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PISTACIA VERA EKSTRELERININ ANTIiOKSIiDAN OZELLIKLERI iLE
BAZI KANSER HUCRE HATLARINDAKI SITOTOKSIK ETKILERININ
BELIRLENMESI

0z

Tirkiye’nin akdeniz ve giliney dogu bolgelerinde yaygin yayilimli ve ticari olarak
yetistirilen tek tiir olan Pistacia vera’nin atik niteligi tastyan kabuklariin gerek gida
sektoriinde koruyucu destek maddesi gerekse saglik sektoriinde anti kanserojen olarak
uygulanabilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla Antep, Siirt, Urfa
yorelerinden temin edilen P.vera meyve kabuklarindan hazirlanan ekstrelerde fenolik
bilesiklerden; flavonol, flavon, flavan-3ol, flavanon ve fenolik asitler HPLC
yontemiyle belirlenmis olup bu fenolik bilesenler arasinda gallik, prokatesuik,
4-hidroksi-benzoik, benzoik asit ve kersetin 6n plana ¢itkmistir. P.vera Siirt, Urfa ve
Antep Ornek ekstrelerinin DPPH ve hidroksil radikal séniimleme kapasitelerinin 1Cso
degerleri sirasiyla 2,08-47,99 ve 4,93-32,83 ppm araligindadir. Pistacia vera kabuk
ekstrelerinin metal selatlama ve indirgeme giicii potansiyelleri de degerlendirildiginde
ICso degeri sirasiyla 0,453-16,338 mg/ml ve 148,38-9,41 ppm-Vit-Cgq araliginda
belirlenmistir. HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 kanser hiicre hatlarina P. vera
Antep, Siirt ve Urfa drneklerinin fenolik bilesen ekstrelerinin anti proliferatif etkileri
incelendiginde; en iyi ICso degeri inkiibasyonun 24. saatinde sirasiyla Antep-flavanon,
Urfa kat1 fazin baz hidrolizi sonrasi asit hidrolize, Antep Urfa kat1 fazin baz hidrolizi
ve Siirt kati fazin asit hidrolize ekstreleri i¢in 25; 25; 45 ve 28 ppm olarak
belirlenmistir. Sonuglar P. vera dis kabugunun fenolik bilesenlerden gallik asit igin
onemli bir kaynak oldugu; tiim antioksidan oOzelliklerinin literatiir verileriyle
kiyaslandiginda iyi olarak tanimlanabilecegi; kanser hiicre hatlarindan HeLa, MCF-7
ve ACC-201’nin yan1 sira 6zellikle literatiir verilerine gore direncli bir kanser hiicre

hatti olan OE-33’de de etkililiginin dikkati ¢ektigi belirtilebilir.

Anahtar kelimeler: Pistacia vera, polifenol, fenolik asit, gallik asit, 4-hidroksi-
benzoik asit, kersetin, DPPH, hidroksil radikal soniimleme, metal selatlama, indirgeme
giicii kapasitesi, HeLa, MCF-7, OE-33, ACC-201 hiicre hatlar1, sitotoksisite



INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC EFFECTS ON
SOME CANCER CELL LINES OF PISTACIA VERA EXTRACTS

ABSTRACT

Pistacia vera is grown widely for commercial purposes in the Mediterranean and
southern regions of Turkey. The aim of this thesis is to investigate the usability of
P.vera skins, which is an industrial-waste, as antioxidants in the food-industry and
anti-carcinogenic substances in the health sector. Therefore, the flavonols, flavon,
flavan-3-ol, flavanone, and phenolic acids extracts prepared by P. vera fruit shells from
Antep, Siirt and Urfa regions were determined and identified prominent components;
gallic, protocatechuic, 4-hydroxy-benzoic, benzoic acid. The ICsg values of DPPH and
hydroxyl radical scavenging capacities of P. vera extracts were in the range of 2.08-
47.99 and 4.93-32.83 ppm, respectively. When the metal chelating and reducing
potentials of P. vera shell extracts were evaluated, ICso values were determined in the
range of 0.453-163.638 mg/ml and 148.38-9.41 ppm-Vit-Cgq respectively. Anti-
proliferative effects of phenolic component extracts of P. vera were investigated for
HelLa, MCF-7, OE-33 and ACC-201 cancer cell lines. The best ICso values for each
cell lines were obtained with -Antep-flavanone (25ppm), -base and then acid
hydrolyzed of Urfa solid phase (25ppm), -base hydrolyzed of Antep-Urfa solid
phase(45ppm) and -acid hydrolyzed extracts of Siirt solid phase (28 ppm),
respectively, at 24 hours of incubation.To the results, P.vera outer shell is an important
source for gallic acid, which is one of the phenolic components, and all antioxidant
properties can be defined as good when compared with the literature data; cancer cell
lines HeLa, MCF-7 and ACC-201, as well as a particularly resistant cell line OE-33

can be mentioned as remarkable features.

Keywords: Pistacia vera, polyphenol, phenolic acid, gallic acid, 4-hydroxy-benzoic
acid, quercetin, DPPH, hydroxyl radical scavenging, metal chelating, reducing power
capacity, HeLa, MCF-7, OE-33, ACC-201 cell lines, cytotoxicity
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BOLUM BiR
GIRIS

Bitkiler, insan yasami ig¢in gerekli karbohidratlarin, proteinlerin ve yaglarin ana
kaynagidir. Bilinen 30000 dogal {irliniin yaklasik % 80'inden fazlas1 bitki kokenli olup,
kullanimlar tip tarihi kadar eski ve evrenseldir (Phillipson, 1990; Balandrin ve
Klocke, 1988; Fowler ve Scragg, 1988). Bitkilerin terapdtik amach kullanimi
Siimerlere kadar dayanmakta olup M.O. 400'de Hipokrat'm, tibbi amagli 400 farkli
bitki tiirii kullandig1 bilinmektedir. Dogal iiriinler halen; Cin, Hindistan ve Misir gibi
tilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde de modern ilaglarin ¢cogu dogal
kaynakli terapdtik ajanlardan tiiretilmektedir. Uluslararas1 Doga Koruma Birligi ve
Diinya Dogal Yasam Fonu'na gore, diinya ¢apinda tibbi amagh kullanilan 50000 ila
80000 ¢igekli bitki tiirii bulunmaktadir (Bentley, 2010).

Cragg ve diger. (1997) gerceklestirdikleri derlemenin sonuglarina gore 1983-1994
yillar1 arasinda 520 yeni onaylanmus ilacin % 39'u ile antibakteriyel ve anti-kanser
ilaglarin da % 60-80'inin dogal veya dogal iiriin tiirevleri oldugu bildirilmektedir. 2000
yilinda, klinik kanser arastirmalarinda kullanilan ilaglarin yaklasik % 601 dogal
kaynakliydi. Amerika’da sifali bitkilerin kullanimi orant; 1991'de %3 iken bu oran
1998'de % 37'ye yiikselmistir (Brevoort, 1998). Avrupa'da kullaniimakta olan 300'den
fazla tibbi bitkinin % 901 dogal kaynaklardan iiretilmis olup Amerika Birlesik
Devletleri'nde de en ¢ok satilan 150 regeteli ilacin yaklagik 118'si dogal kaynaklara
dayanmaktadir (Balunas ve Kinghorn, 2005). 2001'de en ¢ok satilan ilk 30 ilagtan,
dogal iiriin ya da dogal iiriin tiirevleri olan 8 ilacin toplam satis tutarlart 16 milyar
dolar1 bulmaktadir. Ayrica, gelismekte olan iilkelerdeki insanlarin yaklasik % 80'i,
temel saglik hizmetleri i¢in bitkisel ilaglara bagimli olup, bu iilkelerde recete ile
yazilan ilaglarin % 25'inden fazlasida yine dogal bitki tiirlerinden tiiretilmektedir
(Hamilton, 2004). Diinyada bitkisel ilaglara, dogal saglik iiriinlerine ve tibbi bitkilerin
sekonder metabolitlerine artan talep ile birlikte sifali bitkilerin kullanimi hizla
artmaktadir (Nalawade ve diger., 2003; Cole ve diger., 2007).



1.1 Bitki ve Kanser

Bitkilerin anti-kanser 6zellikleri yiizyillar boyunca bilinmektedir. Ulusal Kanser
Enstitiisiinde (NCI), potansiyel anti kanser arastirmalar amaciyla yaklasik 35000 bitki
Ornegi incelemis bu bitkiler arasinda tekrarlanabilir anti-kanser aktivitesi gosteren

yaklagik 3000 tiir belirlenmistir.

Kemoterapi, kanser tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir. Kanser hiicreleri,
normal hiicrelerdeki regiilasyon 6zelliklerinin ¢ogunu kaybettiginden hiicre boliinme
hizlan yiiksektir. Bu 6zellik, kanser hiicrelerini kemoterapotik ilaglara duyarli hale
getirir. Bununla birlikte, kemoterapétik tedavilerin bir sonucu olarak ¢esitli toksisiteler
olusabilir. Ornegin, yaygin olarak kullanilan bir kemoterapétik ilag olan doksorubisin,
kardiyak toksisitesi (Aviles ve diger., 1993; Kilicalp ve diger., 2005), bobrek
toksisitesi (Manil ve diger., 1995) ve miyelotoksisite olusmasina neden olur (Gibaud
ve diger., 1994). Yine yaygin kullanilan siklofosfamidin, mesane toksisitesine neden
oldugu bilinmektedir (Fraiser ve diger., 1991). Mevcut ilaglarin toksisite 6zellikleri
kanser tedavi siirecinde 6nemli sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle 6zellikle bitkisel
kaynakli yeni terapotik bilesenlerin kesfi biiyilk dnem tasimaktadir. Gliniimiizde
kullanilmakta olan kemoterapiklerden; -Taksanlar (dosetaksel ve paklitaksel), -
Epipodofilotoksinler (teniposid ve etoposid), - Vinka alkaloidler (vindezin, vinkristin
ve vinblastin) ve -Kamptotesin tiirevleri (irinotekan ve kamptotesin) olmak {izere, dort
farkli smifi olusturan bitki kokenli kanser Onleyici ajanlar bulunmaktadir. Bitkiler,
yeni ilaglarin tiretiminde halen muazzam bir potansiyele sahiptir ve kansere karsi
koruma saglayabilecek dogal kimyasal kaynak niteligini tagimaktadirlar. Bu

bitkilerden bazilar1 Tablo 1.1°de belirtilmistir (Desai ve diger., 2008).

Bitkilerin bir diger 6nemli 6zellikleri de antioksidan kapasitelerine dayanmaktadir.
Oksijenli ortamlarda yasamlarini siirdiiren canlilarin metabolizmalarinda internal ve
eksternal faktorlere bagimli olarak ¢esitli reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilmektedir.
Radikallerin reaktif 6zellikleri nedeniyle hiicre i¢inde biyomolekiillere verebilecekleri

zararlar bitkilerden alinan antioksidan bilesikler destegiyle sontimlenerek giderilir.



Tablo 1.1 T1bbi bitkilerin temel kimyasal bilegenlerinin anti-kanser aktiviteleri

in vitro Etkileri

in vivo Etkileri

sitotoksik (Jagetia ve diger.,

-Ehrlich asit karsinomali

-HeLa hiicrelerine karsi
far

1998)

regresyonu ve sagkalim
(Jagetia ve Rao, 2006)

elerde anlaml1 timor

-C. asiatica'nin yaprak 6ziitii,

doniistiiriilmiis hiicre hatlarinin
proliferasyonunu engeller (Babu

-DNA sentezinin inhibisyonuna
bagli antitiimor aktivite (Babu ve

doza bagimli olarak,

ve diger. 1995)

diger. 1995)

kemoterapi ilac1 (Wall ve Wani,

-HelLa ve L-120 hiicrelerinde
niikleik asit sentezi inhibitori

-Topoizomeraz-1'i inhibe eder

-Losemiye karst etkili bir

1996)

(Wall ve Wani, 1977)

(Potmesil, 1994)

-Lenfoma, 16semi ve kati
epitel tiimorlerine karsi
yapilan Faz II ¢aligsmalar

(Slichenmyer ve diger.,
1993)

-Ksenograft model
sisteminde meme
karsinomasinin kismi

-Insan kolon kanseri hiicrelerinin
ve rabdomiyosarkom hiicrelerinin
biiylimesini yavaslatir (Potmesil,
1994)

veya tamamen
remisyonunu indiikler
(Potmesil, 1994)

-Topoizimeri | ve Il'yi inhibe
eder (Lee ve diger., 1996)
-HL-60'm DNA sentezi ve hiicre
biiyiimesini inhibe eder (Shao ve

diger., 1998)
-Cesitli kanser hiicre dizilerinde
apoptozu indiikler (Syrovets ve
diger., 2005; Hostanska ve diger.,

-Beyin tiimorlerine karsi
etkili (Streffer ve diger.,
2001)

2002; Liu ve diger., 2002)

Ana Kimyasal
Bitki Ad1
Bilesen
20-B-
Tinospora | hidroksekdistreon,
cardifolia Cordioside,
Columbin
Hidrokaotilin,
sterol,
Centella flavpn0|dler,_
asiatica vallerine, pektik
asit, Asiatikosid
Stigmasterol ve
askorbik asit
Mappia r
foetida Kamptotesin
Boswellia Triterpenik asitler
serrata
Phyllanthin,
Phyllanthus ph_yltetra_lm,
niranthrin,
amarus . .
nirtetralin

-Sacchromyces cerviacae
mutant hiicre kiiltiirlerinde
topoizomeraz | ve II'nin
aktivitesini inhibe eder

(Rajeshkumar, 2000)

-Hiicre dongiisii durdurur ve
DNA onarimina miidahale eder
(Rajeshkumar ve Kuttan, 2002)
-Farkl1 kanser hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu inhibe
eder, cdc25 tirozin fosfataz

aktivitesini inhibe eder
(Rajeshkumar ve Kuttan, 2000)

sahiptir (Huang ve diger.,

-Bitki 6ziitli, Lewis

akciger karsinomast
tagiyan farelerde

antianjiogenik etkilere

2006)
-Ekstraktinin oral
uygulamasi, Dalton
lenfoma asiti (DLA) ve
Ehrlich asit karsinomasi
(EAC) tasiyan farelerde
tiimor boyutunu azaltir
(Rajeshkumar ve diger.,
2002; Joy ve
kuttan.,1998)
-Bitki 6ziiti, n-
nitrosodietilamin
(NDEA) ile indiiklenen
tiimdr insidansini azaltir
(Joy ve Kuttan.,1998).




Tiirkiye iklim ozellikleri, jeolojik yapist ve cografi konumu itibariyle oldukca
zengin bitki taksonuna sahiptir. Son zamanlardaki ¢alismalarla birlikte Tiirkiye’nin
12000 civarinda bitki taksonuna eV sahipligi yaptig1 belirlenmistir (Erik ve Tarikahya,
2004). Endemik sozciligii Yunanca "Indigenous (Endemos)" sozciiklerinden gelmekte
olup, siirl yayilisa sahip bitkileri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Tiirkiye endemik
tiirlerin say1s1 3000°den fazla olup endemizm oran1 %34,4°diir (Ozhatay, Byfield ve
Atay, 2008). Peygamber c¢icegi (Centaurea), sigirkuyrugu (Verbascum), geven
(Astragalus) ve daggay (Sideritis) endemizm orani en fazla olan bitki gruplaridir. Bu
bitki gruplart Anadolu gen merkezli olup, Verbascum tiirlerinin endemizm orani

%85’e ulagsmaktadir (Erik ve Tarikahya, 2004).

Pistacia, kozmopolit Anacardiaceae (sakiz agacigiller) ailesinin 600'in {izerinde
tirden olusan yaklagik 70 genusundan biridir. Pistacia genusunun tiirleri, kserofit
agaclar olarak karakterize edilen ve 8—10 metreye kadar biiyiiyen, yaprak doken veya
dokmeyen regineli ¢ali ve aga¢ formlarinda olup Akdeniz havzasindan Orta Asya’ya
kadar yayilim gostermektedir. Tiirkiyede Pistacia vera, Pistacia lentiscus ve Pistacia
terebinthus tiirleri bulunmaktadir. P.vera (Sekil 1.1), ticari olarak yetistirilen tek tiir
olup kalan tiirler daha ¢ok P. vera i¢in kok govde olarak kullaniimaktadir
(Mozaffarian, 2005; Kole, 2011).

B
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Sekil 1.1 Tiirkiye’de yetisen Pistacia vera gesitleri (Kisisel arsiv, 2017)



Pistacia tiirlerinin terap6tik kullanimlarinin yani sira gida endiistrisinde katki
maddesi olarak Antep fistig1 (P. vera) (derMarderosian ve Beutler, 2010), atistirmalik
yiyecek veya kahve yapiminda P. terebinthus (Durmaz ve Gékmen, 2011; Gogus ve
diger., 2011) ve ayrica gida renklendiricisi olarak da P. lentiscus meyveleri

kullanilmaktadir (Longo, Sacrdino ve Vasapollo, 2007).

P. vera fenolik bilesenlerce zengin icerige sahip olup , flavonol, flavanon, flavan-
3-ol, flavanon, flavon, fenolik asit, antosiyanin, izoflavon igerdigi ¢esitli caligmalarla
tespit edilmistir (Martorana ve diger., 2013; Gentile ve diger., 2007; Ersan ve diger.,
2016). Kalsiyum, Potasyum, Fosfat, Bakir gibi mineral ve A, Bi, Bz, Bs gibi
vitaminleri iceren Antep fistig1, insan diyeti i¢in Onemli olan oleik, linoleik ve

linolenik asitler gibi yag asitlerini de icerir (Kiig¢iikoner ve Yurt, 2003).

1.2 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlar

En dis yoriingesinde ortaklanmamis elektron iceren bir atom serbest radikal olarak
tanmimlanir. Yiiksek reaktivitelerinden dolay1 serbest radikaller, biyolojik molekiillere
hiicum ederek soniimledigi sirada oksidatif hasara neden olurlar. (Harmon, 1956).
Radikallerin en yaygin tiirleri; "Reaktif Oksijen Tirleri" (ROS) ve "Reaktif Azot
Tiirleri" (RNS) ve “Nitrik Oksit Tiirleri” (NOS)’dir. Baslica reaktif oksijen tiirleri;
singlet oksijen, siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil

radikalleridir.

Radikallerin canli sistemler igin zararli veya yararl etkileri olabilir (Valko ve
diger., 2004). Ayrica radikallerin, bulasici ajanlara karst savunmanin yani sira bir dizi
hiicresel sinyal sisteminde oldugu gibi yararl fizyolojik rolleri de bulunmaktadir.
Hiicrede diisiik ROS derisimi, mitojenik bir tepkinin baslaticisidir. Yiiksek ROS
derisimi ise oksidatif stres nedeni olarak tanimlanir. Hiicredeki ROS diizeyleri ile
antioksidan sistemler arasindaki dengenin ROS lehine bozulmas: halinde hiicrede
oksidatif stres meydana gelir (Halliwell, 1996). Hiicrelerde ROS’larin zararl: etkilerini
gidermede rol oynayan antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayanlar

olmak {izere 2 grupta ele alinir.



