (10-20-200-1000uL)
pH-metre

Santrifiij (Sogutmalr)
Spektrofotometre Cihazi

Vorteks

Cihaz ve Aletler Marka/Model
Buzdolabi Beko
Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje) ISO Lab
Calkalayic1 Inkiibator Shel Lab
Distile Su Cihazi Merk Milipore
Ependorf tiip (1,5 mL) ISO Lab
Evaporator Heidolph
Etliv Memmert
Falkon Tiip (15/50 mL) Labsolute
Hassas Terazi (0,0001 Hassasiyet) KERN
Havan ISO Lab
HPLC Agilent 1200 Infinity
Manyetik Isitici/Karistiric IKA RH Basic 2

Lp Italiana Spa
Thermo Scientific
Eppendorf/IsoLab
HANNA

Allegra X-30R
Shimadzu UV1800
Heidolph



about:blank

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal malzemeler ve markalari

Kimyasal Maddeler Firma/Kod
Aliminyum nitrat Merck 101063I1SO
Demir Siilfat (FeSO4) Sigma

Etanol Merck

Fenil Asetat Sigma
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck 1.09001.0100
Fosfat tampon Sigma Aldrich P4417
Gallik asit Sigma Aldrich G7384
Glasiyal asetik asit Sigma Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma Aldrich
Hidrojen peroksit (H,0,) Tekkim 7722841
Kuersetin Merck 1592409
Metanol Merck 106009
Ninhidrin Merck 487472
0-dianisidin dikloriir Sigma
Paraoksonaz Kit Rel Assay
Paraoxon Sigma
Sodyum Asetat Sigma
Sodyum dihidrojen fosfat Merck
di-Sodyum hidrojen fosfat Sigma Alrich
di-Sodyum karbonat Merck 106392
Sodyum hidroksit Sigma
Sodyum klortir Merck 100317
TAS Assay Kit Rel Assay
TOS Assay Kit Rel Assay
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck 76039
TPTZ Sigma
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2.3. Karadut Meyvesinin Toplanmasi ve Calisma Gruplari
Elaz1g ilinden toplanmis Kkaradut meyveleri yaklasik 50 gramlik agzi kapali

posetler i¢inde buz akiisii bulunan mini dolaba alinarak laboratuvara ulastirildi ve

¢alisma yapilincaya kadar — 80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Sekil 6. Laboratuvar ¢alismalarinda

klnllan cesitli sarf ve ekipmanlar

2.3.1 Ekstraksiyon

Etanol / Sulu Ekstraksiyonu: Etanolik ve sulu ekstraktlar ayni sekilde hazirlanmis

olup Orneklerin etanol veya distile su ile ekstrakte edildi. Dondurulmus karadut
meyveleri kisa bir siire — 20°°C’de tutlulduktan vakumlu dondurma kurutma cihazinda
kurutuldu. Kurutma isleminden sonra bir blander yardimi ile meyveler toz haline
getirildi. Toz haline getirilen 6rneklerden 3 gram tartildi1 ve kapakli 100 mL borasilikatl
cam sisede etanol /su ile 60 mL‘e tamamlandi. Ornek vortekslendikten sonra 10 -12 dk
50 genlikte ultrasonik isleme tabi tutuldu. 37 °C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca
calkalayici inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi numuneler 2 kat kaba filtre
kagidindan siiziildii ve bos agirligi bilinen balon jojeye alindi. Balon joje bos iken
tartildi. Evaporator yardimi ile balon joje igerisindeki ¢oziicii uguruldu. Ugurma sonrasi
kalintilarin agirhigr tartildi. Kalintilar distile su ile ¢6zdiirtildi. Elde edilen ekstraktin bir
kism1 antioksidan aktivite analizi i¢in +4°C’de, bir kismi ise enzim aktivite deneyleri

icin -20°C’de ¢alisma yapilincaya kadar agzi kapali sekilde muhafaza edildi.
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2.3.2. Serum ve Ekstrakt Orneklerinin Hazirlanmasi

Saglik Bilimleri Universitesi Trabzon Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 29.04.2025
tarih ve 191 sayili onay: ve Giimiishane Il Saglik Miidiirliigiiniin oluru ile Giimiishane
Devlet Hastanesi Biyokimya Laboratuvarindan rutin analizleri tamamlanmis normal
sonuglu serum Orneklerinden 15 mL’lik falkon tiiplerine alinarak kapakli bir serum
havuzu olusturuldu. Ornekler 250 mL’lik kapakl bir deney sisesi i¢ine birlestirilerek
homojenize edildi ve ardindan kii¢iik hacimlerde aligotlanarak — 80 ve — 20 derecelerde
deney zamanina kadar saklandi. Bu 6rneklerden analizler sirasinda test prosediirlerinde
belirtilen final hacimlerine gore sulu ve etanolik karadut ekstraklar: kullanilarak —ayri
ayr1 25, 50, 75, 100 ve 200 ug/mL konsantrasyonlarinda 5 farkli serum + ekstrakt farkli
karisimlar1 hazirlandi. Her ¢alisma i¢in ayni konsantrasyonlar kullanildi. Caligmalar 3

tekrar 6rnekleme ile yapildi.

2.4. Ekstraktlarda Antioksidan Kapasite Tayini ve Fenolik icerik Analizi

2.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TPC) Tayini

Bu yontem Slinkard ve Singleton’un (1977) Folin-Ciocalteu metodundan
yararlanilarak 96 kuyucukli mikroplakaya adapte edildi (Darak vd., 2024). Bu metot
fosfotungistik asitin bazik ortamda indirgenmesi ve mavimsi bir renk almasina dayanir.
Yontem:

Standart igin gallik asitten 1000 pg/ml’lik stok hazirlandi ve stoktan 10, 25, 50,
100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler olusturuldu. Konsantrasyon-
absorbans grafigi ¢ikarildi (Sekil 7). Toplam 50 mL hacimde %7,5 w/v olacak sekilde
3,75 gram sodyum karbonat (Na,COs3) tartilarak distile su ile final hacme tamamlandi.
Stok olarak elimizde 2N konsantrasyonda bulunan Folin-Ciocalteu reaktifinden 1/9 v/iv
sulandirma (distile su ile) yapilarak 50 mL 0.2 N reaktif hazirlandi. Kor olarak distile su
kullanildi.

Deneyin Yapilis

96 plakali kuyucukta ekstraktlar, standart ve kor kuyucuklariin yerleri belirlendi
ve her biri igin kuyucuga 25 pL hacimde pipetlendi. Uzerlerine 100 pL, %10 (V/v)
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilerek oda sicakliginda karanlik ortamda 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100 pL %10 (w/v) sodyum karbonat
cozeltisi (Na,COg) ilave edildi. Bu islemin ardindan mikroplaka yine karanlik ortamda
oda sicakliginda yaklasik 2 saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire igerisinde renk

degisimi reaksiyonu gelisti. Mikroplaka siire sonunda 760 nm’de Mikroplaka

17



okuyucuda kore karsi spektrosfotometrik olarak okundu. Biitiin standartlar, kér ve

numuneler 3 tekrar olarak ¢alisildi.

y=0.00641281x+0.00141328
R:1

Absorbans

l.:: ) - . ) ‘:-:l ) - ) - 'Il.-'.-Z] ) ) . 'I;':l F]
Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 7. Toplam fenolik madde igin hazirlanan gallik asit standart grafigi

2.4.2. Toplam Flavonoid Madde (TFC) Tayini

Karadut sulu ve etanolik ekstratlarinin toplam flavonoid madde igerigini
belirlemek i¢in Beara ve arkadaslarinin yontemi (Beara vd., 2014), 96 kuyucuklu
plakaya uyarlandi. Yontem aliiminyum Kkloriiriin (AICI3) kolorimetrik analizine
dayanmaktadir. Caligmada standart olarak kuarsetin kullanildi. 1 mg/mL kuersetin stogu
hazirland1 ve bu stoktan 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/ml’lik ¢ozeltiler olusturuldu ve
standart grafigi cizildi (Sekil 8).