Antioksidan 6zellik gosteren enzimler siiperoksit dismiitaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon
(GSH), A, C ve E gibi vitaminler olarak tanimlanabilir. Bu sistemlerin yetersizligi
durumunda baskin olan oksidatif stres, lipidler ve membranlar, proteinler ve niikleik
asitler de dahil olmak {izere hiicre yapilarinda hasar olusturmaktadir (Poli ve diger.,
2004). Hiicre i¢i hasarlarin giderilememesi veya siirekliligi halinde kanser,
arteriyoskleroz, artrit, nérodejeneratif bozukluklar ve diger yasa bagli hastaliklar

ortaya ¢ikmaktadir (Halliwell, 1999).
1.2.1 Singlet Oksijen

Serbest radikal tanimina gore molekiiler oksijen, biradikal (diradikal) olarak
degerlendirilir. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin
ters yoniinde olan baska bir orbitale ge¢mesiyle singlet oksijen olusur. Lipid
membranlara niifuz etme yeteneginin olmamasi nedeniyle iiretildigi bolmede lokalize
olur. Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi igin radikal olmayan reaktif

oksijen molekiiliidiir, sigma ve delta olmak tizere iki sekli vardir (Sekil 1.2).

(=) '0, -+ -l/_
('A) 10, '% T

AE =

94.3 kJl/mol
) %0, —+ —I\-

Sekil 1.2 Oksijen formlari

Sigma singlet oksijenin (}3*4) enerjisi daha fazla olup ¢ok kisa dmiirliidiir. Delta
singlet oksijen (*Aq) ise daha uzun omiirliidiir ve gozlenen kimyasal reaksiyonlardan
esas sorumlu form oldugu kabul edilmektedir. Singlet oksijen, in vivo olarak fiiretilen
iki molekiiler oksijenin ya endojen fotosensitizerlerin (fotoduyarlastirici) 1sikla
uyarilmast nedeniyle olusan enerjisinin molekiiler oksijene aktarilmasiyla
fotokimyasal ya da enflamasyona dayali tepkimeler siirecinde meydana gelir (Klotz,
2002)



Stiperoksit anyon radikali, NADPH oksidazin etkisi ile temel haldeki molekiiler

oksijenin indirgenmesi ile olusturuldugunda;

20,+ NADPH — 20,” + NADP* + H* (1.1)

Stiperoksit anyon radikali dismutazlari tarafindan katalize edilmekten ¢ok, spontan
bir degisiklikle, tekil durumunda olan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni

olusturur,

207 + 2H*—— H20; (1.2)

Hidrojen peroksid, miyeloperoksidaz igin bir substrat olup hipoklorit {iretir,

H.0, + CI—0CI + H,0 (1.3)

Uretilen hipoklorit singlet oksijeni elde etmek icin hidrojen peroksid ile tepkimeye

girer:

H202+ OCl — CI + H.0 + 10, (1.4)

Singlet oksijen ile protein, lipid veya niikleik asitler gibi biyolojik hedeflerin
oksidasyonu, hiicre Olimiine yani apoptozise yol agabilir. Enflamatuar tepki
baglaminda bu toksisite, rahatsiz edici mikroorganizmalara kars1 savunma agisindan
faydalidir. Hedef hiicrelerin 1s18a duyarli hale getirilerek belirli kanserlerin
fotodinamik terapi (PDT) siirecinde kimyasal yollardan yararlanilir. Isinlamayla tekli
oksijen de dahil olmak iizere reaktif oksijen tiirleri iiretilir ve sonugta hiicre 6limii

meydana gelir (Oleinick ve diger., 2002).
1.2.2 Siiperoksit Anyon Radikali
Metabolik stirecler veya eksternal fiziksel radyasyon ile oksijen "aktivasyonunu"

takiben ortaya c¢ikan siiperoksit anyon radikali "birincil" ROS olarak adlandirilir

(Fridovich, 1986). Siiperoksit anyon radikali dogrudan polipeptidler, sekerler veya



niikleik asitler ile reaksiyona girmez ve lipitleri peroksidize etme kabiliyetleride
tartigmalidir. Stiperoksit anyon radikali, sitozol ve mitokondride bulunan siiperoksid

dismutaz reaksiyonuyla séniimlenir (Desideri ve Falconi, 2003) :

202" + 2H"-SOD— H20; + O3 (1.5)

Aciga ¢ikan HpO2in toksik etkileri katalaz ve glutatyon peroksidazlar gibi
enzimlerle giderilir. Hiicre i¢i serbest radikallerin tiretimi, redoks-aktif demir, bakir
gibi metallerle yakindan iliskilidir (Valko, Morris ve Cronin, 2005). in vivo stres
kosullarinda asir1 siiperoksit anyon radikali varligi, demir igeren molekiillerden
"serbest demirin" salinmasina neden olur. Siiperoksit anyon radikali ile demirin
salinimi, dehidrataz-liyaz ailesinin [4Fe-4S] grubu enzimleriyle iliskilidir (Liochev ve
Fridovich, 1994). Serbest Fe (II), Fenton tepkimesine katilarak yiiksek reaktiviteli

hidroksil radikalini tiretebilir:

Fe(ll) + H202 — Fe(lll) + HO + OH" (1.6)

Stres kosullarinda O,", [4Fe-4S] grubu enzimlerinin bir oksidani olarak davranir ve
Fe(Il)'yi Fenton reaksiyonu i¢in kullanilabilir hale getirerek H202'den "OH {iretimini
gerceklestirir (Leonard, Harris ve Shi, 2004; Stohs ve Bagchi, 1995; Pekarkova ve
diger., 2001; Liochev ve Fridovich, 2002). Siiperoksit anyon radikali, Fenton
reaksiyonuyla {iiretilen Fe(lll) indirgenmesinin yanisira yine hidroksil radikalinin

tiretildigi Haber-Weiss reaksiyonuna da katilir (Liochev ve Fridovich, 2002) :

Fe(11l) +O2"—Fe(ll) +O
02" + Ho02 — Oy + HO +OH™ (1.7)

1.2.3 Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, 1 ns'den daha az olan yarilanma omrii ile sulu ¢ozeltilerde
oldukga reaktiftir (Pastor ve diger., 2000). Dolayisiyla, canli ortamda iiretildigi ortama

yakin biyomolekiillerle hizli tepki verir. Metabolizmada hidroksil radikal iiretimi;



Fenton ve Haber Weiss diginda; alkil hidroperoksitlerin fotolitik ayrismasiyla veya

Iyonize radyasyon ile H2O'nun HO' ve hidrojen atomlarina ayrismasi sonucu olusur.

Hidroksil radikallerinin DNA'ya yakin bolgede iiretilmesi, radikalin DNA bazlarina
ya da DNA'nin deoksiribozil omurgasina hiicumuyla bazlarin yapisinda hasarlar veya
DNA zincir yapisinda kirilmalar gergeklestirir. Yukarida da belirtildigi gibi, in vivo
iiretilen hidroksil radikallerinin ¢ogunlugu, Fenton reaksiyonuna gore hidrojen
peroksitin metal katalizli hidrolizinden kaynaklanmaktadir. M " * bir gecis metali iyonu

(Liochev ve Fridovich, 2002; Pastor ve diger., 2000; Platenik ve diger., 2001) i¢in;

M™(Cu*, Fe?* Ti®*, Co?*) + H.0, — M™D(Ccu?, Fe®*, Ti**,Co®) +HO+OH™ (1.8)

Fenton reaksiyonuna gore hidroksil radikalinin en yaygin in vivo tiretimi, M™ 'nin
demir, bakir, krom, kobalt ve benzeri gecis metalleri olmasi halinde gerceklesir.
Fenton kimyasi in vitro olarak bilinmesine ragmen fizyolojik kosullardaki 6nemi ac¢ik
degildir ve ¢esitli metal baglayici proteinlerin etkin 6zellikleri nedeniyle "serbest
katalitik demir’in etkililigi ihmal edilebilir diizeyde oldugu belirtmektedir (Kakhlon
ve Cabantchik, 2002).

1.2.4 Hidrojen Peroksit

Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesi ya da siiperoksit anyon
radikallerinin enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusan

hidrojen peroksit, kimyasal a¢idan ¢ok zayif bir reaktiftir.

Oy + e+ 2H" —» H,0,
O +2e+H" —» H0, (1.9

Lipidler, hafif bir oksitleyici veya hafif bir indirgeyici madde olarak hareket
edebilmekle beraber, hiper-reaktif tiyol gruplarina veya metiyonin birimlerine sahip
olmadik¢a DNA ve proteinler dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik molekiilii kolayca
oksitler (Hampton ve Orrenius, 1997; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Levine ve diger.,



1999). H202’nin asil tehlikesi, ya ultraviyole 1s1gina maruz kalarak (Udea ve diger.,
1996);

H.0, Yy 20H (1.10)

ya da en 6nemlisi in vivo, muhtemelen demir olan bir ge¢is metali iyonu ile etkilesime
girerek (Halliwell ve Gutteridge, 1990, 1999) reaktif hidroksil radikaline (OH’)

doniistimden kaynaklanmaktadir.

Fe?* + H,0, —» ara kompleksler —» Fe3*+OH +OH- (1.11)

Canli organizmalar gegis metali iyonlarmi proteinlere bagli formda tutarak OH’
radikal olusumunu ve olast diger serbest radikalleri baskilayacak mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalar 6zellikle kan plazmasi gibi ekstraselliiler sivilarda
onemlidir (Halliwell ve Gutteridge, 1990, 1999). Bununla birlikte H20,, Fenton
kimyasinin sadece substratlardan biri olmakla kalmayip ayni zamanda heme
proteinlerinden gelen demiri serbest birakarak katkida bulunabilir (Halliwell ve

Gutteridge, 1990, 1999; Gutteridge, 1986; Puppo ve Halliwell, 1988).

H20> ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde, ortamda veya yapilarinda bulunan
gecis metali iyonlariyla olusabilecek OH® radikalleriyle DNA’nin yapisinda
olusabilecek oksidatif hasarlar, hiicrede canliligi koruma amaciyla hizli bir sekilde
giderilir (Spencer ve diger., 1996). Bununla birlikte, yaklagik 20-50 uM veya daha
diisiik H202 seviyeleri, bir¢ok hiicre tipi i¢in smirli sitotoksisite gostermektedir.
Gergeklestirilen arastirmalar, H2O2'nin hiicre dis1 ve hiicre i¢i bir sinyal molekiilii
olarak kullanilabildigini gostermektedir (Wang ve diger., 1998; Dalton ve ark, 1999;
Schreck ve diger., 1991; Sen ve Packer 1996). Ornegin, baz1 hiicre tipleri icin NFxB
aktivasyonunda H>O>'in ikinci haberci rolii bulunmaktadir (Schreck ve diger., 1991).
Bu nedenle in vivo olarak iiretilen H2O>'in tiimiiniin ortadan kaldirilmamast, fizyolojik

sinyalleme mekanizmalarinda ki kullanimlarindan dolay1 6nemlidir.
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Enflamasyon bolgelerinde aktif fagositler tarafindan {iretilen H202, hiicre
proliferasyonu veya apoptozisini kontrol ederek ve trombosit agregasyonunu modiile
etmek gibi prosesler ile inflamatuar siireci kontrol etmektedir (Hampton ve Orrenius,
1997; Clement ve diger., 1998; Blounin ve diger., 1999; Roebuck, 1999; Vepa ve
diger., 1999; Burdon ve Alliangana, 1996; Poli ve Parola, 1997; Naseem ve
Bruckdorfer, 1995).

1.2.5 Peroksil Radikali

Canli sistemlerde olusabilen oksijenden tiireyen bir diger radikal tiirii peroksil
radikalleridir (ROO"). Peroksil radikallerin, yiiksek enerjili olup R grubuna bagl
olarak +0,77 ile +1,44V arasinda degisen bir indirgeme potansiyeline sahiptir
(Burcham, 1998).

En basit peroksil radikali, siiperoksit anyon radikalinin O ‘nin eslenik asidi olan
dioksil (hidroperoksil) radikali HOO * 'dir. Bu tip molekiillerin kimyasi, R grubunun
yapisina, bulundugu ortama ve ortamdaki oksijen ile diger reaktanlarin derigimine gore
degisir (Porter, Candwell ve Mills, 1995).

Peroksil radikallerinin en ilging 6zelligi, katildiklar1 biyolojik reaksiyonlarin cesitli
olmasidir. Yapida lipid peroksidasyonunun belirlenmesi, bir hastalik siirecinin veya
toksikolojik bir olay sonrasi olusmus peroksil radikallerinin, lipid yapisindaki
doymamis baglara katiliminin bir gostergesidir (Gutteridge, 1995; Cadenas ve Sies,
1998). Peroksil radikalleri DNA kiriklarinin  olusumunda ve yapida bazi
modifikasyonlarda rol alir. Peroksil radikallerinin DNA hasarina etkisi siiperoksit

anyon radikali varliginda sinerjik olarak artar.
1.2.6 Reaktif Azot Tiirleri
Nitrik oksit (NO") reaktif bir radikal olup, ndrotransmisyon, immiin regiilasyon, kan

basinci regililasyonu, savunma mekanizmalari, diiz kas gevsemesi de dahil olmak iizere

cok cesitli fizyolojik siireglerde 6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak

11



islev gormektedir (Archer, 1993; Alderton, Cooper ve Knowles, 2001, Bergendi ve
diger., 1999; Fostermann, Boissel ve Kleinert, 1998). Bu kii¢iik molekiil, 2n*y
orbitalindeki bir ¢iftlenmemis elektronu nedeniyle radikalik 6zellik gosterir. NO®,
biyolojik dokularda nitrik oksit sentaz enzimleriyle (NOS) arjininin sitriiline oksidatif
reaksiyonu siirecinde iretilir (Ghaforifar ve Cadenas, 2005). Reaktif azot tiirlerinin
agir1 {iretimi, nitrozatif stres olarak adlandirilir (Klatt ve Lamas, 2000). Bu durum,
sistemde Ttretilen reaktif azot tiirlerine kars1 soniimlenme kapasitesinin yetersizligi
durumlarinda ortaya c¢ikar. Nitrozatif stres, proteinlerin yapisini degistirebilen ve
boylece proteinlerin normal fonksiyonlarini inhibe eden nitrozilasyon reaksiyonlarina
yol agabilir. NO" sulu bir ortamda birkag saniyelik yarilanma émriine sahiptir (Chiueh,
1999). NO diisiik oksijen derisimlerindeki ortamlarda daha fazla stabilite gosterir
(yartlanma omrii >15s). Bununla birlikte NO°, hem hidrofilik hem de hidrofobik
ortamlarda ¢oziinebildiginden, sitoplazma ve plazma zarlarindan kolaylikla difiize

olmaktadir.

NOin merkezi sinir sisteminde ndronal iletimin yam sira sinaptik plastisiteye de
etkileri vardir. Ekstraselliiler ortamda NO°, nitrat ve nitrit anyonlarini olugturmak
lizere oksijen ve su ile reaksiyona girer. Bagisiklik sistemi hiicreleri, enflamatuar
stireglerde tetiklenen oksidatif patlama sirasinda hem siiperoksit anyonu hem de nitrik
oksit tiretir. Bu kosullar altinda NO® ve siiperoksit anyon radikali, DNA kiriklarina ve
lipidlerde peroksidasyona neden olan daha yiiksek reaktiviteli peroksinitrit anyonunu
(ONOQ) olusturur (Carr, McCall ve Frei, 2000) :

NO’ + 02— ONOO™ (1.12)

Bu reaksiyonun hiz sabiti 7,0 x 10° Ms}0lup NO nun verdigi reaksiyonlar
arasinda hizi1 en yiiksek olanidir. Dolayisiyla NO* toksisitesi, siiperoksit anyonlari ile
birlesebilme o6zelliginden kaynaklanmaktadir. Nitrik oksit, belirli gecis metali

iyonlarmi kolayca baglar. Nitrik oksitin fizyolojik etkisi, enzim guanilat siklazin

Fe(Il)-hem gruplarina baglanmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir:

Fe(I1) + NO" — Fe(I)-NO (1.13)
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Nitrik oksitin radikallerle olan reaksiyon hizlari radikal olmayan bilesiklere kiyasla
daha yiiksektir. Nitrozatif strese verilen hiicresel yanitlar oksidatif stresin tepkilerine

benzesede, kosullara bagimli protein S-nitrosotiyoller (protein-SNO) olusabilir:

protein-SH + RSNO — protein-SNO + RSH (1.14)

1.2.7 Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicre i¢inde endojen ve eksojen faktorlere bagli olarak olusan reaktif oksijen ve
azot turleri, antioksidan sistemler tarafindan sOnumlenerek ortamdaki

biyomolekiillerde olusabilecek hasar etkileri engellenir. lyi bir antioksidan;

a) Serbest radikalleri soniimlemeli,

b) Redoks metalleri ile selat olugturmali,

c) "Antioksidan agi" i¢inde diger antioksidanlarla etkilesime (rejenere) girmeli,
d) Gen ekspresyonu iizerinde pozitif bir etkiye sahip olmali,

e) Kolayca emilebilir olmali,

f) Dokular ve biyoakiskanlardaki derisimi fizyolojik olarak uygun seviyelerde

olmal,

g) Membran sistemlerinde de etkin olabilmelidir.

Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak 2 gruba ayrilir. En
etkin enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
(Matés, Pérez-Gomez ve De Castro, 1999) iken, enzimatik olmayan antioksidanlar
Vitamin C, Vitamin E, karotenoidler, tiyol antioksidanlari (glutatyon, tioredoksin ve
lipoik asit), dogal flavonoidler, melatonin ve diger bilesikleri igerir (McCall ve Frei,
1999).

Bazi antioksidanlar hiicrelerin hidrofilik veya hidrofobik ortamlarinda etkili
olabilirken bazilar1 hiicrenin her iki ortaminda da etkilidir. Ornegin, Vitamin C sulu
fazda Vitamin E lipofilik fazda siiperoksit anyon radikali ile reaksiyona girer. Bunun

aksine, a-lipoik asit suda ve ayn1 zamanda yagda ¢6ziinebilir oldugundan hem hiicre
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membranlarinda hem de sitozolde etkindir. Bazi antioksidanlar redox sistemlerinde
potansiyellerine bagli olarak rejenere olabilirler. Bu etki “antioksidan ag” olarak

tanimlanir. Vitamin E ve C ‘nin redoks dongiileri boyle bir antioksidan ag1 olusturur.

1.2.7.1 Enzimatik Antioksidanlar

1.2.7.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD). Hiicre i¢i enzimatik antioksidanlarin en
etkililerinden biri olan siiperoksit dismutaz (SOD), O2" " 'nin O2'ye ve daha az reaktif
tir olan H2O2'ye bozunmasini katalize eden antioksidan 6zellikli metaloenzimdir
(McCord ve Fridovich, 1969). Siiperoksit dismutazin; alt birimlerine, kofaktorlerine,
aktif metal merkezinin yapisina ve amino asit se¢iciligine bagl olarak birkag izoformu
bulunmaktadir. Insanlarda ii¢ tip SOD vardir: Sitozolik Cu/Zn-SOD, mitokondriyal
Mn-SOD ve hiicre dis1 SOD (EC-SOD) (Landis ve Tower, 2005).

SOD, Ping-Pong tipi mekanizmayla aktif bolgedeki ge¢is metali iyonlarinin ardisik
oksidasyon ve indirgemesi ile O2'yi oldukga yiiksek reaksiyon hiziyla soniimleyerek

H202 ve 02’ ye doniistiiriir (Matés, Pérez-Goémez ve De Castro, 1999).

02"+ 02"+ 2H* — H,02 + O3 (1.15)

Cu/Zn-SOD molekiiler agirligr yaklasik 32 kDa olan ve iki 6zdes alt birimden
(homodimer) olusan bir enzimdir (Matés, Pérez-Gémez ve De Castro, 1999). Cu/Zn-
SOD, 6zellikle siiperoksit anyonunun oksijene H202’e bozunmasini katalize eder. Her
alt birim, aktif bolge olarak bakir ve ¢inko iyonlarindan olusan diniikleer metal

kiimesini icermektedir.

Mitokondrial Mn-SOD, alt birim basina bir mangan atomu igeren ve molekiiler
agirhigi 96 kDa olan bir homotetramerdir (Matés, Pérez-Gomez ve De Castro, 1999).
Mn-SOD’un katalitik etkisi, Mn (IIT) 'ten Mn (II)’ye ve siiperoksit anyon radikalinin

iki basamakli dismutasyonu sirasinda Mn (III)’e dontistimiiyle gerceklesir.
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Mn-SOD, anti-tiimor aktivitesine sahip en etkin antioksidan enzimlerden biridir.
Farkl1 hiicre tiirleriyle yapilan arastirmalara gére, Mn-SOD'un asir1 ekspresyonunun,
timor gelisiminin gerilemesine yol agtigi belirlenmistir (Behrend, Henderson ve
Zwacka, 2003). Bununla birlikte, Mn-SOD'un tiiméor baskilayici 6zelligi agik degildir.
Baz1 kanser tiirlerinde o6zellikle gastrointestinal sistem kanserlerinde Mn-SOD
ekspresyonu dolayisiyla aktivitesinde artislara ragmen bir¢ok kanser tiiriinde Mn-SOD
aktivitesi olduk¢a diisiik bulunmustur. Bu durumun, gen ekspresyonundaki bir
hasardan kaynaklandigi belirtilmektedir (Behrend, Henderson ve Zwacka, 2003).
Ayrica diisik Mn-SOD aktiviteli hiicre hatlarinda gecis metali iyonlarinin

derigimlerinin de diisiik olmasi bu durumu desteklemektedir.

Bazi tiimor hiicreleri i¢in toplam SOD (Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD) aktivitesi de
azalmistir (Oberley ve Orberley, 1988). Ilging olarak, gastrointestinal sistem
kanserlerinde Mn-SOD’un asir1 ekspresyonu belirlenmistir. Bu bulgular, ileri seviye
progresyon ve invaziv, zayif prognoz ve metastatik fenotip ile korelasyon
gostermektedir. Veriler gostermektedir ki, anormal diizeyde yiiksek Mn-SOD
diizeyinin hiicre biiylimesini baski altina alirken kanser hiicrelerinin invaziv

potansiyelerini artirma egilimindedir.

Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD), heparin ve heparin siilfat gibi bazi
glikozaminoglikanlar i¢in ytiksek afiniteye sahip, tetramerik, bakir ve ¢inko igeren bir
glikoprotein yapidir (Matés, Pérez-Gomez ve De Castro, 1999). Memeli dokularindaki

regiilasyonu, sitokinler tarafindan gerceklesmektedir.

Ni igeren (Ni-SOD) tamamen farkli bir SOD smifi olup, yakin zamanda
Streptomyces ve siyanobakterilerde bulunmustur. Ni-SOD, diger SOD'lara amino asit
dizilim benzerliginin hi¢ olmadigi 117 amino asit kiigtik bir proteindir (Barondeau ve
diger., 2004).

1.2.7.1.2 Katalaz. Tiim prokaryot ve 6karyotik hiicrelerde bulunmakta olan katalaz,

eritrositler haricinde agirlikli olarak H20O5'in ¢esitli oksidazlar tarafindan tiretildigi her

tiir memeli hiicresinin peroksizomlarinda yer almaktadir. Katalaz, oldukg¢a reaktif olan
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hidroksil radikalini olusturan belirli reaksiyonlar i¢in substrat gorevini géren H202’in
birikimini smirlandirarak hiicre i¢i antioksidan savunmayi saglamaktadir (Ho ve
diger., 2004). Bir katalaz molekiilii dakikada yaklasik 6 milyon hidrojen peroksit
molekiilii ile tepkimeye girmektedir (Matés, Pérez-Gomez ve De Castro, 1999).
Katalaz, iki farkli enzimatik aktivite ile katalize edilen reaksiyonlarda hidrojen

peroksiti hidrolizler:

Katalitik Aktivite 2H202 — O2 + 2H20 (1.16)
Peroksidatik Aktivite H202 + AH2 — A +2H20 (1.17)

Katalazin H2O2’e olan katalitik aktivitesi 0,01 ile 0,05M arasinda iken H2O2‘in
bozunumu birinci mertebe reaksiyon Kinetigine gore ilerlerken daha diisiik
derigimlerde kinetik sifirincit mertebedendir (Valko ve diger., 2007; Berg, Tymoczko
ve Stryer, 2002).

Hidrojen peroksitin tek substrati olmasina ragmen, katalaz reaksiyonu bir Ping-
Pong mekanizmasiyla gerceklesir. Burada, katalazin kofaktorii bir hidrojen peroksit
molekiilii ile oksitlenir ve baglanmis oksijenin ikinci bir substrat molekiiliine

aktarilmasiyla katalaz rejenere edilir (Kabel ve diger., 2013).

Katalazin asir1 ekspresyonu, hiicreleri H2O2 ve oksidasyona dayali hasarlara karsi
daha direngli kilar. Ayrica, katalazin asir1 eksprese edildigi transgenik fareler,
Adriamisin'nin  (doksorobisin) uygulanmasini takiben miyokardiyal hasar ile
norepinefrin veya anjiyotensin tedavisinde hipertansiyonun gelisimine karsi daha
korunakli olduklar goriilmiistiir (Yang ve diger., 2003). Katalaz eksikligi belirlenmis
hastalarda streptokok ve pnomokolar gibi bakterilen iirettigi H202’in neden oldugu

doku hasarlar1 nedeniyle tedavisi zor agiz yaralar1 gelistigi belirtilmektedir.

1.2.7.1.3 Glutatyon Peroksidaz. Glutatyon metabolizmasi en énemli antioksidan
savunma mekanizmalarindan biridir (Esterbauer ve diger., 1992; Rikans ve
Hornbrook, 1997; Grazioli ve diger., 1998; Sigalov ve Stern, 1998). Glutatyon
peroksidaz enziminin, biri selenyumdan bagimsiz ve digeri selenyuma bagimli olmak

tizere 2 formu bulumaktadir (Matés, Pérez-Gomez ve De Castro, 1999). Bu iki enzim

16



alt birimi sayisina, selenyumunun aktif merkezdeki baglanma 6zelligine ve katalitik

mekanizmalarina gore farklilik gdstermektedir.

Selenyuma bagimli peroksidaz olan glutatyon peroksidazin, dért 6zdes alt birimin
her biri, enzim aktivitesi i¢in gerekli olan tek bir selenosistein (Sec) kokii igerir
(Tappel, 1978). Molekiiler agirhigi 80 kDa olan GSH-Px, GSH'yi kullanarak
hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize ederek hiicrelerini oksidatif hasara karsi

korur.

Sitozolik ve mitokondriyal glutatyon peroksidaz (GPX1) glutatyon araciligiyla yag
asidi hidroperoksitleri ve H20.'i doniistime ugratir. GPX1 ile ekstraselliiler glutatyon
perokidaz GPX4 yani fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px)
enzimi ¢ogu dokularda bulunmaktadir. GPX4 hem sitozol hem de membran yapisinda
bulunmakta olup bobrek epitel hiicreleri ile testislerde yiiksek oranda eksprese edilir.
PLGSH-Px, peroksitlenmis membranlarda ve oksitlenmis lipoproteinlerde iiretilen
fosfolipid  hidroperoksitleri, yag asidi  hidroperoksitleri ve  kolesterol
hidroperoksitlerini dogrudan indirger (Imai ve diger., 1998).Sitozolik GPX2 ve hiicre
dis1 GPX3 sirasiyla gastrointestinal sistem ve bobrek hari¢ ¢ogu dokuda diisiik
miktarlarda tespit edilmistir. Yakin zamanda fare epididimisinde spesifik olarak
eksprese edilmis yeni bir iiye olan GPX5, selenyumdan bagimsizdir (de Haan ve
diger., 1998).

GPx enzimleri, peroksitleri indirgeme amaciyla selenoller (Se-OH) olusturarak
onlara iki elektron aktarmaktadir. Bu selenoenzimlerin antioksidan 6zellikleri, Fenton
reaksiyonu i¢in potansiyel yiizeyler olarak peroksitleri yok etmelerini saglar. GPx,
hiicrelerde yiiksek (mikromolar) konsantrasyonlardaki tripeptit glutatyon (GSH) ile
birlikte hareket eder. GPx'in katalitik reaksiyonu igin substrat, H>O> veya bir organik
peroksit olan ROOH'dir. GPx, GSH’yi oksitleyerek peroksiteri suya (ya da alkole)

ayristirir:

2GSH + H20,-GPx — GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH —GPx — GSSG + ROH + H,0 (1.18)
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Katalazin Km degeri GPx’e a kiyasla daha yiiksektir ve her iki enzim H2O»-¢e karsi
yarigmali tepkime gosterirler. Bu durumda GPx’in Km degerinin diisiik olmas1 yani
H202’¢e olan ilgisinin yiiksek olmasi dolayisiyla H202 *nin diisiik derisimlerinde dahi
tepkimeye girebilmesi hiicreyi oksidatif strese karsi koruma 6zelliginin gostergesidir
(Valko ve diger., 2006).

1.2.7.1.4 Glutatyon Rediiktaz. Prokaryot ve okaryotlarda bulunan bir flavo-protein
oksidorediiktazi olan glutatyon rediiktaz, askorbat-rediikte glutatyon dongiistiniin
potansiyel bir enzimi olup GSH'in hiicre igi rediikte durumunun korunmasini saglar
(Romero-Puertas ve diger., 2006). Agirlikli olarak kloroplasta lokalize olmakla
beraber kii¢lik miktarlarda mitokondri ve sitoplazmada da bulunur (Edwards ve diger.,
1990; Creissen ve diger., 1994). GSSG, glutatyon rediiktaz tarafindan GSH'ye geri

dondstiirtilebilen bir disiilflir kopriisii ile baglanan iki GSH'den olusur.

Glutatyon Rediiktaz, GSH havuzunu korumak i¢in GSSG'nin disiilfit baginin
NADPH'ye bagimli reaksiyonunu, GSH'in indirgenmesi ile katalize eder (Reddy ve
Raghavendra, 2006; Rao ve Reddy, 2008). Glutatyon rediiktaz; askorbat-GSH
dongiisii de dahil olmak iizere hiicrede olusmus GSSG’nin GSH’a doniisiimiini
katalizleyerek (Sekil 1.3) proteinlerin yapisindaki —SH gruplarinin korumasi ve ayrica
GST'ler igin de substrat olarak kullanilmasi gibi yollarla hiicre sistemini, oksidatif

strese kars1 savunmada 6nemli rol oynar (Reddy ve Raghavendra, 2006).

GR ve GSH, c¢esitli stres altindaki bitkilerin tolerans kapasitelerinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Rao ve Reddy, 2008). GR aktivitesi, C. annuum
(Leon ve diger., 2002), A. thaliana (Skorzynska-Polit, Dra ve Krupa., 2003), V. mungo
(Singh, 2008) T. aestivum (Khan ve diger., 2007) ve B. juncea (Mobin ve Khan,
2007)'da Cd varliginda artmis miktarlarda bulunmustur. Eyidogan ve Oz, (2007); tuz
stresinde C. arietinum L. cv. yaprak dokusunda artmis GR aktivitesi, Kukreja ve
digerleri (2005)de, tuz stresini takiben C. arietinum koklerinde artan GR aktivitesini

belirlemislerdir.
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Sekil 1.3 Serbest radikallerin olusumu ve GSH doniisiimleri

Srivastava ve diger. (2005) A. doliolum'da Cu?" stresi altinda GR aktivitesinde
diisiis, tuz stresi altinda ise aktivitede artis gozlemlemislerdir. Yiiksek 1s1k varligindaki
kuraklik kosullarinda, P. asperata Mast fidelerinin GR aktivitesi artmis, ancak diisiik
151k kosullarinda ise kuraklik kaynakli belirgin farkliliklar gézlenmemistir (Yang ve
diger., 2008).

Bashir ve diger. (2007) Fe-yeterli ve Fe-cksik kosullarda otsu bitkilerdeki GR'nin
ekspresyon modellerini ve enzim aktivitelerini, arpadaki kloroplastik GR (HVGR1) ve
sitozolik GR (HvGR?2) igin ¢cDNA klonlarini izole ederek incelemisler ve her iki
proteininde in vitro GR aktivitesi gostermekte birlikte, HvGR1 i¢in spesifik aktivitenin
HvGR2'den 3 kat yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

GR'nin oksidatif strese karsi olast mekanizmasini belirlemek amaciyla %30-70
daha az GR aktiviteli transgenik N. tabacum kullanilan bir ¢alismada; daha az GR
aktivitesi olan transgenik bitkiler, oksidatif strese karst daha fazla duyarlilik
gostermistir. GR'nin GSH rejenerasyonunda 6nemli bir rol oynadigi ve bdylece

askorbat-glutayon ¢evrimi havuzunu korur (Ding ve diger., 2009). GR'nin eksikligi,
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eritrosit membranlarinin H2O>'e duyarliliginin artmasina bagl hemoliz ile karakterize
olup, birgok hastaligin patogenezinde onemli rol oynayan oksidatif strese katkida

bulunur (Ulusu ve Tandogan, 2007).

1.2.7.1.5 Glutatyon S-Transferaz. Glutatyon S-transferazlar (GSTs), glutatyonun
konjligasyonunu  katalize ederek c¢esitli  elektrofilik bilesiklerle hiicresel
detoksifikasyonu etkileyen bir grup ¢dziinebilir proteindir. Insan dokularinda
glutatyon S-transferazin gesitli izozimlerinin varligi ispatlanmistir. GST'lar,
karsinojenler, terapétik ilaglar ve oksidatif stres liriinleri dahil olmak {izere genis
araliktaki bilesiklerin transformasyonuna glutatyon kullanarak katkida bulunan bir
enzim ailesidir. GST'ler, GST-M1 ila -M5 olarak adlandirilan bes farkli izoenzimden
olusan bes sinifa (a,u,m,6 ve 8) ayrilir. Kanser ve GST'larda mutasyonlar arasinda en
sik bildirilen baglantilar baskin olarak GST-M1 ile ilgilidir. Ayrica GST’ler
indirgeyici Ozellikleriyle membran bilesenlerini lipit peroksidasyona karsi korur.
Mikrozomal fraksiyondaki GST'lar da peroksidaz aktivitesiyle bu korumayi
saglamaktadir (Mannervik, 1985; Tan ve diger., 1988; Harris ve Stone, 1988). Bu
enzimler ayrica, endojen veya ekzojen orjinli substrati olmayan molekiillerin pek
¢ogunu, hiicre i¢i baglayict protein olarak katalitik olmayan yollarla kendine baglar
(Litwack ve diger., 1971; Ketley ve diger., 1975).

Insan eritrositlerinden saflastiriimis glutatyon S-transferaz (Marcus ve diger.,1978)
enziminin molekiil agirhigr 47500'diir ve iki alt birimden olugmaktadir. Eritrosit
transferazinin, temel karaciger transferazlar1 arasinda diisiik izoelektrik noktalar1 (pH
4,5), amino asit bilesimleri, immiinolojik belirleyicileri, molekiiler agirliklar ve

spesifiklikleri arasinda belirgin farklar bulunmaktadir.

1.2.7.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.2.7.2.1 Glutatyon. Baslica ¢ok fonksiyonlu ve hiicre i¢i enzimatik olmayan
antioksidanlardan glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptidtir.

Hiicrenin ana tiyol-disiilfit redoks tamponu oldugu diisiiniilmektedir. Glutatyon,

sitozol (1-11 mM), ¢ekirdek (3—15 mM) ve mitokondride (5-11 mM) bulunan baslica
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¢oziiniir antioksidandir (Masella ve diger., 2005). Indirgenmis formu glutatyoning.
(GSH) ve oksitlenmis formu glutatyonoxd.(GSSG) hiicre ¢ekirdegindeki GSH, DNA
onarimi ve ekspresyonu i¢in gerekli olan kritik protein siilfidrillerin redoks dengelerini
korur. Oksidatif ortamda, protein siilfidler (protein-SH) modifikasyona ugrarlar. Bu
stirecte iki elektronlu oksidasyon ile siilfiirik asitler (protein-SOH), tek elektronlu
oksidasyon ile de radikaller (protein-S%) meydana gelir. Bununla birlikte, protein
stlfidillerinin oksidasyonu, GSH tarafindan soniimlenemez ve oksidasyon devam
ederse, siilfinik (protein-SO2H) ve siilfonik (protein-SO3H) asitler gibi geri

dondiiriilemez oksidize formlar olusur (Ji ve diger., 1999).

Genel olarak, tiyol bilesiklerinin antioksidan kapasitesi, tek bir elektron kaybim
kolayca karsilayabilen kiikiirt atomuna bagli olup, bu sekilde tiretilen kiikiirt radikal
tirlerinin, yani bir tiyil radikalinin (GS") Omri, stres sirasinda olusan diger
radikallerden daha fazladir (Karoui ve diger., 1996). Glutatyonun, R radikali ile

reaksiyonu:

GSH + R’ — GS" + RH (1.19)

Olusan tiyil radikalleri, radikal olmayan, oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusturmak

i¢in dimerize olabilir:

GS’ + GS"— GSSG (1.20)

Oksitlenmis glutatyon (GSSG), hiicrelerin i¢inde birikir. GSH/GSSG orani, bir
organizmanin oksidatif stresinin 6l¢iisiinii belirler (Hwang ve diger., 1992). Ayrica gok
yiiksek oksitlenmis glutatyon GSSG derisimi oksidatif olarak bir¢ok enzime de zarar
verebilir. GSSG, protein-glutatyon-karigik distlfitler iiretmek igin protein siilfidril

gruplartyla reaksiyona girebilir:

GSSG + protein-SH « protein-SSG + GSH (1.21)
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Karigik disiilfitler (protein-SSG), muhtemelen protein katlanmasi nedeniyle
GSSG'den daha uzun bir yar1 0mre sahiptir. Glutatyon, oksidatif strese karsi etkisini

cesitli sekillerde gostermektedir (Masella ve diger., 2005):

1. Glutatyon, oksidatif strese karsi ¢esitli detoksifiye edici enzimlerin (glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon transferaz ve digerleri) kofaktoriidiir;

2. GSH, plazma membranindan amino asit taginmasina katilir;

3. GSH, hidroksil radikali ve singlet oksijeni dogrudan soniimler, glutatiyon
peroksidazin katalitik etkisi ile hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini detoksifiye
eder;

4. Glutatyon, en 6nemli antioksidanlardan vitamin C ve E’leri, aktif formlarina geri
dontistiirebilir ve vitamin E'nin tokoferol radikalini direk veya semidehidroaskorbatin

askorbata indirgenmesiyle dolayli olarak soniimleyebilir (Sekil 1.4).