-%10’luk Aliiminyum kloriir ¢ozeltisi: 1 gram aliiminyum klorir tartilarak distile
su 10 mL’ye tamamlandi. Bir balon jojeye alinarak karanlikta islem yapana kadar
saklandi.

- 0,5 mol/L Sodyum nitrit (NaNO:) ¢ozeltisi: 0,862 g NaNO: bir miktar saf suda
¢Oziildii ardindan distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

- Imol/L Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi: 2g NaOH saf suda ¢6ziildi ve
distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Deney :

Ekstraktlar, standart, kor ve kontrol 6erneklerinin herbiri mikroplakada kendi
kuyucuklarma 50 pL olarak pipetlendi. Uzerlerine 170 uL metanol ilave edildi.
Ardindan 15 pL. NaNO: ¢ozeltisi eklendi ve 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 15 pL.
AICIs ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika bekletildi. Son olarak, 100 pL. NaOH ¢ozeltisinden
pipetlendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan mikroplaka 506 nm
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dalgaboyunda bir mikroplaka okuyucuda absorbanslari okundu. Standart grafigi

kullanilarak fenolik madde konsantrasyonu belirlendi.

0.15 y=0.000339513x + 0.0226889
R 0097

Absorbans

- - - - i - - - - P - = = = = = = = = =
0 100 200 300 400

Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 8.Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in hazirlanan kuersetin standart grafigi

2.4.3. Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasitesi (TAC), fosfomolibdenin indirgeme yontemi
kullanilarak Baltaci ve ark. (2024)ten modifiye edilmistir. Reaksiyon i¢in 500 pL
ekstrakt ile AA ve troloks standartlar1 (5 - 200 ug/mL konsatrasyonlarda), 2500 puL
deiyonize su ile karistirilmis ve ardindan 1000 pL taze hazirlanmis molibdat reaktifi
eklenmistir. VVortekslenen karisimlar kapali tiiplerde 95°C'de 1,5 saat inkiibe edildi ve
20-30 dakika oda sicakliginda sogutuldu. Ekstraktlarin yerine 500 uL deiyonize su
kullanilarak bir reaktif kor 6rnegi hazirlandi. UV-Vis spektrofotometrede 695 nm'de

okuma yapilarak absorbans degerleri elde edildi.

0.15 y =0,0015x+ 0,0021
R?* = 0,9968

Absorbans

0.05

L"J : j i : ‘:’J : Ié’f] 1 ;0 “"C
Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 9. Toplam antioksidan kapasite i¢in hazirlanan Trolox standart grafigi
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y=0.00231283x+0.0127519
R*:0.959

0.4

Absorbans

0 30 100 150 200

Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 10.Toplam antioksidan kapasite i¢in hazirlanan Askorbik Asit standart grafigi

2.4.4. ABTS Radikali Temizleme Kapasitesi

ABTS radikali temizleme kapasitesi deneyi Silva ve arkadaslarmin Silva vd.,
(2007) mikroplakaya uyarlig1 yontem modifiye edilerek gergeklestirildi. Standart olarak
troloks ve askorbik asit kullanildu.

Cozeltiler:

7 mmol/l ABTS [2,2"-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit] diamonyum
tuzu) radikal ¢Ozeltisi: Hassas terazide 38,4 mg ABTS tartildi ve 10 ml saf suda
¢ozildi.

Potasyum persiilfat (K,S,0g): 6.6 mg Potasyum persiilfat tartildi iizerine 10 mL
saf su eklenerek ¢oziildii. Cozeltiler esit hacimde ayni tiipe aktarildi. ABTS radikal
cozeltisi 734 nm'de 0,706+0,001 absorbans degerine kadar seyreltildi ve oda
sicakliginda 12 saat karanlikta ABTS radikalinin olusmasi i¢in inkiibe edildi.

Standart olarak troloks ve askorbik asit kullanild1 ve 5, 25, 50, 75, 100, 150, 200
ug/m’lik konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi (Sekil 9 ve Sekil 10).

Deney :

Ekstraktlar, standart ve korden 25’ser uL. mikroplakada kuyucuklarina pipetlendi.
Kor olarak 25 pL distile su kullanildi. Bu iglemi takiben tim kuyucuklara 275 pL
ABTS radikal ¢o6zeltisi eklendi. Antioksidanlar ABTS radikalini indirgemesi i¢in 5-6
dakika oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda mikroplaka 734 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik olarak okundu. Standart grafikleri
kullanilarak ABTS radikal giderme aktivitesi standart grafikleri sekil 18 ve sekil 19
kullanilarak (Sekil 11 ve Sekil 12) hesaplandi (Kahraman, S. 2009).
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y =-0,0053x+ 0,7154

0.6 - R*=0,999

Absorbans

0.4 4

L — —_— L1
0 An )] BO 100

Konsantrasvon (ua/mL)
Sekil 11. ABTS Troloks standart konsantrasyon grafigi

y =-0.00597475x + 0.656693
R*:0.997

Absorbans

20 80 100

Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 12. ABTS Askorbik Asit standart konsantrasyon grafigi

2.4.5. DPPH ( 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil ) Radikali Yakalama Yontemi

DPPH Radikali Yakalama Yontemi Soler-Rivas vd.nin (2000) DPPH ydnteminin
96 kuyucuklu mikroplakaya uyarlanmasi ile gerceklestirildi. Standart olarak troloks ve
AA kullanildi. 10 mg troloks ve askorbik asit hassas terazide tartilarak ayri deney
tiiplerine alindilar. 1mL metanol igerisinde AA ve trolox ¢oziildiikten sonra hacmi 10
mL’ye metanol ile tamamlandi. Hazirlanan 1000 pg/mL’lik stok c¢ozeltiden etanol ile
gerekli seyreltmeler yapilarak 5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinda standartlar hazirland1 (Sekil 13 ve Sekil 14).

90 umol/L DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal ¢6zeltisi; 8,9 mg DPPH
tartildi. Bir miktar metanol ile ¢6ziildii ve 25°lik balon jojede son hacmi metanol ile 25
mL‘ye tamamlandi. Cozeltileri 1giktan korumak i¢in aliminyum folyo ile kapatildi ve
karanlikta saklandi.

Deneyin Yapilist:
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Sulu ve etanolik karadut ekstraktlari, standart ve korlerin her birinin yerleri
belirlenerek mikroplakada kendilerine ait kuyucuklara 25 pL hacimde pipetlendi. Sirasi
ile 100 uL DPPH g¢alisma ¢6zeltisi ardindan 75 uL metanol tiim kuyucuklara eklendi.
Karanlikta ve oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm’de mikroplaka
okuyucuda spektrofotometrik olarak absorbanslar okundu. Sonuglar troloks esdegeri
(TEAC) ve askorbik asit esdegeri (AAE) olarak verildi. Orneklerde DPPH radikal
temizleme miktarlar; standart grafiklerinden (Sekil 14 ve sekil 15 ) elde edilen
denklemlere gore hesaplandi (Ahmed vd. 2015).

y =-0,0076x+ 0,8995
R*=0,999

Absorbans

20 -

Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 13. DPPH Trolox standart konsantrasyon grafigi

0.6

y =-0.00438484x + 0.619565
R*:0.999

Absorbans

0.2 4
- - . - . + - - - - 5 - - - - + - - - - .
20 40 &0 80 100

Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 14. DPPH Askorbik asit standart konsantrasyon grafigi

2.4.6. Demir 111 (Fe*®) indirgeyici Gii¢ Tayini (FRAP)

Ahmed vd.’nin, Demir Il (Fe*®) Indirgeyici Gii¢c Tayini (FRAP) metodunun
(Benzie ve Strain, 1996) 96 kuyucuklu mikroplakaya uyarlanmasiyla yapilmistir
(Ahmed vd., 2015). Deney de standart olarak demir Il siilfat (FeSO4) kullanilmistir.
Hazirlanan 1 mg/ml’lik stok ¢ozeltiden gerekli seyreltmelerek yapilarak 5, 10, 25, 50,
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100, 150, 200 konsantrasyonlarinda standartlar hazirland1 ve standart grafigi elde edildi
(Sekil 15). Deney icin 3 temel ¢dzelti nceden hazirlanarak deney sirasinda bu ¢ozeltiler
birbirine karistirilir.

Cozeltiler:

I. 300 mM Sodyum Asetat (CH:COONa) tamponu (pH: 3.6): 2,46 g CH:COONa
tartilip bir miktar distile su ile ¢oziildii. Cozeltiye %99 saflikta glasiyel asetik asitten
(CH3COOH) 1,6 mL ilave edilerek pH 3,60’ a ayarlandiktan sonra balon jojede distile
suile 100 mL’ye tamamlandi.

[1. 10 mmol/L TPTZ [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine] Cozeltisi: 31.2 mg TPTZ
tartildi. Uzerine 4 mL HCI (40 mM) ¢ozeltisi eklendi. Cozelti distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

1. 20 mM Demir Il Kloriir (FeCl;.6H,0): Hassas terazide 1,35 gram
FeCl;6H,0 tartild1 ve 250 mL’lik balon jojeye alindi.

FRAP reaktifi : Yukarida hazrilanan ¢ozeltiler (Na-asetat tamponu, TPTZ ve
FeCl;6H,0 ) sirasiyla 10:1:1 oraninda karistirilarak FRAP reaktif hazirlandi.

Deneyin Yaplust

Karadut sulu ve etanolik ekstraklar deneme ile belli konsantrasyonlarda
seyreltildi. Ekstraktlar, kor ve standartlarin her birinden 25pL alinarak mikroplakaya
eklendi. Uzerlerine 275 pL taze hazirlanmis olan FRAP reaktifinden pipetlenerek 30
dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Ardindan 593 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda kore karsi okuma yapildi. Kor olarak saf su kullanildi. Her bir

numune ve standartlar 3 tekrar olarak ¢alisildi.

15 v =0.00834403x + 0.0285869
' R* 0.999

Absorbans

II-II - ) ) ) ".-C ) ) ) . W ) ) ) ) 130 ) ) . ) I.'II
Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 15. FRAP FeSO4 standart konsantrasyon grafigi
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2.4.7. Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Toplam Antioksidan Durum (TAS) diizeyleri kolorimetrik olarak, Rel Assay
Diagnostics (Gaziantep, Tiirkiye) ticari kitleri kullanilarak Ol¢iildii. Yontem reaktif—
numune oranlar1 korunarak 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlandi. Yo6ntem:

Olgiim Dalga Boyu: 660 nm

Olgiim Tipi: 1ki zamanl1 (A1 ve Az)

Absorbans degisimleri: AA2-AAL

Hesaplama Formiilii: (Esitlik 3)
TAS (mmol Trolox Eq/L) = (AAH,0 - AAnumune /AAH,0 — AAStd

2.4.8. Serum ve Ekstraktlarda Total Oksidan Kapasite (TOS)

Toplam Oksidan Durum (TOS) diizeyleri kolorimetrik olarak, Rel Assay
Diagnostics (Gaziantep, Tirkiye) ticari kitleri kullanilarak Ol¢iildi. Yontem reaktif—
numune oranlart korunarak 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlandi. Kit icerigi;

Olgiim Dalga Boyu: 530 nm

Olgiim Tipi: Tek zamanli absorbans dl¢iimii

Absorbans degerleri: A Standart; A Ornek

Hesaplama Formiilii: (Esitlik 4)
TOS (umol H202 Eq/L) = (A_Ornek / A_Standart) x Standart Konsantrasyonu

2.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1. Paraoksonaz-1 (PONZ1) aktivitesi,

Paraoksonaz aktivite Kkiti (REL Assay Diagnostics, Gaziantep,Tiirkiye)
kullanilarak serum o6rneklerinde 6l¢iildii. Yontem, kalsiyum iyonlar1 varliginda PON1
enziminin paraoksonu (O,0-diethyl O-p-nitrophenyl phosphate) p-nitrofenole hidrolize
etmesine dayanir. Olusan p-nitrofenoliin miktari, 37 °C’de mikroplaka okuyucu
(Thermo Scientific Multiskan GO, ABD) kullanilarak 405 nm dalga boyunda kinetik
olarak izlendi. Kinetik okuma toplam 3 dk boyunca 30 saniye araliklarla yapildi. Kit
icerigi R1 (Tampon) ve R2 (Paraoxon) olugsmaktadir.

Kor Kontrol ve Numune igin kendi kuyuklarina 15 uLL + R1 (300 uL) + R2 (15
uL) konur. 412 nm dalga boyunda okuma kinetik enzimatik okuma yapilir.

PON aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi:
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PON Aktivitesi (U/L) = (AA/dk x Vt) / (e x I x Vs) (Esitlik 5)
Formiildeki Bilesenler:

. AA/dk: Dakikadaki absorbans degisimi

. Vt: Toplam reaksiyon hacmi (mL)

. €: p-nitrofenoliin molar absorptivitesi (18.290 M 'cm™)
. I: Kiivet yolu (cm)

. Vs: Numune Serum hacmi (mL)

Absorbsanstaki degisim 3 dakika boyunca her 30 saniyede bir kaydedilmistir.
Ornekler 3 tekrar olarak ¢alisildi. Sonuglar U/L olarak verildi. Enzim aktivitesi, kinetik
egrinin lineer kismindan elde edilen dakika basina absorbsans degisimi (AA/dk)
kullanilarak hesaplandive kitte belirtilen faktor (3445) yardimiyla litre basina {inite
(U/L) olarak ifade edildi. Bir iinite PONI1 aktivitesi, reaksiyon kosullari altinda
dakikada 1 pmol paraoksonu p-nitrofenole hidrolize eden enzim miktar1 olarak

tanimlanmistir

2.5.2 Arilesteraz Enzim Aktivite Tayini:

Serum PON1 enzimi paraoxondan bagka ayrica fenilasetati hidrolize ederek fenol
ve asetata ayirma yetenegine sahiptir. Olusacak fenoliin 270 nm'dek gosterecegi
absorbans, serum PONL'in arilesteraz aktivitesi ile dogru orantili olacaktir. Y6nem
Altindag ve arkadaglarindan (2007) modifiye edildi . Aktivite 6l¢iimii i¢in taze olarak,
100 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.00), 2 mM CaCl, ve 2 mM fenilasetat igeren bir
substrat hazirlandi. Aktivite dl¢iimleri, kore karsi kinetik okuma yapilan Multiscan Go
(Thermofisher ABD) cihazinda 37 °C'de, 270 nm dalga boyunda 2.30 (150 sn) dakika
siireyle 30 saniye aralikla gerceklestirildi ve delta absorbans kullanilarak enzim

aktivitesi hesaplandi.