Hiicrede, glutatyonun indirgenmis ve okside formlarinin oranlarindaki ve ayrica
total GSH diizeylerindeki degisiklikler, redoks dengelerinin saglanmasinda énemlidir
(Jones ve diger., 2000). Hiicresel GSH tiiketimi, vaskiiler endotelyal hiicrelerde hiicre
proliferasyonunun azalmasi ve fibroblastlarin artmis proliferasyonu ile iligkilidir.
PDGF (Platelet Kaynakl1 Biiyiime Faktorii) reseptoriiniin otofosforilasyonu, diisiik
hiicresel GSH seviyeleri tarafindan inhibe edilmektedir. GSH, niikleer faktér NF-kB
ve aktivator protein AP-1’de dahil olmak iizere ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu dilizenlemede rol oynar. Glutatyon redoks cifti ¢ekirdekte Sp-1

transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanmasini diizenlemektedir.

GSH’1in hiicreleri apoptozise koruyucu etkisi, hiicresel redoks durumunun
detoksifikasyon ve modiilasyonu ile redoks-duyarli hiicre-sinyal yolaklari ve pro- ve
anti-apoptotik sinyallerle etkilesimi igeren multifaktoriyel mekanizmalarindan

kaynaklanir (Masella ve diger., 2005).
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Sekil 1.4. Oksidatif stres yonetiminde glutatyon (GSH) ve diger antioksidanlarin (Vitamin E, Vitamin
C, lipoik asit) ¢esitli yolaklardaki redoks dengeleri; (1): siiperoksit anyon radikali, stiperoksit dismutaz
(SOD) ile hidrojen peroksite dismiite edilir. (2): Hidrojen peroksit, elektron vericisi olarak GSH
gerektiren glutatyon peroksidaz enzimi (GPx) tarafindan soniimlenir. (3): Oksitlenmis glutatyon
(GSSG), elektron vericisi olarak NADPH kullanan glutatyon rediiktaz enzimi (GR) tarafindan GSH'ye
geri dondiiriiliir. (4): Baz1 gecis metalleri (Fe?*, Cu* ve digerleri) hidrojen peroksidi reaktif hidroksil
radikaline (Fenton reaksiyonu) doniistiiriir. (5): Hidroksil radikali, coklu doymamus yag asidinden (LH)
bir elektron alarak karbon-merkezli bir lipit radikali (L") olusturur. (6): Lipit radikali (L"), molekiiler
oksijen ile bir lipit peroksil radikali (LOO") olusturur. (7): Lipid peroksit radikali (LOO) membran
icinde E vitamini (T-OH) tarafindan indirgenmesiyle bir lipit hidroperoksit ve Vitamin E radikali (T-
O") olugur. (8): Vitamin E'nin Vitamin C tarafindan rejenerasyonu: Vitamin E radikali (T-O") askorbik
asit ile askorbil radikali (Asc*) meydana getirmek suretiyle vitamin E’ye (T-OH)'e geri dondiriiliir.
(9): Vitamin E’nin GSH ile rejenerasyonu: Oksitlenmis Vitamin E (T-O) GSH ile indirgenir. (10):
Okside olmus glutatyon (GSSG) ve askorbil radikali (Asc™) sirasiyla, a-lipoik aside (ALA) doniisen
dihidrolipoik asit (DHLA) ile GSH ve askorbat monoanyonuna doniistiiriiliir. (11): NADPH
kullanilarak ALA'dan DHLA rejenerasyonu. (12): Lipid hidroperoksitler, giiclii oksidan olan 4-
hidroksinonenal gibi aldehitlere ayrilabilir. (13): 4-hidroksinonenale, glutatyon S-transferaz (GST) ile
glutatiyolin katilim1 ile detoksifikasyona katilir. (14): Lipid hidroperoksitler, GPx tarafindan elektron

vericisi olarak GSH kullanilarak alkol ve dioksijene indirgenir (Masella ve diger., 2005)
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GSH diizeyi apoptozise karst korunmada onemli bir faktér oldugundan, timor
tedavisinin kolaylastirilmas1 amaciyla antikanser ilaca bagli apoptozisin etkinligi i¢in
GSH'nin azaltilmas1 gerekmektedir. Kolon ve meme kanseri olan hastalarin kaninda
Olclilen GSH/GSSG oraninin kontrole gore dikkat ¢ekici miktarda azaldigi
bulunmustur (Pastore ve diger., 2003). Bu durum, kirmizi kan hiicrelerindeki ¢esitli
dokulardan GSSG'nin daha fazla salinmasina neden olan artan peroksit olusumu ile

acgiklanmaktadir.

1.2.7.2.2 Vitamin C. Vitamin C (askorbik asit) viicudun sulu ortamlarinda etki
gosteren 6nemli ve giiglii bir antioksidandir. Baslica antioksidan ortaklari Vitamin E
ve karotenoidler olup antioksidan enzimlerle birlikte etkin rol oynarlar. Vitamin C,
membran ve lipoproteinlerde Vitamin E ile birlikte, a-tokoferol radikallerinden

a-tokoferolii yeniden iiretirler (Kojo, 2004; Carr ve Frei, 1999).

Askorbik asit iyonize olabilen iki hidroksil grubuna sahip oldugundan bir di-asittir
(AscH2) (Sekil 1.5). Fizyolojik pH’da Vitamin C’nin % 99,9’u AscH™ olarak, ¢ok
kiiciik oranlarda da AscHz (% 0,05) ve Asc? (% 0,004) olarak bulunur. AscH™ donér
bir antioksidandir ve radikallerle reaksiyona girerek trikarbonil askorbat serbest

radikali (AscH") tiretir.

Sekil 1.5 Cesitli askorbik asit bigimleri ve radikallerle reaksiyonu (Kasparova ve diger., 2005)

AscH® ‘nin pK degeri -0.86 oldugundan dolay1 protonlanmis halde ancak Asc™
seklinde bulunur (Sekil 1.5). Bu nedenle, bircok ROS askorbat oksidasyonunun iiriinii,

diistik reaktif bir radikal olan semi-dehidroaskorbat radikal olup (Asc® ") bu radikalin
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seviyesi biyolojik sistemlerde ki oksidatif stres derecesinin 6l¢iisiidiir (Kasparova ve

diger., 2005; Cuzzocrea, Thiemermann ve Salvemini, 2004).

Vitamin C’nin membranlar1 oksidasyona karsi korudugu kabul edilmektedir
(Retsky ve diger., 1999). Linus Pauling tarafindan onerilen yiiksek dozda Vitamin C
alimi uzun yillar tartisilmistir (Cameron ve Pauling, 1976). Vitamin C’nin 2000
mg/giin degerlerinde metabolizmada okzalat olusumunu bilinmekle birlikte bu ve daha
yiksek derisimler i¢in faydalar1 ve Yyan etkilerine yonelik yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, yiiksek riskli popiilasyondaki diisiik Vitamin C
seviyelerinin prekanserdz lezyonlar olan gastrik metaplazi veya kronik gastrit riskini

arttirdi@ bildirilmistir (You ve diger., 2000).

Askorbat pro-oksidan etkisini, hasarli hiicrelerden metal iyonlarini salarak gosterir.
Buna ek olarak, Vitamin C, 4-okso-2-nonenal, 4,5-epoksi-2(E)-dekenal ve 4-hidroksi-
2-non-enal gibi DNA-reaktif cift islevli elektrofillere olan lipid hidroperoksit
ayrigimini indiikler (Lee, Oe ve Blair, 2001). Bilesik 4,5-epoksi-2(E)-dekenal, insan
DNA'sinda bulunan asir1  derecede mutajenik bir lezyon olan eteno-2p-
deoksiadenozinin bir dnciisiidiir. Yakin zamanda yapilan in vitro ve ex vivo ¢alismalar,
plazmadaki Vitamin C’nin, redoks-aktif demir veya bakir ile H202 varliginda dahi,
doza bagimli lipid peroksidasyon direncini arttirdigini ortaya koymustur (Suh, Zhu ve
Frei, 2003).

1.2.7.2.3 Vitamin E. Vitamin E sekiz farkli formda bulunan yagda ¢6ziinen bir
vitamindir. Insanlardaki Vitamin E’nin en aktif seklidir olan a-tokoferol, hiicre
tarafindan kullanilan membrana bagl gii¢lii bir biyolojik antioksidandir (Burton ve
Ingold, 1989). Temel antioksidan 6zelligi lipit peroksidasyonuna karsi korumadir
(Pryor, 2000). Son zamanlarda elde edilen kanitlar, a-tokoferol ile baslica sulu faz
antioksidani olarak kabul edilen askorbik asitin dongiisel bir siirecte birlikte calistigini
ortaya koymaktadir. a-tokoferol, antioksidan reaksiyon sirasinda bir lipit veya lipid
peroksil radikaline kararsiz bir hidrojen vererek bir a-tokoferol radikaline doniisiir. a-
tokoferol radikalide askorbik asit ile orijinal a-tokoferol formuna indirgenebilir (Kojo,
2004).
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Vitamin E takviyelerinin etkileri incelendiginde; 200 IU/glin gibi miktarlarda
aliminin gii¢lii bir hiicre donglisii inhibitorii olan p21wafi/cipl'i indiikleyerek kanser
hiicrelerinin tetiklenmis apoptozu ile koleraktal kanser insidansini azalttig1
gosterilmistir (White, Shannon ve Patterson, 1997). Genel olarak, Vitamin E’nin
koruyucu etkisi, serbest radikal olusumunun engellenmesi ve endoniikleazlarin

aktivasyonunun bir sonucudur.

Diger bir ¢alismada, 4 yillik bir siire boyunca kolorektal kanser adenomunu
onlemek i¢in Vitamin C ve betakaroten ile kombinasyon halinde verilen E Vitamini
i¢in olumsuz sonuglar bildirilmistir (Greenberg ve diger., 1994) Vitamin C, Vitamin
E’yi yenilediginden, alinan fazla Vitamin E'nin Vitamin C'nin oksidatif hasara kars1

koruyucu etkisini engelledigi tespit edilmistir (Dreher ve Junod, 1996).

Gilintimiizde 400 IU veya daha fazla alinan Vitamin E dozunun &liim riskini
artirabilecegini ortaya ¢ikaran bir arastirma (Miller ve diger., 2005) sonuglarina gore,
giinde 200 IU veya daha az bir doz ile alinan Vitamin E’nin 6liim riskinde artigsa neden

olmadigini, aksine yararlar1 oldugunu bildirmistir.

1.2.7.2.4 Karatoinidler. Karotenoidler (Car), bitkilerde ve mikroorganizmalarda
bulunan pigmentler olup, dogada 600'den fazla ¢esit karotenoid bulunmaktadir (Sekil
1.6). Karotenoidler ile yapilmis ¢esitli c¢alismalar, belirli kanser tiirlerini,
aterosklerozu, yasa bagl kas dejenerasyonunu ve gesitli hastaliklar1 6nleyebildigini
veya inhibe ettigini gOstermistir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, oncelikli
olarak, konjuge ¢ift bagli yapmin, eslesmemis elektronlar1 delokalize etme
yeteneginden kaynaklanmaktadir (Mortensen, Skibsted ve Truscott, 2001) Bu durum,
B-karotenin indirgeme olmaksizin singlet oksijeni fiziksel olarak soniimlesinin ve B—
karoten ile peroksil (ROQO"), hidroksil ("OH) ve siiperoksit (O2") radikali gibi serbest
radikaller arasindaki kimyasal reaktifligin baglica nedenidir. Karotenoidler, ytliksek

konsantrasyonlarda ise lipitleri peroksidatif hasara karsi koruyabilmektedir.
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Genellikle serbest radikallerin (ROO®, R") karotenoidler ile tepkimesi igin {i¢

mekanizma Onerilmistir:

- Radikal ekleme,
- Karotenoidten hidrojen ayirma,

- Elektron transfer reaksiyonu (EI-Agamey ve diger., 2004).

All-trans-PB-karoten

X

™ \\\\\\\\\

Likopen

Sekil 1.6 Karetonoid yapist

Karotenoidlerin antioksidanlardan pro-oksidanlara gegisini belirleyen temel

faktorler, dioksijen (pO2) ve karotenoid derisiminin kismi basinglaridir (Rice-Evans
ve diger., 1997). Daha yiiksek pO2'de karotenoid radikali olan Car’, (hidrojen ayirma

yoluyla iiretilen), bir karotenoid-peroksil radikali Car-OO", iiretmek i¢in dioksijen ile

reaksiyona girebilir (Kennedy ve Liebler, 1992):

Car’ + 02 — Car-00" (1.22)

Car-OO" pro-oksidan olarak hareket ederek doymamus lipitin (RH) oksidasyonunu

saglar:
Car-O0" + RH—Car-OOH + R’ (1.23)
Sonug olarak, karotenoidler (6zellikle de B-karoten), genellikle 150 Torr’un altinda
olan diisiik oksijenli kismi basinglarda antioksidan davranis gosterirlerken, yiiksek

oksijen basinglarinda antioksidan 6zellikleri kaybedebilmekte hatta pro-oksidan haline

dontisebilmektedir. Karotenoidlerin konsantrasyonun ayn1 zamanda anti/pro-oksidan

27



Ozelliklerini de Dbenzer sekilde etkilemesi nedeniyle yiiksek karotenoid

konsantrasyonlarinda pro-oksidan davranis egilimi goriilmektedir.

Karotenoidlerin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 iizerinde antiproliferatif etkisi vardir.
Likopen; meme, akciger ve prostat hiicre dizilerinde hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe
etmektedir. Likopenin ayrica transkripsiyon faktorlerini diizenledigi, likopen ile tedavi
edilen meme kanseri hiicrelerinde AP-1 baglanmasini inhibe ettigi ve insiilin benzeri
bliylime faktorii-I indiiksiyonunu azaltti§i ve bu durumun, memeli kanseri hiicresi

biiylimesi tizerindeki inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir (Karas ve diger., 2000).

1.2.7.2.5 Polifenoller. Antioksidan fitokimyasallar, bir veya daha fazla
hidroksillenmis aromatik ya da fenolik halkaya sahip antioksidan aktiviteli bilesikler
olup bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. (Haslam, 1993; Herrmann, 1995).
Antioksidan fitokimyasallar, yapisindaki fenolik halkalarin sayisina ve tiirine gore,
sadece bir fenolik halkaya sahip fenolik asitler gibi basit yapilardan iki ya da ikiden
fazla fenolik halkaya sahip polifenoller ve taninler gibi karmasik yapilara kadar
siniflandirilabilmektedirler. Ayn1 zamanda fenolik fitokimyasallar; sekerler, uzun
karbon zincirleri ve fitosteroller gibi farkli bilesenlerle modifiye olarak ¢esitli fenolik
tirevleri olustururlar. Cogu fitokimyasal, bitkinin renklerinden de sorumludur.
Ornegin, polifenol smifindan olan antosiyaninler, mor, siyah veya kirmzi renk
pigmentleridir. Ayrica fitokimyasallar, meyve ve sebzeler gibi yenilebilir bitkilerde
yogun, ac1 veya baharatimsi tatlar olugmasina katkida bulunurlar (Umar Lule ve Xia,
2005).

Bitki fenolleri, proteinlerle hidrojen baglar1 araciligiyla kompleks yapilar
olusturabilmektedir. izolasyon islemleri siirecinde bitki hiicresi membranlarinin
parcalanmasiyla bir araya gelen fenoller, proteinlerle hizla kompleksleserek
enzimlerin aktivitelerinin inhibisyonuna neden olabilirler. Ote yandan, fenollerin
kendileri enzimatik oksidasyona c¢ok duyarli oldugundan, tiim bitkilerde bulunan
‘fenolaz' enzimlerinin etkisiyle fenolik materyal izolasyon prosediirleri siirecinde
etkinliklerini kaybedilebilirler. Bitkilerin yapisindaki fenollerin, yiiksek sicakliklarda

alkoller ile ekstre edilmesiyle enzimatik oksidasyon onlenebilir.
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Fenolik bilesikler, genellikle sekerlerle kombine glikozidler olarak hiicre
boslugunda bulundugundan suda ¢oziiniir olma egilimindedirler. Bu olusan binlerce
yapidan, bilinen dogal fenolik bilesikler arasinda en biiyiikk grubu flavonoidler
olustururken basit monosiklik fenoller, fenilpropanoidler ve fenolik kinonlarin hepsi

onemli diizeylerde yaygin olarak bulunmaktadir.

Fenolik pigmentler renkli olduklarindan izolasyon ve saflastirma siirecinde
kolaylikla izlenebilirler. Fenolik bilesikler aromatik yapida olduklarindan spektrumun
UV bolgesinde yogun bir absorpsiyon gosterirler. Buna ek olarak; fenolik bilesiklerin,
alkali ortamdaki karakteristik spektrumlarinda bazi batokromik kaymalar gézlenir. Bu
nedenle, spektral yontemler fenollerin tanimlanmasi ve kantitatif analizi i¢in 6zellikle

Onemlidir.

Farkl1 bitkilerden izole edilmis polifenoller bir dizi kanser hiicre hattininda kanser
biiyiimesinin farkli evreleri gdz oOniinde bulundurularak incelenmistir. Ornegin;
cilekten izole edilmis kemferol, kersetin, antosiyanin, kumarik asit ve ellagik asit
iceren polifenollerin insan gégiis (MCF-7), agiz (KB, CAL-27), kolon (HT-29, HCT-
116) ve prostat (LNCaP, DU-145) kanser hiicre hatlarindaki inhibisyon etkisi
gosterilmistir (Zhang ve diger., 2008; Damianaki ve diger., 2000). Benzer sonuglar,
sarap ekstrelerinden izole edilmis polifenollerin (resveratrol, kersetin, katesin ve
epikatesin) yani sira yesil ¢ay polifenolleri (epigallokatesin, epikatesin) ile yapilan
calismalarda da bildirilmistir (Weisburg ve diger., 2004). Ek olarak, Manthey ve diger.
(2001) turunggil flavonoidlerinin HL-60 16semi hiicrelerinin biiylimesini inhibe

ettigini bildirmistir.

Flavonoid. Flavonoidler, 3-karbon kopriisii ile birbirine bagl 2 aromatik halkadan
olusan 15 karbonlu polifenolik bilesiklerdir (Sekil 1.7). Yapraklarin epidermisleri ile
meyvelerin kabuklarinda yiiksek derisimlerde bulunan flavonoidler sekonder
metabolit olarak 6nemli ve c¢esitli rollere sahiptirler. Flavonoidler, bitkilerde UV
korumasi, pigmentasyon, azot fiksleme nodiillerinin uyarilmasi ve hastalik direnci gibi

cesitli stireclerde yer alirlar (Koes ve diger., 1994; Pierpoint, 2000). Flavonoidlerin

29



ana alt smiflar1; flavonlar, flavonollar, flavan-3-oller, izoflavonlar, flavanonlar ve

antosiyanidinlerin genel formiilleri (Sekil 1.7)’de goriilmektedir.
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Sekil 1.7 Flavanoid alt siniflar1

Sekil 1.8’den goriildiigii gibi besinlerdeki miktar olarak az bulunan diger flavanoid
gruplari, dihidroflavonoller, flavan-3,4-dioller, kumarinler, kalkonlar,

dihidrokalkonlar ve auronlardir.
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Sekil 1.8 Flavanoidlerin kantitatif olarak az olan alt siniflar1
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Temel flavonoid iskeleti sayisiz bilesene sahip olabilir. Hidroksil gruplari
genellikle 4', 5" ve 7' konumlarinda bulunur. Flavonoidler dogal olarak, sekerlerle
glikozid formunda bulunurlar. Bu yapi, flavonoidlerin suda ¢oziiniirliigiinii arttirirken,
metil gruplar1 ve izopentil birimleri gibi diger bilesenler ise flavonoidlere lipofilik

karakter kazandirir.

Flavonoidler, otcullara karsi koruyucu maddeler igermekle birlikte bunlarin birgogu
fitoaleksinlerdir. Bunlarin bir 6rnegi, tropik bir bitkinin yapraklarinda biriken solunum
zincirinin bir inhibitorii olan zehirli izoflavon dimeri rotenondur. Giiney Amerika'daki

yerliler, bu bitkilerin yapraklarini suyun i¢ine daldirarak baliklari dldiiriirler.

Flavonlar ve flavonoller en fazla emilimine UV bdlgesinde sahiptir. Koruyucu
pigmentler olarak, bitkileri UV 1s18in zararli etkisinden korurlar. Yapraklarin UV
1s181na maruz kalmasi flavonoid biyosentezinde 6nemli artiglara neden olur. Kalkon
sentazdaki veya kalkon izomerazdaki bir kusur nedeniyle, flavonlari sentezleyemeyen
Arabidopsis thaliana mutantlar1 UV 1s1ginin zararl etkilerine son derece duyarlidir.
Baz1 bitkilerde, sinapik asidin yagl asit esterleri ayrica UV 1s18mma karst koruyucu

pigmentler gibi davranmaktadir.

Birgok flavonoid radikal soniimleyici Ozellikleriyle, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) lipid peroksidasyonunu onlerler. Besin maddelerinin bilesenleri olarak,
bunlarin kardiyovaskiiler hastaliklara ve kansere karsi koruyucu maddeler oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, flavonoid iceren Yyesil ¢ay, soya sosu ve kirmizi sarap

gibi besinler saglik i¢in faydalidir.

Bununla birlikte flavonoidler ve diger fenolik maddeler, bagirsaklarda lokal olarak
anti-kanserojen etki gosterebilirler. Burada intraluminal antioksidan islevinin disinda,
Faz 11 ksenobiyotik metabolizma enzimlerini indiikleyebilir, arasidonik asit kaskadin
(Shahidi ve diger., 1995) inhibe ederek biyolojik olarak aktif prostaglandinlerin
tiretimini bastirabilir ve ayrica hiicre i¢i protein kinazlar1 inhibe ederek mitozu inhibe
edebilirler (Prasad, 1997).
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Flavonol. Flavonoidlerin en yaygin olan flavonoller, yosun ve mantar disinda
hemen hemen tiim bitkilerde bulunur. Mirisetin, kersetin, izoramnetin ve kemferol gibi
flavonoller (Sekil 1.9) yaygin olarak O-glikozid formunda bulunurlar. Konjugasyon
en sik C-halkasinin 3 konumundan gergeklesirken, karbon halkasinin; 5, 7, 4', 3' ve
5' pozisyonlarindan da gergeklesebilir. Aglikonlarin sayist sinirli olmakla birlikte,
sadece kemferolin 200'den fazla farkli seker konjugesi olan g¢esitli flavonol

konjiigatlar1 bulunmaktadir (Strack ve Wray, 1992).
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Sekil 1.9 Flavonol alt siniflari

Siklikla tiiketilen meyve, sebze ve igeceklerde bulunan flavonol diizeylerine
yonelik yapilmis pek ¢cok arastirma mevcuttur (Hertog ve diger., 1992, 1993). Flavonol
diizeyleri, mevsimsel Ve tiirlere bagl olarak oldukga biiyiik farkliliklar gostermektedir
(Crozier ve diger., 1997).

Kersetin, flavonol smifina ait iyi bilinen ve yiikksek miktarda bulunan
biyoflavonoidlerden biri olup, son 30 yildir arastirmacilar tarafindan kapsamli olarak
incelenmistir (Han ve diger., 2012; Chirumbolo ve diger., 2010; Saragusti ve diger.,
2010; Zheng ve diger., 2010). In vitro arastirmalar ile bazi dn hayvan ve insan
calismalari kersetinin, Faz I klinik antikanser ila¢ 6zelligiyle tiimdr biiylimesini inhibe
ettigini gostermektedir (Han ve diger., 2012; Sun ve diger., 2010; Tan ve diger., 2003).
Kersetinin, Hanahan ve Weinberg'in tanimladigi kanserin neredeyse tiim ayirici

ozelliklerini modiile ettigi belirlenmistir (Spagnuolo ve diger., 2012).
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Bir pleiotropik molekiil olarak, antioksidatif ve antiproliferatif etki, hiicre
dongiisiiniin durmasi, apoptozun indiiklenmesi ve hiicre invazyonu ile anjiyogenezinin
inhibisyonu gibi ¢esitli yolaklar iizerinden kimyasal 6nleyici ve antikanser etkileri
bulunmaktadir (Linsalata ve diger., 2010; Tan ve diger., 2003; Borska ve diger., 2012;
Chan ve diger., 2013; Khonkarn ve diger., 2011). Kersetinin, antikanser etkilerini
sagladig1 mekanizmalar hala tam olarak bilinmemekte ve daha yogun arastirmalara

konu olmaya devam etmektedir (Borska ve diger., 2012).

Kersetin; elma, narenciye, kirmizi {iziim, Italyan lahana, brokoli ve domates gibi
pek cok meyve ve sebze ile kapari, papagan, maydanoz, zeytinyagi, kirmizi sarap,
kakao ve birkag cilek (0rnegin kizilcik, yaban mersini, ela, karanlik kiraz, ¢ilek)
tirtinde bulunur (Suh ve diger., 2010; Zandi ve diger., 2011; Zhang ve diger., 2012;
Angst ve diger., 2013; Elattar ve Virji, 2010; Veeriah ve diger., 2007; Rodgers ve
Grant, 1998).

Kersetinin faz II metabolizmasi i¢in en 6nemli hedefi 3'-hidroksil grubu olup bu
hidroksil grubunun kersetinin katekol kismi ile konjiigasyonunun, aglikonlara kiyasla
kersetinin biyolojik aktivitesini zayiflattigi disiiniilmektedir (Van der Woude ve
diger., 2004).

Kersetinden metabolik olarak tiiretilmis izoramnetinin birincil kaynagini farklh
meyve Ve sebzeler olusturmaktadir (Vasanthi, Mukherjee ve Dou 2009). llging olan,
izoramnetinin  biyoyararlamiminin,  kersetininkinden daha yliksek oldugu
diisiiniilmektedir. Bunun nedeni metillenmis flavonoidlerin emilim ve metabolik
kararliliginin, metillestirilmemis ana molekiillerle kiyasla 6nemli Slglide yiiksek

olmasidir (Wen ve Walle, 2006; Walle, 2007).

Luo ve diger. (2009) yaptiklar1 ¢caligmalarinda kemferoliin inhibisyon etkisi % 91
ile yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 % 94 ile A2780/CP70 de sirasiyla 20 ve 40 uM

derisimlerinde etkin oldugu bulunmustur.
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Yapilmis ¢alismalar mirisetin'in akciger, 6zofagus, l6semi ve prostat kanseri
hiicreleri lizerinde antiproliferatif bir etki yaptigini gostermistir (Lu ve diger., 2006;
Zhang ve diger., 2008; Nadova ve diger., 2007; De Leo ve diger., 2006). JB6 P+ fare
epidermal hiicrelerindeki raporlar, mirisetinin NF-xB'nin aktivasyonunu bloke etmek
suretiyle COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek kimyasallarin zararl etkilerini 6nleyici

ozellige sahip oldugu belirlenmistir (Lee ve diger., 2007).

Ayrica mirisetinin, kolorektal karsinoma hiicrelerinde MMP-2 protein ekspresyonu
ve enzim aktivitesi lizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Ko ve
diger., 2005). Bu etkiyi kanser hiicrelerini apoptozise tesvik ederek olusturmasina
ragmen mirisetinin, migrasyon ve invasyon i¢in kesin etkileri ile ilgili molekiiler

mekanizmalar1 halen tam aydinlatilamamustir.

Flavon. Flavonlarin flavonoller ile ¢ok yakin bir yapisal iliskisi vardir. Flavonlar 2-
fenilkromen-4-on (2-fenil-1-benzopiran-4-on) omurgasma sahiptir. Luteolin ve
apigenin gibi ¢ogu flavon, A ve C halka siibstitiisyonlarina sahip olmalarina ragmen,

C3 konumunda bir oksijenasyona sahip degildirler (Sekil 1.10).

Flavonlar ile hidroksilasyon, metilasyon, O- ve C-alkilasyon ve glikosilasyon gibi
cesitli siibstitiisyon formlari miimkiindiir. Cogu flavon 7-O-glikozid formunda
bulunur. Flavonollerden farkli olarak, flavonlarin dagilimi siirhidir. Kayda deger
miktarda sadece kereviz, maydanoz ve bazi sifali otlarda bulunurken, nobiletin ve
tangeretin gibi polimetoksillenmis flavonlar ise turunggillerde bulunmaktadir. (Gaitan

ve diger., 1989).

Katekol grubunun varligi peroksil, siiperoksit ve peroksinitrit radikallerine karsi
soniimleme aktivitesinin arttirilmasi ile iliskilidir. (Heim,Tagliafemo ve Bobilya,
2002; Cao ve diger., 1997). Leopoldini ve digerleri, (2004) flavonoidlerdeki bu
dihidroksi islevselliginin hidrojen atomunun verilmesinde aktif olarak rol oynadigini,
Rice-Evans ve digerleri de, (1996) luteolin i¢in bu islevseligin antioksidan aktiviteye,
apigenin ve krisine kiyasla yaklasik % 25 oraninda katkida bulundugu sonucuna

varmiglardir.
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Sekil 1.10 Flavon alt siniflari

Dogal veya sentetik olan luteolin tiirevleri, ¢esitli norolojik rahatsizliklarin
onlenmesi ve / veya tedavisinde potansiyel ajanlar olarak da kullanilmaktadir. Ornegin
bir Parkinson hastalig1 modelinde, sinarozid'in (luteolin-7-O-B-p-glikopiranosid) ROS
ile ilgili idrtinleri verimli bir sekilde soniimledigi, GSH diizeyini arttirdig1 ayrica
hiicreleri, oksidatif stresden koruyarak proaptotik kaspaz-3 ve kaspaz-8'in
aktivitelerini azalttig: belirlenmistir (Lin ve diger., 2012). Bu flavonun ayn1 hiicresel
modeldeki noroprotektif aktivitesi de yakin zamanda teyit edilmistir (Ho ve diger.,
2013).

Apigenin ve luteolin gibi cesitli diyet flavonlari, antitimor 6zelliklere sahiptir
(Singh ve diger., 2014). Luteolin, Akt ve NF-xB inhibisyonu yoluyla apoptozu
indiikler ve hiicre proliferasyonunu, metastazi ve anjiyogenezi engelleyerek (Lin ve
diger., 2008) hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durmasina neden olur (Wu ve diger.,
2008). Apigeninin, transkripsiyon faktorii 3'in aktive edilmesi (Li ve diger., 2009),
Akt'in (protein kinaz B) engellenmesi (Lee ve diger., 2008) ve Aktin diizenlenmesinin

bozulmasiyla (Franzen ve diger., 2009) tiimorojenezini inhibe ettigi bilinmektedir.

Hipokampal hiicrelerde, apigenin (5-60 pM) ndroprotektif potansiyeli, kainik aside
bagli eksitotoksisitenin doza bagimli inhibisyonuyla hiicre i¢i ROS iiretiminin azalip,

GSH diizeyinin artmasiyla ortaya ¢ikar (Han ve diger., 2012).
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Turunggil kabuklarindan izole edilen O-metile flavon nobiletinin, PC12
hiicrelerinde H20» kaynakli oksidatif strese karsi koruma gostermistir (Lu ve diger.,
2010). Bu hiicrelerin 3-25 puM'de nobiletine maruz kalmasi, SOD ve GSH
aktivitelerinde doza bagimli bir artisa, MDA diizeyleri ile lipid peroksidasyonunda
azalmaya, mitokondriyal membran potansiyelinin diizenlenmesi ile birlikte caspase-3
aktivitesinin inhibisyonuna yol agar (Lu ve diger., 2010). Ayrica, bu flavon (10 - 50
mg/kg) yaslanmasi hizlandirilmis farelerin (SAMPS8) tedavisinde GSH/GSSG oranini
diizenleyip, GSHPx ve SOD etkinliklerinin arttirilmasi ve fare beyninin
hipokampusundaki tau proteininin fosforilasyonunu azaltarak Alzheimer hastaliginin
tipik semptomlart olan 6grenme ve hafiza bozukluklarinin onarilmasina imkan saglar

(Nakajima ve diger., 2013).

Eupatorin, Tanacetum vulgare (Schinella ve diger., 1998), Lantana montevidensis
(Nagao ve diger., 2002) ve Orthosiphon stamineus (Tezuka ve diger., 2000) gibi gesitli
bitkilerden izole edilebilen dogal bir flavondur. Eupatorinin gogiis kanseri
hiicrelerinde  antiproliferatif —aktivitesini, sitokrom P450 CYP1 enzimlerini
(Androutsopoulos ve diger., 2008) eksprese ederek ve gesitli kanser hiicrelerinde
kaspaz aktivasyonuyla (Doleckova ve diger., 2012; Estevez ve diger., 2014)

gostermektedir.

Flavan-3-ol. Flavan-3-ol’ler en komplex flavonoid alt sinifi olup, basit monomerler
olan (+)-katesin ve izomeri (-)-epikatesinden, yogunlastirilmis tanenler olarak da
bilinen oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere (Sekil 1.11) kadar degiskenlik
gostermektedir. Diizlemsel molekiiller olan flavon, flavonol, antosiyanidinler ve
izoflavonlarin aksine; flavan-3-ol, proantosiyanidin ve flavanonlar, heterosiklik C-

halkasinda doymus bir C3 elementine sahip olduklarindan diizlemsel degildirler.

Flavan-3-ol'lerin C2 ve C3'teki iki kiral merkezi, basta nadir olarak bulunan (-)-
katesin ve (+)-epikatesin ile yaygin olarak bulunan (+)-katesin ve (-)-epikatesin olmak
tizere, her B-halkasi hidroksilasyon seviyesi i¢in dort izomer olusturur (Clifford,

1986).
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Flavanonlarin sadece C2 kiral merkezleri varken, oligomerik ve polimerik
proantosiyanidinler C4'de ek bir kiral merkeze sahiptir. Enantiyomer ciftleri, yaygin
olarak kullanilan ters fazli HPLC kolonlarinda ¢oziilmediginden kolaylikla goz ardi
edilebilmektedir. Gorsellestirilmesi zor olmakla birlikte kiralitedeki bu farkliliklar,
(epi)gallokatesin galatlari molekiillerin 3-D yapis1 tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Bunlarin redoks ozelliklerine ya da radikalleri soniimleme kabiliyetilerine ¢ok az
katkis1 olsa da, baglanma 6zellikleri {izerinde daha belirgin bir etkiye sahip olmasi

beklenmektedir (Unno ve diger., 2000).

Bitkilerde en bol bulunan proantosiyanidin tiirii, sadece (epi)katesin birimlerinden
olugsmus proantosiyanidinler olan prosiyanidinlerdir. Kirmiz1 saraplar, esas olarak
siyah iiziim cekirdeklerinden kaynakli oligomerik prosiyanidin ve prodelfinidinleri
icerirken (Auger ve diger., 2004), kavrulmus kakao ¢ekirdeklerinden elde edilen koyu
renkli ¢ikolata (Theobroma cacao) zengin prosiyanidin kaynagidir (Gu ve diger.,
2004). Yesil c¢ay (Camellia sinensis), esas olarak (-)-epigallokatesin, (-)-
epigallokatesin galat ve (-)-epikatesin galat gibi yiiksek seviyelerde flavan-3-ol
icermektedir (Sekil 1.11). Cay yapraklarinin fermantasyonu siirecinde katesin seviyesi

diismektedir (Del Rio ve diger., 2004).

Flavan-3-ol’iin demir ve diger 6nemli mineralleri selatlama kabiliyeti, bakterilerde
oldugu gibi ciddi esansiyel mineral yoksunlugu yaratarak invaziv
mikroorganizmalarin gelisimini sinirlar. Ayrica bitki yapisindaki (-)-epikatesin fungal

saldirilara kars1 direng saglayabilmektedir.
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Sekil 1.11 Bazi flavan-3-ol yapilar

Baz1 bitki tiirleri, komsu bitki tiirlerinin ¢ogalmasini 6nleme amaciyla (-)-katesin
gibi flavan-3-ol’lerden yararlanir. (-)-Katesin, komsu bitki kok hiicrelerinin 6liimiine
neden olan reaktif oksijen iretimiyle kalsiyum sinyal kaskadlarini tetikleyerek
apoptozise neden olur (Ahmad ve diger., 2000; Bais ve diger., 2003). Egreltiotu
(Athyrium yokoscense) ile yapilan arastirmalarda; flavan-3-ol’lerin varliginin, bitkinin
yiiksek kursun seviyelerini tolere etme kabiliyeti ile iligkili oldugu belirlenmistir

(Kamachi ve diger., 2005).
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Coklu arastirmalarla teyit edildigi gibi flavan-3-0l’ler, cogu diger flavonoidler gibi
plazmada agirlikli olarak konjuge formlarinda bulunur (Macanh ve Donovan, 2004).
Karaciger, bobrek, beyin, gastrointestinal sistem, plazma, idrar ve sigcanlara ait
diskilardaki flavan-3-ol derisimleri tizerine yapilan arastirmalar esas flavan-3-ol ve
prosiyanidinlerin  gastrointestinal ~ sistemde ve siilfatlanmis metabolitlerde
bulunabilecegini gdstermektedir. Idrarda prosiyanidin dimerleri (B-1, B-2, B-3 ve B-
4) ve trimerleri (C-2) tespit edilebildiginden plazma, karaciger ve bobreklerde yalnizca
katesin glukuronidleri ve metile edilmis glukuronid metabolitlerinin varlig
distiniilmektedir.  Flavan-3-oller, serbest radikallerin soniimlenmesi, gegis
metallerinin gelatlanmasi ile enzimlerin inhibisyonu gibi c¢esitli mekanizmalarla

antioksidan davranislar gostermektedir (Cos ve diger., 2004).
Flavan-3-ol’ler elektronik konfigiirasyonu nedeniyle, elektronlarini kolaylikla
birakarak serbest radikal formuna doniistirler (Sekil 1.12). Radikal formundaki flavan-

3-ol’ler (F’) radikal oksijen tiirleriyle reaksiyona girerek soniimlemeyi

gerceklestirirler.
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Sekil 1.12 Fenolik oksidasyon ve radikal formasyonu



Flavan-3-ol ve onlarin mikrobiyal fenolik asit metabolitlerinden tiiretilmis
radikaller, baslangigtaki radikalik formuna kiyasla kararli ve daha az zararli olmasi
nedeniyle vitamin C ve E’den daha iyi antioksidan oldugu belirtilmektedir (Havsteen,
2002; Kitao ve diger., 2006).

Flavan-3-ollerin oksidasyonu, agirlikli olarak niikleofilik katilma sonucunda
oligomerik bilesikler tiretmek tizere semikinon radikalleri {iretmektedir. Bu nedenle
flavan-3-oller antioksidan kapasiteleri agisindan flavonollerden istiindiir (Bors,

Michel ve Stettmaier, 2000).