ARE Aktivitesi (U/L) = (AA/dk x Vt) / (g x 1 x Vs) (Esitlik 6)

Formiildeki Bilesenler:

. AA/dk: Dakikadaki absorbans degisimi

. Vt: Toplam reaksiyon hacmi (mL)

. €: Fenoliin molar absorptivitesi (1.310 M'cm™)
. 1: Kiivet yolu (cm)

. Vs: Serum hacmi (mL)
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2.5.3. Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivite tayini Goth yonteminin 96 kuyucuklu mikroplakaya
modifikasyonu ile ger¢eklestirildi (Goth, 1991). 60 mmol/L sodyum potasyum fosfat
tamponu (pH=7.4), hazirland1 ve deneyin yapilacagi giin taze olarak mL basina 65 pmol
hidrojen peroksit (HO,) ile karigtirilarak substrat olusturuldu. Kuyucuklara
Kor/Standart/numune olarak 40 pL pipetlendi. Uzerine 20 pL substrat ilave edildi.
37 °C de 60 saniye inkiibasyonun ardindan reaksiyon pL 32.4 mmol/L amonyum
molibdat ile sonlandirildi. 405 nm dalga boyunda mikroplakada okundu. Aktivite su
sekilde hesaplandi:

Kor 1 : 100 pL substrat, 100 uLL amonyum molibdat ve 20 uL serum
Kor 2: 100 pL substrat, 100 uL amonyum molibdat ve 20 uL tampon ¢ozeltisi
Kor 3: 100 puL tampon + 100 uL amonyum molibdat ve 20 pL tampon

Abs (numune) — Abs(Korl)
Katalaz aktivitesi (kU/L) = x 271 (Esitlik 7)
Abs (K6r2) — Abs (Kor3)

2.5.4. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Tayini

MPO enzim aktivitesi Bradley yonteminden modifiye edilerek yapildi (Bradley
vd., 1982). Kisaca: MPO analizi 50 pL serum+ekstrakt, 0,167 mg/ml
konsantrasyonunda o-dianisidin dihidrokloriir igeren 50 mM fosfat tamponunun 1428
uL’si (pH 6,0) ile karistirildi. Son asamada kuvartz kiivet igine 21,4 pL %0,0005
hidrojen peroksit eklendi. Absorbansin 460 nm'deki degisimi 0-150 sn arasinda kinetik
olarak kore kars1 olgiildii. Sonu¢ U/L olarak verildi. Asagidaki formiile gore aktivite

hesaplandi. MPO aktivitesinin hesaplanmasi :

MPO (U/L) =[ (AA/dk x V_t x 10°) /(¢ x 1 X V_5s) ] (Esitlik 8)
Burada:

AA/dk Absorbans farki / dakika (zaman)

Vt : Toplam reaksiyon hacmi (L)

Vs : Numune hacmi (mL)

€ : Oksitlenmis o-dianisidin i¢in molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 1.13 x 10* M 'ecm ™,
460 nm)

1 : Optik yol uzunlugu ( 1 cm)
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2.6. HPLC Fenolik Bilesik Analizi

Karadut drneklerinin fenolik igerik analizleri Giimiishane Universitesi Merkez
Laboratuvart Arastirma ve Uygulama Merkezinde Paje vd, 2022 yontemine gore
gerceklestirildi (Paje vd., 2022). Polifenolik bilesik analizi i¢in Agilent marka, 1260
Infinity model HPLC sistemi kullanildi. Sistem; G1311C/1260 Quat Pump VL model
gradient pompa, G1329/1260 ALS model otomatik ornekleyici, G1316A/1260 TCC
model kolon firin1 ve G1315D/1260 DAD VL model dedektorten olusmaktadir. Analiz
icin Macherey-nagel marka, EC 250x4.6 nucleosil 100-5, 5 um C18 HD kolon
kullanildi. Kolon firin sicakligi 27 °C’ye ayarlandi. Hareketli faz olarak ultra saf su (faz
A), %100 acetonnitril (faz B), %3 asetik asit/ultra saf su (faz C) ve %3 asetik asit + %25
acetonnitril+ ultra saf su (faz D) kullanildi. HPLC gradiyent profili %10-20 D/%90-80
C (0-10 dk.), 9%20-30 D/%80-70 C (10-17 dk.), %30-50 D/% 70-50 C (17-22 dk.), %50-
80 D/%50-20 C (22-32 dk.), %20 D/%80 C (32-40 dk.), %80-20 D/%20-0 C/% 0-80 B
(40-45 dk.), %20 D/%80 B (45-50 dk.), %20-10 D/%0-90 C/% 80-0 B (45-50 dk.),
%10 D/%90 C (55-60 dk.), olacak sekilde, mobil faz akis hiz1 0.8 ml/dk. ve enjeksiyon
hacmi 20 pL olacak sekilde metod olusturuldu. Fenolik igerik analizine ait HPLC

Stanadrt kromatogrami sekil 16 da verilmistir.
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Sekil 16. HPLC Polifenolik bilesik standart kromatogrami
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Tablo 4. HPLC Analitik Metot Validasyon Parametreleri

2

N Analytes RT Correlation r RSDr% RSD,% Linearit LOD/LO  Recover
0 yRange  Q(mg/L) y (%)
Interday Intraday (mg/L)
1 Gallic Acid 5.021 y=171.892x - 0.995 2.18 1.52 5-100 1.27/4.22 100.0
16.386
2 Protocatechuic 8.455 y=- 34.326x - 0.999 1.30 0.63 5-100 0.80/2.65 99.8
Acid 3.408
3 Protocatechuic 11.995  y=-164.513x 0.999 2.42 1.48 5-100 1.02/3.39 99.8
Aldehyde +20.025
4 Catechin 16.409  y=5.359x - 0.999 1.24 0.81 5-100 1.68/5.48 100.1
63.413
5 4- 16.873  y=-36.111x - 0.999 1.30 1.02 5-100 2.03/6.78 99.6
Hydroxybenz 8.048
oic Acid
6 Vanillic Acid  19.689  y=-39.531x 0.998 211 1.09 5-100 1.31/4.36 99.7
+9.3444
7 Caffeic Acid 21.001  y=-78.796x - 0.971 242 0.93 5-100 1.25/4.18 99.6
11.629
8 Syringic Acid  23.880 =- 0.998 1.18 0.63 5-100 0.75/2.50 99.7
71.521x+6.906
9 Sesamol 24155  y=23.118x- 0.999 211 1.25 5-100 0.51/1.71 100.1
26.735
10 Epicatechin 24559  y=-17.582x 0.999 211 1.08 5-100 0.50/1.65 100.2
+5.666
11 Vanillin 26.096  y=-95.730x 0.998 2.18 1.09 5-100 0.41/1.37 99.7
+4.534
12 P Coumaric 28215  y=119.591x - 0.999 2.40 1.16 5-100 0.91/3.04 99.7
Acid 12.267
13 Benzoic Acid  30.522  y=-9.716x- 0.999 2.40 0.51 5-100 1.41/4.71 100.1
2.535
14 Syringaldeny ~ 31.455  y=-53.674x 0.998 2.18 1.16 5-100 0.76/2.54 100.0
de +4.475
15 Ferulic Acid 31.722  y=-68.387x - 0.997 2.18 1.22 5-100 0.77/2.56 99.6
32.358
16 Rutin 34912  y=-16.562x - 0.998 1.92 0.76 5-100 1.26/4.19 100.2
2.353
17 Rosmarinic 38.162  y=-40.241x - 0.996 1.47 0.62 5-100 0.32/1.07 100.1
Acid 1.551
18 Coumarin 40.323  y=-101.687x 0.998 1.47 0.73 5-100 0.47/1.55 99.6
+17.691
19 t-cinnamic 47503  y=- 194.844x - 0.998 212 1.48 5-100 1.24/4.15 99.7
Acid 25.077
20 Quercetin 51.116  y=-27.251x- 0.999 1.94 0.97 5-100 0.71/2.33 100.3
1.527
21 Kaempherol 52.831  y=15.443x- 0.998 2.40 0.57 5-100 0.59/1.97 100.0
0.862
22 Crysin 52.969  y=68.444x - 0.957 1.92 0.76 5-100 0.50/1.67 99.7
1.762