Fenton reaksiyonunda demir, hidroksil radikalleri tiretimini katalize eder. Flavan-
3-ol'lerin iki degerlikli gecis metallerini selatlama kabiliyeti, bu katyonlarin derisimini
ve dolayisiyla oksidatif aktivite giictinli azaltir (Beecher, 2004; Janisch ve diger.,
2006).

Flavan-3-ol hidroksilasyon modelleri ve polimerizasyon derecesinin aliiminyum
selatlama kapasitesine etkisini igeren bir aragtirmanin sonuclarina gore, ozellikle B
halkasinin o-dihidroksilfenil gruplari ile hidroksil gruplarinin, metal selasyonu i¢in
gerekli  oldugunu, polimerizasyon derecesinin arttiritlmasiyla  tanen-metal
komplekslerinin daha yiiksek kararliliga sahip oldugu belirlenmistir (Yoneda ve
Nakatsubo, 1998).

Flavan-3-ol monomerleri ve proantosiyanidinler, plazma kolesterol diizeylerini
diistirerek kan piht1 olusumuna katkida bulunan platelet yapigsmasini ve toplanmasini
onler, LDL oksidasyonunu inhibe, endotel nitrik oksit sentazini ise aktive eder

(Havsteen, 2002; Bagchi ve diger., 2003; Wiswedel ve diger., 2004).
Flavan-3-oller ayrica, enzim modifikasyonu ve hiicre sinyal yolaklarimin

modiilasyonu yoluyla oksidatif stresi baskilar. Bu durum, flavan-3-ol yapisi ile iliskili

protein reaktivitesine biiyiik 6l¢tide bagimlidir (Ottaviani ve diger., 2006).
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Flavan-3-ol’lerin giiglii antioksidan ve serbest radikal soniimleme Ozellikleri
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde onlar1 ideal aday haline getirmektedir. 2003
yilindan bu yana yaymlanan bazi ¢alismalar, yapi-kardiyoprotektif fonksiyon
iliskilerini gostermektedir (Cos ve diger., 2004).

Steinberg ve digerleri (2002) c¢alismalarinda; kakao tiirevi flavan-3-ol ve
oligomerik prosiyanidinlerin artan zincir uzunlugunun LDL oksidatif duyarliligim
azalttigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, monomerlerin esdeger derisimlerinin,
LDL'yi esit derecede inhibe etmis olmasi, prosiyanidinlerin biyolojik substrat
tizerindeki antioksidan giiciiniin, yalnizca zincir uzunlugundan degil, halka yapisina

ve katekol gruplariin sayisina bagl oldugunu diistindiirmektedir.

Mevcut meme kanseri arastirmalarinda potansiyel tedavi olarak aromataz ve
Ostrojen reseptorleri hedeflemektedir. Kanitlar, flavan-3-0l’lerin aromataz inhibitorleri
olarak islev gordiginii ileri siirmektedir (Lave ve Hudis, 2002). Aromataz
inhibitorleri, in vivo Ostrojen seviyelerini azaltarak tiimor biiylimesini engeller.
Amerika Birlesik Devletleri'nde kullanilan birkag¢ se¢ici aromataz inhibitori, in vivo

Ostrojen seviyelerini %10'a varan oranlarda azaltmaktadir (Kijima ve diger., 2006).

Kanser gelisiminin kimyasal bilesenlerle dnlenmesi ile ilgili (-)-epigallokatesin
gallat’in (EGCGQG) baglica faaliyetleri; bir¢ok protein kinaz aktivitesinin inhibisyonu,
aktive protein-1 (AP-1) ve NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunun
bloke edilmesi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, apoptozun indiiklenmesi, hiicre
dongiisii diizenlemesinin modiilasyonu, reseptdr baglanmasinin engellenmesiyle

invazivlik ve anjiyojenezin baskilanmasidir (Yang ve diger., 2002).

Baz1 ¢alismalarda (-)-epikatesin gallat’in (EKG), EGCG'den daha az sitotoksik
(Tan ve diger., 2000; Valcic ve diger., 1996; Yang ve diger., 1998) iken bagka
calismalarda benzer sitotoksiteler gostermiglerdir (Chen ve diger., 2000; Elattar ve
Virji, 2000). Ayrica EKG’nin, EGCG'ye gore daha fazla sitotoksik oldugu ¢aligmalar
da mevcuttur (Chen ve diger., 2002; Lyn-Cook ve diger., 1999; Okabe ve diger., 1997).
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Insan kanseri hiicreleriyle yapilan calismalarda EKG’nin EGCG gibi,
kromozomlarin telomerini korumakla sorumlu ters transkriptaz olan telomerazi inhibe
ettigi (Naasani ve diger., 1998), hiicre dongiisiinde G1 arrestini indiikledigi (Tan ve
diger., 2000), hiicre transformasyonu (Sachinidis ve diger., 2000) ile invazyonunu
(Maeda-Yamamoto ve diger., 1999) ve arttirilmis antioksidan yanit elementi (ARE)

aracili gen ekspresyonunu (Chen ve diger., 2000) inhibe ettigi belirlenmistir.

Ortak baz1 kimyasal 6zelliklere sahip olan EKG ve EGCG’nin her ikisi de WIL2-
NS hiicrelerindeki tert-biitilhidroperoksit ve hidrojen peroksit (H202) kaynakli
(Sugisawa ve diger., 2004) kromozomal hasar1 6nleyebilecek diizeyde giiglii radikal
soniimleme faaliyetleri sergilemistir (Kinjo ve ark, 2002; Nakagawa ve Yokozawa,
2002).

Flavanon. Flavanonlar, C2'de kiral merkeze sahip iken, A?? cift baga sahip
degildirler (Sekil 1.13). Dogal olarak olusan flavanonlarin ¢ogunda, C-halkasi, C2'deki
B halkasia a-konfigiirasyonunda baglanir. Flavanonlarin yapisi son derece reaktiftir
ve hidroksilasyon, glikozilasyon ve o-metilasyon reaksiyonlarina maruz kalirlar.
Flavanonlar, 6zellikle turuncggillerde yiliksek derisimlerde bulunur. En yaygin flavanon

glikozid, narenciye kabugunda bulunan hesperetin-7-O-rutinozit (hesperidin)'dir.
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Sekil 1.13 Cesitli flavanon yapilari
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Flavanon rutinozidler tatsizdir. Aksine, greyfurttan (Citrus aurantium) hespersetin-
7-O-neohesperidozit (neohesperidin) ve greyfurt kabugudan (Citrus paradisi)
naringenin-7-O-neohesperidozit (naringin) gibi flavanon neohesperidozit konjugatlari,
yogun aci1 bir tada sahiptir. Ornegin neohesperidin dihidrokalkon, alkolsiiz biralarda

kullanilan bir tatlandiricidir.

Flavanonlarin antioksidan aktivitesi fenolik OH™ gruplarinin sayisina ve 3 boyutlu
yonelisine baghdir (Cai ve diger., 2006; Sadeghipour ve diger., 2005). 9 farkli
flavanonun (naringin, neohesperidin, neoeriocitrin, hesperidin, narirutin, naringenin,
hesperetin, eriodictyol ve izosakuratronin) antioksidan Ozelliklerine iligskin
karsilastirmali bir ¢alisma, karotenoid (krosin) agartma testi ile yapilmistir. Bu
caligmaya gore katekol varhigimin (B halkasinda 3',4'-dihidroksi varligi) ve
o-metilasyonunun, aglikonlarin antioksidan aktivitesi iizerinde kayda deger bir
etkisinin olmadig1 bulunmustur. Buna karsilik, katekoliin 0-metilasyonu zit bir etkiye
sahip iken, bir katekole sahip olan glikozitlerin antioksidan aktivitelerinde artis
gozlenmistir (Di Majo ve diger., 2005). O-glikozilasyon genellikle antioksidan
aktiviteyi azaltir, bu da glikozidik bagda yer alan OH™ grubunun radikal soniimleme
tepkimesine katildigim1 gosterir (Van Acker ve diger., 1996). Antioksidan aktivitesi
iizerinde farkli glikozil gruplarmm az da olsa etkisi olabilmektedir. Ornegin,
hesperetinin C7-OH grubu {izerinden neohesperidoz tarafindan glikozilasyonu
antioksidan aktiviteyi etkilerken, rutinoz ile glikosilasyonun bir etkisi bulunmamistir
(Di Majo ve diger., 2005).

Bir hidroksil grubu iizerinden siibstitiisyon, tipik olarak antioksidan aktiviteyi
azaltirken, bir hidroksil grubunun eklenmesi antioksidan aktiviteyi fazlasiyla
artirabilir.  Ornegin, 3',5'-dihidroksinaringin (pirogallol B-halkasi) antioksidan

aktivitesi, naringenin i¢in yaklasik 70 kat daha fazladir (Ye ve diger., 2009).

Flavanonlar hidrofilik bir ortamda daha yiiksek antioksidan aktivitesi gosterirler.
Lipofilik bir ortamda bazi flavanonlarin (neohesperidin, hesperetin, izosakuranatin)
antioksidan potansiyelinde azalma goriiliirken, diger flavanonlar (naringin, narirutin,

naringenin, neoeriocitrin, eriodictyol) pro-oksidan durumundadir (Finotti ve Di Majo,
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2003). Genel olarak, katekol grubundan yoksun olan flavanonlar zayif antioksidanlar
olmasit sebebiyle saglik etkileriyle ilgili 6nemli mekanizmalar, antioksidan

aktiviteleriyle ilgili degildir.

Hesperidin’in (hesperetin 7-rutinoside), enflamasyona yanitinda hiicresel sinyal
iletimi ve aktivasyonundan sorumlu olan kinazlar1 ve fosfodiesterazlari inhibe ettigi
belirlenmistir (Manthey ve diger., 2001). Hesperidinin siganlarda karajenan ile
indiiklenen akciger zar1 iltihabi tizerindeki inhibitor etkisi arastirilmistir. Sonuglar,
eksiidalarin hacminde ve lokositlerin sayisinda sirasiyla % 48 ve % 34 oraninda
azaldigini, bunun da hesperidinin zayif antiinflamatuar etkisinden kaynaklandigini
gostermektedir. Ayrica, bu arastirma grubu, hesperidin'in siganlarda maya kaynakli
hipertermiyi azaltabildigini gostermistir (Emim ve diger., 1994). Baska bir ¢calismada
hesperidin, lipopolisakkarid (LPS) ile indiiklenmis siklooksijenaz-2’nin asir1
ekspresyonu, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), prostaglandin E2 ve nitrik
oksidin (NO) asir1 iiretimi (Sakata ve diger., 2003) iizerinde inhibitor etki gostermistir.

Flavanonlar UV 15181m1 soniimleme kapasiteleri ile DNA hasarin1 engelleyebilir.
UV 1sinlanmis bir plasmidik DNA modelinin sonuglari, DNA’ya UV ile indiiklenen
hasara karsi naringeninin 6nemli koruyucu etkisini gostermistir (Kootstra, 1994).
Flavanonlarin orta diizeyli antioksidan kapasitesi de DNA’nin, yakin bdolgesinde
tiretilen serbest radikaller tarafindan mutasyonlarina karst korunmasinda etkilidir.
Ayrica naringin, H2O> ile indiiklenen sitotoksisiteyi ve apoptozu muhtemelen bir
apoptoz ile iligkili genin H20: ile indiiklenen ekspresyonu tizerindeki etkisiyle inhibe
eder (Kanno ve diger., 2003). Naringenin, insan prostat kanseri hiicrelerinde oksidatif
hasarin ardindan DNA onarimi uyararak serolojik ve mutajenik degisiklikler ortaya

cikarabilmektedir (Gao ve diger., 2006).

Antosiyanidin. Esas olarak antosiyaninlerin konjuge tiirevleri olan antosiyanidinler,
ozellikle kirmizi, mavi ve mor renklerden sorumlu olup meyve ve ¢i¢cek dokularinda
yaygin olarak bulunurlar. Yaprak mezofil hiicrelerini golgelemek suretiyle bitkilerin
asirt 151k karsisinda  korunmasina ve polenlesmeyi saglayan bodceklerin

cezbedilmesinde 6nemli rol oynarlar. Diger flavonoidlerin aksine, antosiyaninler
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merkezi halka yapisinda pozitif bir yiik tasirlar ve bu nedenle katyoniktirler. En yaygin
antosiyanidinler pelargonidin, cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin ve
malvidin'dir (Sekil 1.14.).

Antosiyanidin R R; MW

Pelargonidin H H 2M
Siyanidin OH H 287
Drelphiinidin OH OH 303
Peonidin OCH; H 301
Petunidin OCH; OH 37
I atvidin OCH; OCH; 331

Sekil 1.14. Ana antosiyanidin yapilari

Bitki dokularinda bulunan antosiyanidinler, antosiyaninler olarak bilinen seker
konjugatlar1 olarak bulunur. Antosiyaninler ayrica hidroksisinnamatlar ile malik ve
asetik asitler gibi organik asitlerle konjuge yapilar olusturabilirler. Konjiigasyon en sik
C3 iizerinden olmak iizere 3, 5, 7, 3' ve 5' karbonlan iizerinden de ger¢eklesebilir
(Sekil 1.15). Baglanmis olan farkli seker birimlerinin sayis1 ve yapist nedeniyle,

500'den fazla bilesik yapisinda antosiyanin bulunmaktadir (Harborne ve Baxter, 1999).

OCH,
OH
OCH, « L K
OH “Utz\ﬂgocm
HO._~ O]
. OCH, :gmo o]
HO
HO oM
HO HO
*’ﬁ:&/ A
HO=" ok HO=""aH
Mlalvidin-3- O ghakozt M alwidin-3 5 di-O-glukozit

OCH,

3 OCH,
OH OH
- | -+
HO o. OCH, HO & OCH,
0 0 L] 0
HO
Ao o )
HO Q HO o
HO HO Ho o

OH

Mlalvidin-3-CHE- Chp-asetiliglukozt  Malvidin3- 048 Obp-kumarodl) glukozit

Sekil 1.15 Antosiyanidin yapilari: malvidin-3-O-glukozit konjugatlar
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Izoflavon. izoflavon bilesiklerinin temel yapisi, heterosiklik piran C halkasi ile
baglanmis iki benzen halkasindan (A ve B) olusan flavon yapisidir (Messina, 1999).
Flavonoidlerin aksine izoflavonlar, flavonoidlerin 2-fenilkroman iskeletinden

biyogenetik olarak tiiretilen 3-fenilkroman iskeletine sahiptir (Sekil 1.16).

OH OH
HO o™
Ostradiol Testosteron
If |
: 2y ]
0 %J\ o OH
OH OH
Daidzein Genistein Komestrol

Sekil 1.16 Ana izoflavon yapilari

Izoflavonlar, en yiiksek konsantrasyonu soya fasulyesinde (Glycine max) olmak
tizere baklagillerde bulunurlar (ABD-Tarim Bakanligi, Tarimsal Arastirma Servisi,
2002). Soya izoflavonlar1 daha c¢ok suda ¢oziinen glikozidik konjugatlar olarak
gidalarda bulunur ve emiliminden 6nce memeli veya mikrobiyal glukozidazlar

tarafindan seker biriminin enzimatik hidrolizini gerektirmektedir.

Insanlarda genistein, dihidrogenistein ve 6-hidroksi-O-desmetilangolensin‘e
metabolize olurken buna karsilik daidzeinin, izoflavonoid, equol, dihidrodaidzein ve

O-desmetilangolensine metabolize oldugu kesfedilmistir.

Kabuklu ve koklii bitkilerden elde edilen izoflavonlar fito-Ostrojenler olarak
adlandirilirlar. Bunlardan 6zellikle genistein, daidzein ve komestrol, inek ve koyun
gibi otgul hayvanlarin iiremesini ciddi oranda etkileyen Ostrojenik aktiviteye
sahiptirler. Bu izoflavonlarin yapisi, yumurtlamay1 bloke eden steroidal hormonu
Ostradiolli taklit etmektedir. Bu nedenle, hayvanlarin baklagil yemi tiiketimi

kisitlanmali veya diisiik izoflavon igeren tiirleri se¢ilmelidir.
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Soya tiriinlerinden alinan daidzenin ve genisteinin insanlardaki prostat ve meme
kanserinin goriilme oranini azalttigi belirtilmektir (Crozier, Clifford ve Ashihara,
2006). Her ikisi igin ilgili mekanizmalar1 birbirinden farklidir. Prostat kanseri
hiicrelerinin biiylimesi, 0stradiol ile {iretilen androjen testosteronu tarafindan baglatilir.
Dogal ostradiol yetersiz oldugunda izoflavonlar androjen seviyelerini diisiirebilir ve
sonug olarak timor bliylimesini inhibe eder. Meme  kanseri,  Ozellikle  erken
donemlerde biiyiime igin &strojene bagimlidir. izoflavonlar, dogal &strojenlerle
rekabet eder ve bunlarin mevcudiyetlerini kisitlayarak kanserli hiicrelerin biiylimesini

baskilarlar.

Ostrojen agonisti ve antagonisti olarak davranmaya ek olarak, soya izoflavonu olan
genistein, protein-tirozin kinazin bilinen bir inhibit6rii olup protein-tirozin kinaz
aracili sinyal yolunu inhibe ederek kanser hiicrelerinin biiyiimesini zayiflatir (Akiyama

ve diger., 1987; Hunter, 1987; Ullrich ve Schlessinger, 1990).

Daidzein, genistein ile benzer bir yapiya sahip olmasina ragmen, daidzein protein-
tirozin kinaz iizerinde inhibitor etkisi gostermez. Genistein ayrica, kendisinin
antiproliferatif veya proapoptotik etkilerine katkida bulunan topoizomeraz I ile II, Sa-
rediiktaz ve protein-histidin kinaz aktivitelerini inhibe eder (Okura ve diger., 1998;
Evans ve diger., 1995; Huang ve diger., 1992).

Soya izoflavonlarinin antioksidan etkiye sahip oldugu, ayrica serbest radikalleri
sontimleyerek, bu serbest radikallerin karsinojenezin ilerlemesine olan katkilarini
azaltarak hiicreleri korudugu bilinmektedir (Ruiz-Larrea ve diger., 1997; Zhou ve Lee,
1998). Ayrica genisteinin hiicre sagkalimi i¢in dnemli olan NF-kB ’nin DNA baglama
aktivitesiyle Akt sinyal yolagini inhibe ettigi belirlenmistir (Wu ve diger., 1996; Van
Antwerp ve diger., 1998; Cardone ve diger., 1998). Genisteinin bu etkilerinin,
genistein ile tedavi edilen hiicrelerde apoptotik siireglerin indiiksiyonuna dahil oldugu

diistiniilmektedir.
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Fenolik Asitler. Fenolik asitler yapilarinda en az bir hidrojen ve bir hidroksil grubu
ile bir aromatik halkaya sahiptirler. Fenolik asitler hidroksibenzoik ve

hidroksisinnamik asitler olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar (Sekil 1.17).

R’ 0 o
RLH.'|’J':'|1H;H"-%‘.-{_-H_‘\2.!‘ F!I‘HHJ.J‘LIJ\D._
s e "‘?E
i I
Sithstitiisyon Sinnamik asit Hirevleri Benzoik asit tilrevler
B '=C0E o-Fumarlk asit -
B '=(0E] p-Enmank asit p-Hudroksthenzoik asit
R-pd0H Kafeil asit Prokatepuik asit
E=0CH: B =0H Feralik asit Wanilik asit
R=R"=OCE, - Veratrik asit
R-r'-R-0H - Gallik asit
K =R"=0H - Gentisik asit
I-L R*=0CH,, R'=0H Sinapil asit Sirineik asit
R ~Ofl, R ~H5O - 5-Sitlfnsalisilik asit
K=K =0H 3.4 wada 5- O kaffenilquinik asit

Sekil 1.17 Baglica fenolik asitler

Kimyasal olarak, bu bilesikler, L-fenilalanin veya L-tirozinden (Rice-Evans, Miller
ve Paganga, 1996) sikimik asit yolagiyla sentezlenir. Bu yoldaki fenilalanin ve tirozin

¢ok onemli amino asitler olup dogal fenolik iiriinlerin gogunlugu i¢in ortak dnciilerdir

(Sekil 1.18).