RT: Retention Time, LOD: Limit of detection, LOQ Limit of Quantitation

yardimiyla Microsoft Excel kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar ortalama + standart

2.7. istatistik

Istatistiksel olarak
amactyla ANOVA ve Duncan testleri kullanildi. ANOVA, Varyans Analizi, XLSTAT
(Addinsoft, 2024, XLSTAT istatistiksel ve veri analizi ¢oziimii, New York, ABD)

sapma olarak verildi ve P < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Fenolik Madde ve Flavonoid Madde Miktar: Sonuglari
Karadut ve ekstraktlarinin fenolik ve flavonoid madde analizlerine ait veriler ve

Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Karadut etanolik ve sulu ekstraktlarinin toplam fenolik igerik (TPC) ve
toplam flavonoid madde Miktar1 (TFC) sonuglari.

Ekstraktlar TPC (mg/g GAE) TFC (mg/gQE)
Etanolik Karadut Ekstrakt1 27.99 + 1.31* 4333+ 1.59*
Sulu Karadut Ekstarkti 11.69+0.66 19.76 £1.12

TPC: Toplam fenolik igerik; TFC: Toplam flavonoid igerik. *:Sulu ekstrakt
ile kiyaslandiginda p<0.001

Tablo 5 da goriildiigii gibi etanolik esktraktin hem total fenolik icerigi hem de
toplam flavonoid madde miktarinin sulu ekstrakta gora anlamli derecede yiiksek oldug:

goriilmektedir (p<0.001).

3.2. Antioksidan Aktivite Analiz Sonugclari

Antioksidan aktivitenin tespitine yonelik analiz sonuglari tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Antioksidan aktivite analiz sonuglari

Ekstraktlar DPPH DPPH ABTS ABTS FRAP TA TA
(AA) (QE) (AA) (QE) (FeSO4) AA QE
EtOH. 10.25° 13.41* 1336° 14,79° 2513° 36,67° 60,00°
Eks. +0.3 +0.3 +0,22 +0,24  +0,74 +0,50 +0,81
SuluEks  7.14 10.36 11,03 12,65 21,32 26,78 42,31
+0.3 +0.3 +0,29  +0,33 +0,46 +0,49 +0,25

Sulu ekstrak ile karsilastirildiginda a: p<0.001; b:p = 0.002; c:p = 0.003

Tablo 6’da etanolik ve sulu ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS,
FRAP ve toplam antioksidan (TA) yontemleri kullanilarak degerlendirildi. Tim
analizlerde sonuclar askorbik asit (AA) ve kuersetin esdegeri (QE) cinsinden ifade
edildi. Etanolik ekstrakt, DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi agisindan sulu
ekstrakta kiyasla daha yiiksek degerler gosterdi. DPPH-AA ve DPPH-QE sonuglari

etanolik ekstrakt i¢in sirasiyla 10.25 + 0.3 ve 13.41 + 0.3 olarak bulunurken, sulu



ekstraktin degerleri 7.14 = 0.3 ve 10.36 £ 0.3 olarak ol¢iildii (p<0.001). Benzer sekilde,
ABTS radikal katyon siipiirme kapasitesi etanolik ekstraktta daha yiiksek saptanmis
olup, ABTS-AA ve ABTS-QE degerleri sirasiyla 13.36 £ 0.22 ve 14.79 £ 0.24 olarak
tespit edildi. Sulu ekstrakt i¢in bu degerler 11.03 £ 0.29 ve 12.65 £ 0.33 (sirast ile
p<0.001 ve p = 0.002) olarak bulundu. FRAP indirgeme giicii analizinde de etanolik
ekstraktin sulu ekstrakta gore daha yiiksek demir indirgeme kapasitesine sahip oldugu
goriildli; FRAP degeri etanolik ekstrakt i¢in 25.13 £+ 0.74 FeSOa esdegeri, sulu ekstrakt
igin ise 21.32 + 0.46 FeSOa esdegeri olarak hesaplanmustir (Sekil 17).
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Sekil 17. Sulu ve etanolik bitki ekstraktlarinin DPPH, ABTS, FRAP ve toplam
antioksidan (TA) yontemleri ile belirlenen antioksidan aktivite grafigi

Toplam antioksidan kapasite TA-AA ve TA-QE sonuglar1 da etanolik ekstraktta
sulu ekstraka gore anlamli derecede daha yiiksekti (p<0.05). Genel olarak
degerlendirildiginde, kullanilan tiim antioksidan analiz yOntemlerinde etanolik
ekstraktin sulu ekstrakta kiyasla daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu

goriildi.

3.3 Enzim Aktiviteleri

Sulu ve etanolik karadut ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarda enzim ve
oksidan/antioksidan etkileri asagida Tablo 7 ‘de gosterilmistir. PON aktivite grafiginde,
hem sulu hem de etanolik ekstrakt gruplarinda konsantrasyon artisi ile paralel olarak

aktivitesinde kademeli bir azalma oldugu goriilmektedir. Bu azalma egilimi, 6zellikle
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100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda daha belirgin hale gelmektedir. En diisiik PON
aktivite degerinin 200 pg/mL sulu konsantrasyonda (31.46 =+ 1.18) oldugu

goriilmektedir. Aktivitelerin karsilastirmal stitun grafigi Sekil 18 ve 19°da verilmistir.

Tablo 7. Sulu ve etanolik karadut ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarda enzim
ve oksidan/antioksidan etkileri

. TA
Ornek mmSoI Trolox Tr?l(s)l PON1 ARE Katalaz MPO
pg/mL EqlL }ﬁzoqu o (UL) (U/L) (U/mL) (U/L)

Kontrol  3.10£0.01c  6.70+0.13% 39.46 + 1 550 2215-50£37.50* 55.90£9.15¢  12.05+0.75*

Etanolik 25 3.28 +£0.23% 4.06 +£0.33°43.10 £ 2.07%> 1693.33 +43.20> 69.20 £2.00°  12.40 + 1.402

Etanolik 50 3.39 +£0.06* 4.62 +0.09* 42.81 + 0.80** 1501.50 +47.50¢ 102.35+4.45> 10.80 + 1.30®

Etanolik 75 3.49 +0.06> 4.34 £0.32>43.24 + 2.75% 1365.67 + 56.00«¢ 98.50 = 11.10® 10.13 + 1.07°

Etanolik 100 3.73 +0.41> 438 £0.17> 38.76 + 2.39% 1123.67 + 84.60c  82.45+ 11.15%* 10.90 + 1.20®

Etanolik 200 4.05 +0.16®> 3.90 +£0.14> 35.95 £ 2.52¢ 1140.00 + 98.00¢  109.75 + 10.65® 13.55 + 2.352

Su 25 3.56+0.51> 4.05+0.02°39.06 £ 1.09% 2005.00 £+ 205.00* 99.87 + 10.23> 10.90 + 0.70°
Su 50 4.11£0.26° 4.65+0.0339.32 £5.60 1731.33 £78.50> 97.50 +7.25> 9.61+0.79
Su75 4.00+0.05¢  4.17+0.03>37.50 + 1.20° 1648.33 £ 67.00* 65.50+10.90¢ 8.10=+0.70¢
Su 100 4.18+0.09°  4.47+0.02°36.33 +4.90° 1443.33 +190.00«¢ 96.43 +8.05> 13.20 +1.102
Su 200 438+0.12¢  4.05+0.02°31.46 +1.18¢ 1426.00 + 123.00¢ 121.70 + 15.40* 7.50 £ 1.40¢

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak farklidir (Duncan.
p< 0.05). (ortalama + standart sapma. n = 3) PON:Paraoksonaz; TAS:Total antioksidan
status; TOS:Total oksidan status;ARE:Arilesteraz aktivitesi; KAT:Katalaz aktivitesi;
MPO: Miyeloperoksidaz aktivitesi

PON aktivitesinde sulu ekstraktlarda azalma durumu s6z konusu iken 25-75 arasi
etanolik ekstraktlar da tam tersine kontrol grubuna gore ilimli bir artis oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber bu artis anlamli goriilmemektedir. Sulu ve etanolik
ekstraktlarin ayni konsantrasyonlari ele alindiginda PON1 aktivitesi agisindan etanolik
ekstraktlarin daha yiiksek aktiviteye neden oldugu ortadadir (Sekil 19).
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Sekil 18. Kontrol serumu ile karsilagtirildiginda sulu ve etanolik ekstraktlarin
farkli konsantrasyonlarinin PON aktivitesi tizerine etkisi

PON Aktivitesi (U/L)

N Sulu Ekstrakt
40 . Etanolik Ekstrakt

20

PON Aktivitesi (U/L)

10 7

Kontrol 25 50 75 100 200
Konsantrasyon (Jg/mL)

Sekil 19. Ekstraktlara gore PON aktivitesi
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N sulu Ekstrakt
mm Etanolik Ekstrakt

Arilesteraz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol 25 50 75 100 200
Konsantrasyon {pg/mL)

Sekil 20. Ekstraktlara gore ARE aktivitesi

PONL1 aktivitesinin tersine sulu ekstraktlarin ayni1 konsantrasyondaki etanolik

ekstraktlara gore daha yiiksek ARE aktivitesine etki ettigi goriilmektedir (Sekil 20).

TOS - Konsantrasyon Grafigi
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Sekil 21. Kontrol serumu ile karsilagtirildiginda sulu ve etanolik ekstraktlarin
farkli konsantrasyonlarinin TOS etkisi

Sekil 21°de serum sulu ve etanolik ekstrakt igeriklerinin TOS degerlerinin

paralel bigimde haareket ettikleri goriilmektedir.
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TAS - Konsantrasyon Grafigi
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Sekil 22. Kontrol serumu ile karsilastirildiginda sulu ve etanolik ekstraktlarin
farkli konsantrasyonlarinin TAS etkisi
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Sekil 23. Ekstraktlara gore katalaz (KAT) aktivitesi

Arilesteraz  aktivite grafiginde, sulu ve etanolik ekstraktlarin  artan
konsantrasyonlarina bagli olarak ARE aktivitesinde doz bagimli bir disis
gozlenmektedir. Etanolik ekstrakt gruplarinda, aym1 konsantrasyonlarda sulu
ekstraktlara kiyasla daha diisilk ARE aktivite degerleri izlenmektedir. Her iki grubun

Katalaz aktivite grafiginde, hem sulu hem de etanolik ekstrakt gruplarinda tiim

konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla artmis katalaz aktivitesi dikkat
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cekmektedir. Ozellikle orta ve yiiksek konsantrasyonlarda katalaz aktivitesindeki artis
daha belirgin goriinmektedir. 25 ug/mL sulu ekstrakt haricinde tiim ekstraktlar kontrol
grubundan farklilik géstermektedir (P < 0.05).

TAS degerlerinin sulu ekstraktlarda kontrol grubuna gore etanolik ekstraklara
gore daha fazla arttif1 tespit edildi. Artisin biiyiik oranda ekstrakt konsantrasyonuna
bagli oldugu gorillmektedir. Total oksidan durumda (TOS) ise tersi bir durum soz
konusudur ve kontrol grubuna gore TOS degerleri azalmakla beraber ekstraktlarda
TAS’a gore daha stabil bir durum goriilmektedir. Bununla beraber tiim ekstraktlarin
TOS i¢in kontrol grubundan anlamli derecede daha diisiik degerlere sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 21 ve Sekil 22).

Miyelopeorksidaz (MPO) aktivitesinin 6zellikle etanolik ekstraktlarda kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu goriildii. En yiiksek konsantrasyonda (200 pg/mL

etanolik ekstrakt) ise yeniden belirgin bir arts gostermekte idi.

14
I Sulu Ekstrakt

mmm Etanolik Ekstrakt

12 ~

10 +

MPO Aktivitesi (U/L)

Kontrol 25 50 75 100 200
Konsantrasyon (Jug/mL)

Sekil 24. Ekstraktlara gore Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi

3.4. HPLC Analizi:

3.4.1. Fenolik icerik Analizi

Ekstraktlarda fenolik igerige ait veriler Tablo 8 de gésterilmistir.

35



Tablo 8. HPLC analizi sonucunda sulu ve etanolik karadut ekstraktlarinda
tespit edilen fenolik bilesikler.

Bilesen Sulu Ekstrakt Etanolik Ekstrakt
(ng/g) (ng/g)

Gallik Acid 57,22724 73,42

P. Kumarik Asid 9,011796 43,06

Katesin 73,72121 220,95

Rutin 134,6429 130,87

Ferulik Acid 14,41338 32,99

Protokatekuik Acid - 493,21

Kafeik Asit - 124,72

Tablo 8’de gorildigi lizere sulu ekstraktta 5, etanolik ekstraktta ise 7 fenolik
bilesik tespit edilmistir. Sulu ekstraktta en yliksek miktarda fenolik bilesik olarak rutin,
etanolik ekstraktta ise ptotokatekuik asit bulunmustur. Bu bilesikleri sirasi ile katesin
ve kafeik asit takip etmektedir. Protokatekuik acid ve kafeik asit sulu ekstraktlarda

tespit edilemezken etanolik ekstraktlarda goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Insan viicudunda metabolizma sirasinda ¢ok yiiksek sayida kimyasal reaksiyon
meydana gelir. Hiicreler yasayabilmek i¢in enerji iiretmek zorundadirlar ve enerjinin
baslica iiretim noktast mitekondrilerdir. Mitokondriyal oksijenli solunum, hiicresel
enerji liretiminin temelini olustururken ayni zamanda hiicre i¢i oksidan-antioksidan
dengenin belirlenmesinde merkezi bir rol iistlenmektedir. Siiperoksit anyonu, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi ROS tiirleri fizyolojik kosullarda hiicresel sinyal
iletimi  ve adaptif yamtlarin  dilizenlenmesine katki  saglarken,  yliksek
konsantrtasyonlarinda veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi
durumunda oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi ve oksidan lehine kaymasi sonucu
oksidatif stres gelisebilmektedir (Ozcan vd., 2015).

Bitkiler fitokimyasal olarak adlandirilan ve bitkinin oldukga farkli kisimlarindan
elde edilebilen kimyasal {iriinler {iretirler. Bu {iriinler i¢cinde sekonder metabolit olarak
adlandirilan kimyasal maddeler tip, gida, kozmetik gibi farkli alanlarda oldukg¢a 6nemli
derecede endiistriyel alana sahiptir (Acibuca ve Budak, 2018).

Paraoksonaz (PONI1) lipoprotein metabolizmasinda HDL ile birlikte ateroskleroz
gelisimine kars1 farkli mekanizmalar ile koruyucu rol oynar. Cesitli calismalarda PON1
aktivitesinin HDL miktar1 ile iliskili olmakla beraber HDL tiirleri (HDL2, HDLS3,
disfonksiyonel HDL) inflamasyon, fosfolipid igerigi ve dolasimdaki diger liporpotein
metabolizmasi ile iligkili enzim ve reseptorlerle de alakali olabilecegi ifade edilmektedir
(Loued vd., 2012).