Deaminasyon, hidroksilasyon ve metilasyon, fenolik asitlerin olusumunda rol
oynayan baslica ii¢ tepkimedir (Sekil 1.18) (Gross, 1985). ilk olarak, sirasiyla,
sinnamik ve/veya p-kumarik asitler veren fenilalanin ve/veya tirozin deaminasyonu
meydana gelir. Sinnamik ve p-kumarik asit aromatik halkalar1 daha sonra ferulik ve
kafeik asit tiirevlerini olusturmak tizere hidroksillenir ve metillenir. Benzoik asit
olusumu, sinnamik asit yan zincirinin bozulmasindan kaynaklanir. Benzoik asidin
aromatik halkasinda, protokatesuik ve p-hidroksibenzoik asit gibi tiirevlerini
olusturan, ayni sinnamik ve p-kumarik asitler i¢cin bahsedilen hidroksilasyon ve

metilasyon reaksiyonlar1 meydana gelebilir (Gross, 1985).
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Sekil 1.18 Fenolik asitler i¢in sikimik asit yolag1 (Gross, 1985)

OCH, =2 &

Fenolik asitler, insan diyetinin 6nemli bir boliimiinii temsil eden, hemen hemen tiim
bitki kaynakli gidalarda bulunur. Insanlarda ortalama fenolik asit aliminm diyet
aligkanliklarina ve tercihlere bagli olarak 200 mg/giin oldugu bildirilmistir (Clifford
ve Scalbert, 2000).

En ¢ok karsilagilan ve incelenen fenolik asitler kafeik ve ferulik asitlerdir. Kafeik
asit, en sik klorojenik asit olmak tizere, ester formlarinda bulunur (Clifford ve Scalbert,
2000). Kahve, kafeik, ferulik ve p-kumarik asit gibi baglanmig fenolik asitler i¢in iyi
bir kaynaktir (Nardini ve diger., 2002). Belirli bir miktar kahve i¢en hastalarda
plazmada dolasan, fenolik asitlerin metillenmis, glukuronlanmis ve siilfatlanmis

metabolitleri tanimlanmigtir (Marmet ve diger., 2014).

Nardini ve digerleri (2009), beyaz saraptan fenolik asitlerin emilimini incelemis ve

tek bir kadeh sarap tiiketiminden sonra hidroksisinamik asitlerin gastrointestinal
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sistemden emildigini, biiyiik dl¢lide glukuronid ve siilfat konjugatlarina metabolize

edildikten sonra kan dolagimina katildigini bildirmiglerdir.

Fenolik asitler serbest formda alindiginda ince bagirsaktan hizlica emilerek konjuge
edilir (Scalbert ve Williamson, 2000). Bununla birlikte bilesiklerin kimyasal yapilart,
konjugasyon reaksiyonlari ile bagirsak mikroflorasinin kolonda olusturdugu

metabolitlerin miktarlarini da etkileyebilir (Scalbert ve Williamson, 2000).

Ormegin klorojenik asitte (kinik aside bagli bir kafeik asit esteri) oldugu gibi, bagl
ester grubu onun biyolojik 6zelliklerini degistirebilir. insan dokularinda, klorojenik
asitteki kafeik asidi serbest birakabilecek esterazlar yoktur (Plumb ve diger., 1999).
Bu nedenle, klorojenik asit metabolizmasi i¢in gerekli reaksiyonlarda kolon bakterileri
aktif rol oynar. Bu durumla uyumlu olarak, hiicre duvarlarina baglanan ferulik veya
diger hidroksisinamik asitler, insan endojen enzimlerinden ziyade kolon mikroflorasi
ksilanazlar1 ve esterazlar tarafindan gergeklestirilir (Kroon, ve diger., 1997). Bu
molekiiller kolon florasinca hidrolize edildiginde absorpsiyonlari azalir. Ciinkii flora,
aglikonlar1 bozabilmekte ve basit aromatik asitler ortaya ¢ikabilmektedir (Scalbert ve
Williamson, 2000).

Gallik asit, stiptik amagli kullaniminin yani sira antineoplastik, bakteriyostatik,
antimelanojenik ve antioksidan ozellikler gibi bir¢ok biyoaktiviteye sahiptir (Kim,
2007). Gallik asit ayrica prostat karsinoma hiicrelerinde antikanser ozellikler de

gostermistir (Kaur, ve diger., 2009).

Lu ve diger. (2010) caligmalarinda, insan glioma hiicrelerinde proliferasyonu,
invazyonu ve anjiyojenezi baskilayabilme 6zelligine dayanarak beyin tiimdrlerinin
tedavisi igin gallik asiti 6nermislerdir. Baska bir arastirmada da gallik asitin, HelLa

servikal kanser hiicresinin oliimiinii apoptoz ve nekroz ile indiikledigi bulunmustur
(You ve diger., 2010).

Yine Lou ve diger. (2012) tarafindan antimikrobiyal aktivite ile ilgili yapilan bir

aragtirmada, p-kumarik asitin bakterisit aktivitesinin, bakteriyel hiicre zarlarmi ve
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hiicresel fonksiyonlar1 bozarak apoptozise yol acan bakteriyel genomik DNA'ya

baglandig ikili mekanizmalara sahip oldugu rapor edilmistir.

Glukuronidasyon ve siilfasyon, polifenolleri daha hidrofilik hale getirerek etki
kapasitelerini ve diger antioksidanlarla etkilesimlerini degistirebilir (Manach ve diger.,
2004). Hidroksil gruplarina ek olarak bir karboksil grubu tasiyan fenolik asitler i¢in,
indirgeyici  hidroksil (fenil-O-glukuronid) ve Kkarboksilik gruplarinda (agil
glukuronidlerde) glukuronidasyon meydana gelebilir. Bu nedenle, agil glukuronidler,
ana bilesigin tim serbest indirgeyici hidroksil fonksiyonlarin1 muhafaza ederken,
fenil-O-glukuronidlerde ise fenolik asitin en az bir hidroksil grubu, glukuronat

birimine baglanmaktadir.

Fenolik asit ve esterlerinin antioksidan aktivitesi, sterik engelleme ile
giiclendirilecek olan molekiil i¢indeki hidroksil gruplarinin sayisina baglidir. Benzoik
asitlerdeki karboksilat grubunun elektron ¢ekme 6zellikleri, hidroksi benzoatlarin H-
verme yetenekleri tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Bu nedenle hidroksillenmis
sinnamatlar, benzer benzoatlara kiyasla daha etkilidir. Bununla birlikte,
monohidroksibenzoatlar hidroksilasyon egilimlerine ve hidroksil radikalinin yiiksek
reaktivitesine bagli olarak etkili hidroksil radikal soniimleyicidir. p-Kumarik asitte
oldugu gibi bir p-hidroksil ve karboksilat grubu tasiyan fenil halkasina bir etilenik
grubunun eklenmesi, p-hidroksifenil asetik asit ve sinnamik asitle karsilastirildiginda,
OH grubunun indirgenmesi tizerinde olumlu bir etkiye sahipken, m-ve o-kumarik

asitler birbirine yakin TEAC degerlerine sahiptir.

Bu, COOH-CH=CH - ve COOH-CHz2- gruplarinin halka tizerindeki elektron verici
etkisi ve halkadaki hidroksil gruplarmin sayisi ile tutarlidir. Sinnamik asitlerdeki
monohidroksil gruplari, fenilasetik asitlerdeki monohidroksil gruplarina kiyasla
hidrojen donoérii olarak daha uygundur. Sinnamik asitteki -CH=CH-COOH gruplarinin
varligl, benzoik asitlerdeki karboksilat grubuna kiyasla daha fazla H-verme kabiliyeti

ve radikal stabilizasyonu saglar (Rice-Evans ve Paganga, 1996).
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1.2.7.2.6 Polifenollerin Antioksidan Ozellikleri. Hiicrede, lipid oto-oksidasyonunu
onlemede veya geciktirmede antioksidanlar etkin rol oynarlar Hiicredeki serbest
radikallerin soniimlenmesinde fenolik halkadaki hidroksil gruplari, elektron vererek
antioksidan islevi goriirler. Fenolik radikal ara firtinleri, fenolik halkada meydana
gelen rezonansa bagli olarak nispeten kararli olduklarindan yeni bir serbest radikal
zincir reaksiyonu baglatmazlar. Ayrica Fenolik radikal ara friinleri, zincir
reaksiyonunu sona erdirmek i¢in diger serbest radikallerle reaksiyona girebilir. Ayni
zamanda fenolikler; ilgili enzimleri deaktive ederek, serbest radikal iireten metal
iyonlarin1 selatlayarak, reaktif oksijen ve azot tiirlerinin olusumunu baskilarlar
(Cotelle, 2001). Fenolik halkalardaki hidroksil gruplarinin sayist ve konumu da
flavonoidlerin antioksidan kapasitesinde onemlidir. (Bors ve Michel, 2002). Fenil
halkasmna bagli -CH=CH-COOH grubu, rezonansin stabilitesini artirdigindan
hidroksisinnamik asit tiirevlerinin, karsilik gelen hidroksibenzoik asit tiirevlerine
kiyasla daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Rice-Evans ve
diger., 1996).

Antioksidanlar oksidasyonu birincil antioksidan olarak dogrudan veya ikincil
antioksidan olarak dolayli olmak {zere iki sekilde soniimleyebilir. Birincil
antioksidanlar, E vitamini (a-tokoferol) gibi fenolik bilesikleri igerir ve bu bilesenler
indiiksiyon siiresince tiiketilir. ikincil antioksidanlar, metal iyonlarinin baglanmasi,
oksijenin giderilmesi, hidroperoksitlerin radikal olmayan tiirlere doniistiiriilmesi, UV
radyasyonunun absorbe edilmesi veya singlet oksijenin deaktive edilmesi gibi ¢esitli
mekanizmalarda yer alir. Normal olarak, ikincil antioksidanlar sadece ikinci bir minor
bilesen oldugunda antioksidan aktivite gosterirler. Bu, metal iyonlarinin varliginda
etkili olan sitrik asit gibi selatlayic1 ajanlar ile tokoferollerin veya diger primer
antioksidanlarin varhiginda etkili olan askorbik asit gibi indirgeyici ajanlarda

gozlenebilir.

Insan hastaliklar1 ve saghginda siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi reaktif
oksijen tiirlerin dnemi nedeniyle, flavonoidlerin bu radikallere karsi reaktivitesi
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Genellikle kullanilan iki siiperoksit anyon kaynagi

vardir. Bunlar enzimatik (hipo) ksantin-ksantin oksidaz (X / XO) sistemi ve fenazin
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metosiilfat-NADH sistemi veya potasyum siiperoksit gibi enzimatik olmayan
kaynaklardir (Uneo ve diger., 1984; Robak ve Gryglewski, 1988; Chen ve diger.,
1990). Flavonoidlerin ksantin oksidaz inhibitérleri ve siiperoksit radikal
sontimleyicileri olarak yapi-aktivite iliskisi Cos ve diger., (1998) tarafindan rapor

edilmistir.

C-5 ve C-7'deki hidroksil gruplarinin ile C-2 ve C-3 arasindaki ¢ift bagin, ksantin
oksidaz {izerinde yiiksek bir inhibitor aktivitesi i¢in vazgegilmez olmasinin yani sira,
B halkasindaki C-3' ve C-3 {izerinde bulunan bir hidroksil grubu yiiksek siiperoksit
anyon radikali soniimleme aktivitesi i¢in esansiyeldir. Ksantin oksidaz ve siiperoksit

anyon radikali sonlimleme etkilerine gore flavonoidler alt1 gruba ayrilir:

1. Ksantin oksidazi inhibe edici aktivitesi olmayan siiperoksit anyon radikali
sontimleyeciler,

2. llave bir siiperoksit anyon radikali séniimleme aktivitesi olmayan ksantin
oksidaz inhibitorleri,

3. [llave bir siiperoksit anyon radikali soniimleme aktivitesine sahip ksantin
oksidaz inhibitorleri,

4. Siperoksit anyon radikali tiretiminde ek bir pro-oksidan etkiye sahip ksantin
oksidaz inhibitorleri,

5. Ksantin oksidaz iizerinde etkiye sahip olan ancak siiperoksit anyon radikali
tiretiminde pro-oksidan etkiye sahip olan flavonoidler,

6. Ksantin oksidaz veya siiper oksit anyon radikalini etkilemeyen flavonoidler.

Hidroksil radikalinin siiperoksit anyona kiyasla reaktivitesinin yiiksek Olmasi
sebebiyle zarari daha fazladir. Flavonoidlerin hidroksil radikaline olan reaktivitesi
genellikle siiperoksit anyonuna gore ¢ok daha yiiksektir. Ornegin, rutin, (+)-katesin,
(-)-epikatesin ve 7,8-dihidroksi flavon, hidroksil radikalini, manitol gibi tipik bir
hidroksil radikal soniimleyiciden 100-300 kat fazla sontimler (Hanasaki ve diger.,
1994).
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Flavonoidler ayrica singlet oksijen (*O2) ile reaksiyona girer. Yesil cayda bulunan
(-)-epigallokatesin gallat (EGCG), (-)-epigallokatesin (EGC) ve (-)-epikatesin (EC)
gibi flavonoidlerin, 'O2'yi soniimledigi belirtilmistir (Guo ve diger., 1999). Yapi-
aktivite iliskisi i¢in, 13 flavanoid (flavonol, flavon, flavanon ve flavan siiflarindan )
secilerek, bunlarin 1O, ile olan reaktivitesi incelenmistir. Fiziksel séniimleme
etkinliginin, esasen B halkasi lizerindeki katekol grubu tarafindan kontrol edildigini,
buna karsilik C halkasinin yapisinin (6zellikle ¢ift bagi aktive eden bir hidroksil
grubunun mevcudiyeti), bu bilesiklerin *O2 ile olan kimyasal tepkime verimliligini

belirleyen ana faktorler oldugu belirlenmistir (Tournaire ve diger., 1993).

Flavonoidler, hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini de engeller. Bazi
flavonoidler, uyarilmis insan nétrofillerinin (PMN'ler) O tiiketimini, O2'nin siiperoksit
anyonuna indirgenmesinden sorumlu enzim olan NADPH-oksidaz {izerindeki
inhibisyon etkisi ile yavaslatir. Flavonoidlerin varlifinda PMN'lerin uyarilmasinin
gerceklestirilmesi durumunda siiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit iiretimi 6nemli
o6l¢iide azalir. Baz1 flavonoidler, nétrofillerde bulunan ve HOCI gibi giiclii oksidanlar
tiretmek i¢in H202 ile CI” oksidasyonunu katalize etmekle gorevli miyeloperoksidaz

aktivitesini Onemli derecede azaltir.

Her ne kadar NO’in kendisi nispeten reaktif degilse de, konsantrasyonu,
ndrotransmitterini ve ikinci mesaj fonksiyonunu bastirdiginda ve 6zellikle de biyolojik
molekiillerin ¢ogunda c¢ok reaktif bir oksidan olan peroksinitrit (ONOQ") iireten
siiperoksit anyonuyla reaksiyona girdiginde zararli hale gelir. Bazi caligmalar,
flavonoidlerin reaktif azot tiirlerini etkili bir sekilde soniimledigi gdstermistir. Bazi
flavonoidlerin ONOO" s6niimleme etkinliginin etkin bir peroksinitrit soniimleyici olan
ebselen'den on kat daha fazla oldugu bulunmustur (Haenen ve diger., 1997; Masumoto
ve diger., 1996). Antosiyanidinler, van Acker ve diger., (1995) ve Haenen ve

digerlerinin (1997) tanimladig1 gibi, NO ve ONOO™nun etkili soniimleyicileridir.
Polifenoller, hiicreleri oksidatif stres kaynakli sitotoksisiteden kolayca korurlar

(Skaper ve diger., 1997; Duthie ve diger., 1997). Buna ek olarak, bu bilesikler,

antitimor, antiviral, antibakteriyel, kardiyoprotektif, prooksidan ve antimutajenik
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aktiviteyi iceren genis bir etki spektrumu gosterirler (Rice-Evans ve diger., 1996;
Markovits ve diger., 1989; Chen ve diger., 1998). Polifenoller, tiimor hiicrelerine karsi

sitotoksik etkilerini;

1. Topoizomeraz inhibisyonu (Markovits ve diger., 1989),

2. Fosfatidilinositol 3-kinaz inhibisyonu (Agullo ve diger., 1997),

3. Hiicre dongiisii durmasi (Lepley ve diger., 1996),

4. Tumor bastirma proteini p53'iin birikimi (Plaumann ve diger., 1996) veya c-

fos ve c-myc genlerinin ekspresyonu arttirmasi (Chen ve diger., 1998) ile gosterirler.

Reaktif ara maddelere metabolik aktivasyon, polifenoller ve flavonoidler,
peroksidazlar ve polifenol oksidazlar i¢in substratlar gibi davranabildiklerinden
sitotoksik mekanizmaya katkida bulunarak, kuinon veya kinometamit tipi prooksidan
ve / veya alkilleyici trtinler {iretir (Galati ve diger., 2001; Jorgensen ve diger., 1998;
Metodiewa ve diger., 1999).