Calismamizda sulu ekstraktin artan konsantrasyonlarda PONI1 aktivitesini
konsantrasyona bagimli olarak azalttig1, bu etkinin 6zellikle hem sulu hem de etanolik
ekstraktlarin 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda belirgin hale geldigi
goriilmektedir. Bu durum PONL aktivitesinin ekstrakt ¢esidine ve konsantrasyona bagli
olarak goriilmektedir. Dislik ve orta konsantrasyonlarda (25-75 pg/mL) PONI1
aktivitesi kontrol grubuna yakin veya hafif artmis diizeylerde seyrederken, yliksek
konsantrasyonlarda (6zellikle 100 ve 200 pg/mL) her iki ekstrakt grubunda da belirgin
bir azalma tespit edildi. Bu durum, ekstraktlarin diisiik dozlarda enzim aktivitesini
koruyucu veya destekleyici etki gosterebilecegini, ancak yiiksek dozlarda inhibe edici
bir etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Sulu ekstraktlar diisiik konsantrasyonlarda
PON aktivitesini diisiiriirken bu diisiis anlamh fark gostermemekte ancak 100 pg/mL
konsantrasyonda anlamli dramatik bir diisiis gériilmektedir (p<0.05). 100 ve 200 pg/mL



konsantrasyonlarda PON aktivitesi belirgin fark gostermemektedir. Bu durum 100
pg/mL  konsantrasyonda enzim aktivitesindeki diisiisiin doygunluga ulastig1 seklinde
degerlendirilmektedir. Kirmit ve Isik (2020), caligmamiza benzer sekilde farkli tibbi
bitkilerin serum PON aktivitesi lizerine farkli konsantrasyonlarda sulu ekstraktlarin
etkilerine bakmislar ve benzer sekilde PON aktivitesinde azalma tespit etmislerdir. Sulu
ekstraktin artan konsantrasyonlarda PON1 aktivitesini doz-bagimli olarak azaltmasi,
ekstraktin igerdigi hidrofilik fenolik bilesiklerin veya oksidan ozellik gosterebilen
sekonder metabolitlerin enzim-substrat etkilesimini baskilamasi ya da PON1’in HDL
tizerindeki fonksiyonel konformasyonunu olumsuz etkilemesi ile iliskili olabilir. Bu
inhibisyon o6zellikle 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda belirginlesmis olmasi
yiiksek dozlarda artan fenolik igerigin enzim iizerinde baskilayici bir etki olusturdugunu
disiindiirmektedir. Buna karsilik, etanolik ekstraktlarin sulu ekstraktlara gére PON1
aktivitesini daha stabil olarak tutmasi ve daha az oranda diistirmesi, lipofilik antioksidan
bilesenlerin HDL-PON1 kompleksini stabilize etmesi, enzimin aktif bolgesini oksidatif
modifikasyonlardan korumasi veya substrat erisilebilirligini artirmasi ile agiklanabilir
(Jakubowski 2024; Otocka-Kmiecik 2022). Ancak etanolik ekstrakt konsantrasyonu
arttikca bu koruyucu etkinin ortadan kalkmasi ve 100-200ug/mL araliginda PONI
aktivitesinin yeniden azalmasi, yiiksek dozlarda lipofilik bilesiklerin enzim {izerinde
inhibe edici veya membran-benzeri mikrogevrede bozucu etki gosterebilecegini
distindiirmektedir.

Calismamizda Paraoksonaz aktivitesine paralel olarak arilesteraz aktivesi de
ekstrakt konsantrasyonlarna bagli olarak diisiis gostermistir. Serum PON1 arilesteraz
aktivitesi, genetik polimorfizmlerden gorece bagimsiz olmasi nedeniyle enzimin
fonksiyonel kapasitesinin glivenilir bir gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif
stresle iliskili patofizyolojik siireclerin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir
Bhattacharyya vd., 200). Bununla beraber karadutun sulu ve etanolik ekstraktlarin
literatiirde belirtilen antioksidan ozelliklerine ragmen, serum PONI arilesteraz
aktivitesinde doz bagimli bir azalma gézlenmistir (Loued vd., 2012). Bu durum,
ekstrakt bilesenlerinin PON1 enzimi ile dogrudan etkilesime girerek fonksiyonel
inhibisyona yol agmasiyla agiklanabilir. In vitro kosullarda gdzlenen bu etkinin,
PON1’in oksidatif hasardan korunmasina yonelik uzun dénemli in vivo etkilerden farkli
mekanizmalarla ortaya ¢iktigt ve in vivo kosullarda metabolik siirecler tarafindan
modiile edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ekstrakt bilesenlerinin PON1 ile dogrudan

etkilesimi, Ca?*" bagimli katalizin modiilasyonu veya Olgiim diizeyinde olasi
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interferanslar ile iligkili fonksiyonel inhibisyonundan kaynaklamis olabilir (Sirca vd.,
2024).

Karadut meyvesinin sulu ekstraktlarinda gallik asit, p-koumarik asit, katesin, rutin
ve ferulik asit gibi fenolik bilesiklerin tespit edilmesi, c¢alismamizda gozlenen
antioksidan biyokimyasal yanitlar1 aciklamaktadir. Bu bilesiklerin giiglii radikal
stipiiriicli ve metal selatlayic1 6zellikleri, toplam antioksidan kapasitedeki artis ve TOS
diizeylerindeki azalma ile uyumludur. Ayrica gallik ve ferulik asit gibi fenoliklerin H2O:
metabolizmasini destekleyerek katalaz aktivitesini artirabilecegi bildirilmistir. Buna
karsin katesin ve rutin gibi flavonoidlerin, Ca** bagimli PON1 enzimi ile dogrudan
etkilesime girerek in vitro kosullarda paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinde
fonksiyonel inhibisyona yol agabilecegi diistiniilmektedir (Kog¢ vd., 2025). TAS, sulu
ekstraktin kontrole gore tim konsantrasyonlarinda artig goriilmiistiir. En yliksek deger
200 pg/mL (4.38 £ 0.12 mmol Trolox Eq/L) olarak saptanmistir ve bu durum artisin
genel olarak doz bagimli bir egilim gosterdigine isaret etmektedir. Etanolik
ekstraktlarda ise TAS degerleri sulu ekstraktlarla kiyaslandiginda daha diisiik kalmakla
beraber kontrol grubuna gore artis gostermistir. En yiiksek deger 200 ug/mL (4.05 +
0.16) diizeyindedir. Gerek TAS artis1 gerekse TOS dziieylerinde diislis ekstraktlarin
antioksidan ozelliklerinin giiglit oldugunu, fakat yiiksek konsantrasyonlarda bazi
enzimatik aktiviteler tizerinde baskilayici etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde farkli metotlar kullanilmaktadir. Bu segilen
numunenin  ve  ekstraksiyon  Ozelliklerinin  durumuna  gbére  degiskenlik
gosterebilmektedir. Ekstraksiyon yontemlerinin icerigin eldesi agisindan oldukca etkili
oldugu ifade edilmektedir. Ornegin antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan
ekstrakt hazirlama yontemleri altivite ile dogrudan iligkili olabilmektedir (Do vd., 2014;
Darak vd., 2024; Kiling vd., 2025). Dolayisi ile bu durum enzim aktivitelerine
yanstyabilir.

Katalaz enziminin fenolik bilesiklerle etkisine yonelik c¢esitli c¢alismalar
mevcuttur. Ornegin Thyagaraju vd., (2008) yaptiklar1 ¢alismada streptozotosinle diyabet
olusturulmus si¢anlarda ferulik asidin etkisi ile karaciger ve testislerdeki oksidatif
bozukluklar1 ortadan kalktigin1 Katalaz aktivitesinin arttigini gdstermistir. Bununla
beraber Kirmit ve Isik (2020), ¢alismamiza benzer in vitro ortamda yaptiklar: ¢calismada
katalaz aktivitesinin kontrol serumuna gore diisiis gosterdigini ifade etmislerdir.
Calismamizda ise Katalaz aktivitesi kontrol serumuna gore belirgin derecede artis
gostermekte idi. Genel olarak bakildiginda TAS TOS ve antioksidan parametreler ile bu

calismadaki katalaz aktivitesinde artis uyumlu goriilmektedir. Bu durum her ne kadar
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paradoksal olarak gorilse de polifenoller hiicresel ortama, yapiya, pH'a, konsantrasyona
ve yiksek yiik yogunluguna sahip ge¢is metallerinin (bakir ve demir gibi)ortamda
bulunurluguna bagli olarak, prooksidan ozelliklere sahip olabilir. Flavonoidlerin
varliginda, demir Fe2+'den Fe3+'e oto-oksitlenebilir; bu reaksiyon hidrojen peroksit
iiretir ve in vitro ortamda katalaz aktivitesini artirir (Perron vd ., 2010 ; Dzah vd., 2024).
Katesin ve rutinin varligi, katalazin enzimatik aktivitesindeki artisi1 agiklayabilir; ¢linkii
katesin yapisindaki hidroksil gruplarmmin varligi, katalazin in vitro aktivitesini artirir
(Lotito vd., 2000). Rutinin in vitro kimyasal miidahalesi, pro-oksidan reaksiyonu
sinirlandirarak  katalaz aktivitesinin inaktivasyonunu Onleyebilir ve dolayisiyla
aktivitesini arttirabilir.

Bu calismada bir hastanenin biyokimya laboratuvarindan toplanmis ve bir havuz
olusturulmus serumlar kullanilmistir. Calismada kullanilan serum havuzunun
antioksidan/oksidan profilinin 6n goriillemeyen bazi biyolojik sartlardan etkilenmesi
olasiligi vardir. Ornegin subklinik infalamasyon, beklemis serum, artmis bilurubin
ihtimali, saklama kosullari, protein (6rnegin albiimin diizeyi) TAS degerlerini
yiikseltebilir, TOS u baskilayabilir (Cao ve Prior, 1998; Erel 2004). Kontrol serumu ile
ekstraklart igeren serumlardan elde edilen TAS ve TOS degerleri mutlak klinik
parametreler olarak degerlendirilmek  yerine ekstraktlarin konsantrasyona bagl
olusturdugu degisimler esas alinmistir. Ekstraktlarin hem TAS hem TOS hem de
katalaz aktiviteleri lizerine etkileri a¢iklanabilir ve tutarlidir.

MPO aktivitesinde genel bir azalma egilimi gozlenmistir. MPO oksidan
tiretiminde rol oynar, oksidatif stres ve inflamatuvar ile alakali bakteriyosidial 6zellige
sahip bir enzimdir. Antioksidan bilesiklerin MPO aktivitesini baskilayabildigi ve bu
sayede oksidatif yiikii azaltabildigi ¢esitli calismalarda gésterilmistir (Lin vd., 2024). Bu
durum, c¢alismamizda gozlenen TOS azalmasi ile birlikte degerlendirildiginde,
ekstraktlarin oksidatif stres azaltici etkisinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

Enzimlerin in vitro ve in vivo ortamda davranislar1 farkli olabilir. Bu calisma ile
sedece ¢evresel etkiler 6rnegin HDL bagimli PON aktivitesi yaninda enzim dinamikleri
de gosterilmeye calisilmistir. Sonuglarin klinik olarak doz bagimli  antioksidan
aktivitelerin in vitro etkilerinin in vivo c¢alisamalara katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez Calismasi karadut meyvelerinden elde edilen sulu ve etanolik ekstraktlarin
in vitro ortamda serumda klinik agisindan 6neme sahip antioksidan etki gosteren
Paraoksonaz (PON) enzimi ile yine bu enzimin arilesteraz (ARE) aktivitesi, Katalaz
enzim aktivitesi ve Miyeloperoksidaz enzim aktivitesi lizerine etkilerinin incelenmesi
amaclandi. Bu amagla hazirlanan sulu ve etanolik ekstraktlar serum havuzu ile
karistirllarak  belli konsantrasyonlarda deney numuneleri olusturuldu. Deneyin
yorumlanabilmesi agisindan karadut ekstraktlart Once antioksidan kapasiteleri ve
iceriklerinin belirlenmesine yonelik testlere tabi turuldu.

1- Antioksidan analizlerde Toplam fenolik madde (TPC) ve toplam flavonoid
madde (TFC) ag¢isindan etanolik ekstraklar sulu ekstraktlara gore daha yiiksek
degerlere sahipti

2- DPPH, FRAP, ABTS ve TAC analizlerinde yine ekstraklar sulu ekstraktlara
gore daha yiiksek degerler gosterdi. TAS analizinde sulu ekstraktlar + serum
ornekleri etanolik ekstraktlar + serum orneklerinden daha yiiksek degere
sahip olmakla beraber her iki grup da kontrol serumundan yiiksekti. TAS
analizinde ekstrakt konsantrasyonu arttikca antioksidan kapasite de
artmaktaydi. TOS degerleri ekstraktlarin tiimiinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha diistiktii.

3- PONT1 aktivitesi sulu ekstraktlarda diisme egilimde iken etanolik esktraktlarin
diistik dozlarinda hafif artis gorterdi, ARE aktivitesi ise hem sulu hem de
etanolik ekstraktlarda dozla azalma egiliminde idi.

4- Katalaz aktivitesi kontrol serumuna gore her iki ekstrakt grubunda belirgin
bicimde artmisti. Bununla beraber her iki ekstrakt grubu birbirlerine paralel
dalgalanma gostermekte idi. MPO aktivitesi ise genel olarak etanolik grupta
daha stabil ve kontrole yakinken en diisiik ve en yiiksek ekstraktlarda tavan
degerlere sahipti.

5- Sulu ve etanolik ekstraktlarin HPLC analizlerinde toplam 7 fenolik bilesik
tespit edildi. Protokatekuit asit ve katesin en fazla bulunan bilesiklerdi.

6- Bu calismada elde edilen in vitro veriler in vivo ¢aligmalarda ayni enzimlerin
davraniglarin1  agiklarken kimyasal etmenlerin, ekstraktlardaki fenolk
bilesiklerin enzim aktivitelerine nasil etki edebilecegi konusunda agiklamaya

yardimeci1 olabilir.
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OZGECMIS

2015 yilinda Lycée de Gargcon de Bingerville, Cote d’Ivoire’de lise diplomasini
aldi. 2020 yilinda Bamako / Mali’de saglik bilimleri (Tibbi Biyoloji) alaninda lisans
derecesi ile mezun oldu. 2018 ile 2020 yillar1 arasinda Bamako’daki bazi liselerde
Ogrenciler arasinda cinsel yolla bulasan hastaliklar iizerine; ikincisi ise kirsal bolgelerde
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laboratuvarlarda ileri diizey stajlar yapmistir. Hitabet sanati, liderlik, iletisim ve proje
yonetimi gibi bazi beceriler gelistirmis olup, toplum saglig1 projeleri gelistirme, biyoloji
alaninda egitim verme ve farkindalik olusturma konusunda yetkindir.
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