1.3 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Hiicre Oliimii (Apoptozis)

Apoptozis, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis eliminasyonunu kapsayan,
“programlanmis” hiicre 6liimiiniin 6nemli ve ayirt edici bir sekli olarak kabul edilir.
Apoptoz, normal olarak gelisim ve yaslanma sirasinda, hiicre popiilasyonlarinin
dokularda muhafaza edilmesi i¢in homeostatik bir mekanizma olarak, bagisiklik
reaksiyonlarinda, hiicreler hastalik veya zararli maddeler tarafindan hasar gérdiiglinde
bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Norbury ve Hickson, 2001).
Ayrica apoptoz, “kaspaz” adi verilen bir sistein proteazlari grubunun baslatict
proteinlerle aktivasyon zincirleri sonunda gergeklesen bir siiregtir. Apoptotik hiicre
olimii genetik olarak programlanmis bir mekanizma olup hiicrenin intihar etmesine
izin verir. Apoptotik hiicre 6liimii, hasar gérmiis ya da enfekte hiicrelerin elimine
edilmelerini sagladigindan ¢ok hiicreli organizmalarin canliliklarin1  devam
ettirmelerinde kritik 6neme sahiptir. Programlanmig hiicre 6liimii; Apoptozis, otofaji

ve nekrosiz olarak ti¢ farkli sekilde gergeklesir (Sekil 1.19).
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Apoptoz internal ve ekstrenal faktorlerle tetiklenebilir. Bazi hiicrelerde eksternal
ligand ve protein capraz baglanmasiyla apoptozise yol agabilen Fas veya TNF
reseptorlerini eksprese eder (Hirsch ve diger., 1997; Zeiss, 2003). Kanser tedavisinde
kemoterapik bazi ajanlar veya radyoterapik i1sinlama hiicrelerde DNA hasar ile
sonuglanmakta olup bu durumda p53'e bagli yol izi lizerinden apoptotik 6liime yol

agmaktadir.
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Sekil 1.19 Hiicre 6liim sekilleri

Ekzojen veya endojen faktorlerin hiicrede apoptotik veya nekrotik 6liime neden
olmasi faktdrlerin tilirline ve ayni zamanda diizeyine bagli olarak degisir. Diisiik
dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser ilaclar gibi cesitli zararh
uyaricilar apoptozu indiikleyebilirken ayn1 uyaranlarin yiiksek dozlar1 nekroz yolu ile

o0lime neden olabilmektedirler.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve mitokondri, hem fizyolojik hem de patolojik
kosullar altinda apoptozis indiiksiyonunda 6nemli rol oynar. Mitokondri hem ROS'un
kaynagi hem de hedefidir. Kaspaz aktivasyonunu tetikleyen mitokondriden sitokrom

¢ salinimina ROS’larin etkisi dogrudan veya dolayli olarak goriilmektedir.
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Sitokrom ¢ salimi, adaptor molekiil Apafl’in agregasyonu i¢in 6nemlidir (Green ve
Reed, 1998). Bcl-2 ailesi Bax'in proapoptotik tiyeleri, mitokondri digs membranindaki
porlardan sitokrom ¢’nin serbest birakmasini saglarlar. Bax da dahil olmak {izere bazi
Bcl-2 aile iiyelerinin iyon kanallar1 olusturma kabiliyeti, bu proteinlerin sitokromun
¢ikisina izin veren dig mitokondriyal membrandaki gézenekleri actigint gostermistir.
ROS'un bu senaryoda nasil davrandigi tam olarak anlagilamamistir. Mitokondriyal
gozeneklerin ROS ile oksidasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi

nedeniyle sitokrom c salinimina katkida bulunabilmektedir.

Apoptozis genelde diizensiz olup bir¢ok patolojik duruma katkida bulunabilir.
Inflamasyon halinde apoptoz genel olarak yavaslar. Enflamatuar hiicreler tarafindan
ROS’larin iretimi, konak savunma mekanizmalarma ve doku hasarina katkida
bulunur. Diger taraftan ROS’lar, temel hiicre fonksiyonlar i¢in gerekli sinyal iletim
olaylarinda 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozis ile ilgili olarak, ROS’lar genelde
oliim siirecinin indiiksiyonu saglar. Ancak, belirli kosullar altinda, ROS’lar da anti-

apoptotik de olabilmektedir.

Katalazin yani sira yiiksek hiicre i¢i glutatyon seviyeleri, ROS tarafindan tetiklenen
apoptoza engel olabilmektedir. Ornegin nétrofillerde olusan H20; kaynakli apoptozis,
katalaz varliginda 6nlenebilmektedir (Kasahara ve diger., 1997). Katalazin ayrica
spontan nétrofil apoptozunu da engelledigi belirtilmistir. Ayrica hiicre i¢i yiiksek
glutatyon seviyelerinin, bu hiicrelerde Fas reseptor aracili apoptozu onledigi de

belirlenmistir (Watson ve diger., 1997).

Wedi ve diger., (1999) Sodyum arsenit kaynakli ROS iiretiminde, eozinofil
apoptozis indiiksiyonu gozlemlerken, yiiksek konsantrasyonlarda bir etki
gbzlemlememistir. Apoptoza neden olan etkiler glutatyon ve N-asetilsistein ile bloke
edilmistir. Bu iki antioksidan ayrica spontan ve Fas reseptor aracili eozinofil

apoptozunu da engellemektedir (Wedi ve diger., 1999).

Notrofil ve eozinofillerde fenilarsin oksitin diisiik derisimlerinin apoptozi

indiiklerken, yiiksek derisimlerinde ise apoptozisin inhibisyonu gozlenmistir (Yousefi
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ve diger., 1994). Bu arastirmada, apoptozisin tirozin fosforilasyonu ile diizenlendigini
ve baz1 apoptozisi diizenleyici proteinlerin fosforilasyonunun ROS kaynakli oldugu

ileri stirilmiistir.

Tiimor nekroz faktorii (TNF)/sinir bliylime faktorii (NGF) familyasinin reseptorleri,
hiicre biiyiimesi ve farklilasmadan hiicre oliimiine kadar degisen pleiotropik
fonksiyonlar gosterirler. Bu ailenin bir alt kiimesinin ¢esitli sistemlerde apoptozisi
tetikledigi ve 6liim alicilart olarak adlandirildigi gosterilmistir. TNF/NGF reseptor
ailesinin tiim tyelerinin ekstraselliiler alanda yaygin sistein dagilimina ilaveten bu
reseptorler, sitoplazmik o6liim domeini olarak adlandirilan, kaspaza bagimli
mekanizmalarla 6liimii indiikklemek i¢in yeterli ve gerekli, domainlerinde yaygin
olarak reseptorlerini igermektedir (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Wallach ve diger.,
1999).

Bununla birlikte apoptosizde, ROS iiretimi gibi diger mekanizmalar da esit
derecede onemlidir. Ornegin, antioksidan N-asetilsistein, baz1 sistemlerde TNF ile
indiiklenen apoptozisi bloke etmesi siirecinde ROS'larin fonksiyonel bir roliiniin
oldugunu disiindiirmektedir (Talley ve diger., 1995; Cossarizza ve diger., 1995).
ROS’lar, mitokondri kaynakli iretilebilmekte ve stozoldeki kaspaz kaskadinin
aktivasyonuna neden olan siireglerden sorumlu olabilmektedir (Sekil 1.20). Diger
yandan, ROS ile indiiklenen TNF, bazi sistemlerde NF-xB'nin aktivasyonu nedeniyle
anti-apoptotik yollar1 aktive edebilmektedir. Bu yoldan eksprese edilen anti-apoptotik
genler net olmamakla beraber, stiperoksit dismutaz ile katalaz gen bolgelerini igerdigi
diigiiniilmektedir (Wong ve Goeddel, 1989).

Ayni zamanda TNF/NGF reseptor ailesine ait olan Fas reseptoriiniin (Krammer,
1999) aktivasyonu, biiylik olasilikla ROS kullanan bir sinyal iletim yoluna yol acar.
Bu varsayim, antioksidanlarin Fas reseptorii aracili apoptozu bloke ettigi gercegine
dayamaktadir (Um ve diger., 1996; Chiba ve diger., 1996). TNF sistemine benzer
sekilde, Fas reseptoriiyle indiiklenen ROS seramid olusturabilir (Hebestreit ve diger.,

1998). Ayrica, ROS'un apoptozisin indiiklenmesinin yani sira, hem Fas reseptoriiniin
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hem de Fas ligand genlerinin uyarilmasinda rol oynadigi agiklanmistir (Delneste ve
diger., 1996; Hug ve diger.,1997; Bauer ve diger., 1 998).
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Sekil 1.20 ROS ve apoptzis

Nitrik oksitin epitelyal hiicreler, mezanjiyal hiicreler ve endotelyal hiicreler ile
kanser hiicreleri gibi farkli hiicre sistemlerinde apoptozise neden oldugu gésterilmistir
(Shami ve diger., 1998; Hajri ve diger., 1998). Ayrica, NO*, makrofajlar veya NK
hiicreleri tarafindan kullanilan anti-kanser mekanizmalarinda da rol oynar (Cui ve
diger., 1994; Filep ve diger., 1996). NO" ile apoptozisin indiiksiyon mekanizmalari
tamamen acik degildir. Bazi yazarlar Fas reseptor ekspresyonunu artirdiklarin
gbzlemlerken, bazilar1 artmig ROS salinimi ile mitokondriyal permeabilite gecisinin

tetiklenmesinin, merkez mekanizma oldugunu 6ne stirmiistiir (Hortelano ve diger.,
1997).

NO’-kaynakli apoptozisin Bcl-243 tarafindan bloke edilmesi, mitokondrinin
gercekten de ana hedefinin NO® oldugunu diisiindiirmektedir. Diger taraftan NO*, anti-
apoptotik etkiler de gostermektedir. Baz1 sistemlerde, pro-ve anti-apoptotik etkiler

NO" derisimine baglhdir. Ornegin NO’, baz1 hiicre sistemlerinde TNF- (Shen ve diger.,
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1998), Fas ligand- (Hebestreit ve diger.,1998) ve LPS aracili (Geneviva ve diger.,
1998) apoptozu inhibe eder. Alerjik hastalik durumlarinda eozinofillerde siklikla
goriilen Fas reseptor direncinin, artan NO® derisiminden kaynaklandig
diistiniilmektedir. NO°, ROS'un apoptozis tetikleyici etkisine karsi olan, hiicre i¢i
glutatyon diizeyinin artmasina neden olan 1s1 soku proteinlerini de indiiklemektedir.
NO™nun apoptozisi inhibe edebilecegi bir diger strateji de apoptozis temel

bilesenlerinden kaspaslarin nitrozilasyonudur.

1.4 Pistacia vera’ya Yonelik Literatiir Arastirmalari

Diinya literatiiriinde Pistacia vera’'min gesitli organellerinde; fiziksel, antioksidan
ve anti-mikrobiyal ozelliklerine, yag asidi ve fenolik bilesen profillerine ve sinirli
diizeydede olsa bu bilesenlerin antikansorejen 6zelliklerine yonelik ¢esitli arastirmalar

gerceklestirilmistir. Bu arastirmalardan baslicalari agagida 6zet olarak ele alinmustir.

Ozgelik ve diger. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada; Pistacia vera'nin farkli
kisimlarindan etanol: hekzan (1:1) ile Oziitlenen lipofilik ekstraktlarin, antifungal,
antibakteriyel ve antiviral 06zelliklerini, kontrol olarak oseltamivir ampisilin,
ofooksazol, ketokonazol, flukonazol, asiklovir ’in kullanildigi, herpes simplex (DNA)
ve parainfluenza viriisleri (RNA) {izerinde incelemistir. Tiim ekstraktlar, ayni
konsantrasyonlarda belirgin antifungal aktivite gostermistir. Minimum antibakteriyel
aktivite 128-256 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda tespit edilmistir. Cekirdek ve
tohum oziitleri diger boliimlere ve kontrollere kiyasla daha 6nemli antiviral aktivite

gostermistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada Ghalem ve Mohamed (2009); E. coli, S. aureus ve
Proteus spp'sinin biiylime hizlarina P. vera kok eksudatlarindan etanol ile
hidrodistillenen esansiyel yaglarin inhibisyon etkileri incelemistir. P.vera L. esansiyel
yag reg¢inesinin antimikrobiyal etkisi, gram-negatif bakterilere kars1 gram pozitif
bakteriler kadar etkili olmustur. Ayrica tim suslar iginde Proteus spp'nin en yiiksek

inhibisyonunu gosterdigi belirlenmistir.
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Tomaino ve diger. (2010) Bronte-Sicilya antepfistig1 tohumlart ve derisi arasindaki
fenolik bilesenler ve antioksidan aktivite farkliliklarinin karakterizasyonunu
incecledikleri ¢alismalarinda metanol: su (2:1) ile sonikasyonla elde edilen P. vera
cozeltilerden dis kabugundaki fenolik bilesiklerin toplam igerigi, tohum kismindan
¢ok daha yiiksek olup tohum i¢in 0,46 + 0,03 mg CatE/g ve dis kabuk igin de 70,27 +
5,42 mg CatE/g olarak belirlenmistir. HPLC sonuglari, daedzein, genistein, apigenin,
genistein-7-O-glukosidin sadece fistik ¢ekirdeklerinde mevcut oldugunu, kemferol,
naringenin, Kersetin, luteolin, epikatesin, siyanidin-3-O-glukozit ve siyanidin-3-O-
glikozit yalnizca antep fistig1 kabuklarinda bulundugunu goéstermistir. Dort farkll
deneyle belirlenen ekstraktlarin antioksidan aktivitelerine gore antepfistigi kabuklari,

tiim testlerde tohumlardan daha iyi etkinlik gostermistir.

Alma ve diger. (2004) Tirkiye'de yetistirilen P. vera sakizindan hidrodistilasyon
yontemi ile elde edilmis esansiyel yagin kimyasal bilesimini GC ve GC-MS ile analiz
etmis, sonug olarak ugucu yagin bilesimin % 89,67 monoterpen, % 8,1 oksijenlenmis
monoterpen ve % 1,2 diterpenden meydana geldigini belirlemistir. Ayrica yagin 13
bakteri ve 3 patojen mayanin biiylimesine yoOnelik antimikrobiyal aktiviteleri
arastirtlmis ve Orneklerin dokuz bakteri ve tiim mayalar iizerinde inhibisyonu
gbzlenmistir. Bu aktivitenin, biyoaktif bilesiklere ve derisime bagimli oldugu

bulunmustur.

Bronte-Sicilya P. vera yer fistig1 ¢esitlerinin antioksidan 6zelliklerin arastirildigi
baska bir ¢alismada ise P. vera yer fistiklar1 6rneklerinin metanol/su (2:1 v/v) ve
diklorometan ekstraktlarmi kullanmistir (Gentile ve diger., 2007). Olgiilen toplam
antioksidan aktivitesi, hidrofilik ekstrede (Trolox esdegerleri/g findik 27,55 + 2,30
mmol), lipofilik olana kiyasla (0,51 = 0,08 mmol Trolox esdegerleri/g findik) 50 kat
daha yiiksek bulunmustur. Lipofilik ekstrede tokoferollerden sadece E vitamininin
izomeri olan y-tokoferol bulunmustur. Ayrica izoflavonlar harig, diger bazi biyoaktif
molekiillerin miktarlariin antep fistig1 kavrulduktan sonra belirgin bir sekilde azaldig1

ve toplam antioksidan aktivitesinin yaklasik % 60 oraninda diistiigii belirtilmistir.
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Mokhtarpour ve diger. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarinda; P. vera yan triinlerindeki
fenolik bilesiklerin ve tanenlerin ekstraksiyonu {izerine, ¢dziiciiniin, pargacik
boyutunun, ekstraksiyon siiresinin ve ultrasonikasyonun etkilerini incelemistir. En
fazla toplam fenolik icerigi (TP) %70 sulu aseton ¢ozeltisiyle elde edilirken (tannik
asit esdegeri olarak, % 13,86 kuru madde) ve en diisiik TP igerigi su ¢ozeltisinde
(% 9,87) olgililmiistiir. Pargacik boyutu ve ekstraksiyon siiresinin TP igerigi tizerinde
herhangi bir etkisi belirlenmemistir. Yiiksek tanen igerigi, sulu metanol ve suya
(% 7,82) kiyasla % 50 sulu etanol ile elde edilmistir. Bununla birlikte, % 70 sulu aseton
ile % 50 sulu etanol ve % 50 sulu metanol arasinda herhangi bir fark gézlenmemis,
ultrason ile elde edilen ekstraksiyonun toplam fenolik ve toplam tanen igerikleri 12
saatlik ekstraksiyon (ultrasonik olmadan) ile karsilagtirilmig iki yontem arasinda fark

gbzlenmemistir.

Fenolik bilesiklerin incelendigi baska bir ¢alismada Ersan ve diger. (2016)
yesillenmemis kirmizi ve yesil fistigin (ekzo-ve mezokarp) asitli (% 0,1 HCI v/v) sulu
metanol (% 80 v/v) ekstrelerinin HPLC-DAD-ESI-MS" ve HR-MS ile incelenmeleri
sonucu 66 bilesik tespit etmislerdir. Kirmizi ve yesil fistik arasindaki fark
antosiyaninlerin varligi olarak belirlenmistir. Ik kez, farkli galloillenmis hidrolize

edilebilir tanenler, antosiyaninler ve kiigiik anakardik asitler tanimlanmustur.

Martorana ve diger. (2013) Bronte-Sicilya fistiklar1 iizerinde yaptiklar1 bagka bir
calismada ise; fistik dis kabuk (TP) ve tohumlarindan (SP) elde edilen iki polifenol
bakimindan zengin ekstraktin kimyasal igerigi ve antioksidan 6zelliklerini
arastirmiglardir.  Analiz sonuglarina gore, TP ekstresinde en yiiksek diizeyde
antosiyaninler bulunmustur. Bu durum toplam fenolik bilesen olarak
degerlendirildiginde, TP ekstresi yine yaklasik on kat daha yiiksektir. Goniilliiler
tizerindeki uygulanmalara goére en yiiksek etki TP ekstraktinda gozlenmis olmakla
birlikte her iki ekstrenin de UV-B ile indiiklenen cilt eritemini azalttig1 tespit

edilmistir.

Kiigiikoner E. ve Yurt B. (2003) galismalarinda, Tiirkiye'de yetistirilen P. vera
cesitlerinin (Uzun, Kirmizi, Siirt, Ohadi, Halebi) petrol eteri ekstraktlarindaki toplam
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protein igerigini , % 20,18 + 0,23 ile % 23,62 + 0,37 olarak belirlemistir. P.vera
fistiklar1 arasinda, palmitik, palmitoleik ve linolenik asitler disinda yag asidi icerigi

bakimindan 6nemli farkliliklar saplanmistir (P <0,05).

Isleme ekipmani ve tesisleri tasarlamak i¢in Kashaninejad ve diger. (2006) fistik
somununun ve ¢ekirdeginin bazi fiziksel ve aerodinamik 6zelliklerini belirlemistir. Bu
calismada, fistik somununun ve ¢ekirdeklerinin birkag fiziksel 6zelligi, % 4,10-38,10

araliginda (w.b.) nem igeriginin bir fonksiyonu olarak degerlendirilmistir.

Hosseinzadeha ve diger. (2012) P.vera yapraklari ile meyvelerinin sulu ve etanolik
ekstraktlarinin yani sira sakizin hidroalkolik 6ziitiiniin antioksidan aktivitelerini in
vitro yontemleri kullanilarak incelemis, flavonoid ve tanenlerin varligi da fitokimyasal
testler ile belirlenmistir. Tiim ekstrelerde serbest radikal soniimleyici aktivite
gozlemlenmistir. Malondialdehit olusumunu engellemede meyvelerin ve yapraklarin

etanolik 6zleri, sulu ekstraktlardan daha fazla etki gostermistir.

Goli ve diger. (2005) Pistacia vera kabugunu, metanol, su ve etil asetat
¢ozgenleriyle iki farkli ekstrakte yontemi (¢Oziicii ve ultrasonikasyon yardiml
yontemler) kullanarak ekstrakte etmis ve sonuglarii karsilagtirmistir. Su ve metanol
ekstrelerinin fenolik igerigi 5-6 mg/gdw etil asetata kiyasla daha yiiksek olup sirasiyla
32,0-34,0 ve 32,0-33,0 mg/gdw olarak belirlenmistir. Verilere gore ekstraksyon

yonteminin sonuglara herhangi bir etkisi bulunmamastir.

Kabuksuz Pistacia vera L.’nin fenolik fraksiyonu ve tokoferollerine, fistigin
olgunlugu ve giineste kurutma siirecinin etkisini Ballisteri ve diger. (2009)
incelemistir. Fenolik igerik olarak en ¢ok antosiyaninler tespit edilirken, olgunlagsma
ile birlikte miktarlarinin artirtigi, giineste kuruma siirecinde ise 6nemli kayiplarin
oldugunu tespit etmislerdir. Flavonoidlerden kersetin daidzein, daidzin genistein,
eriodictyol, luteolin, genistin ve naringenin tiim fistik 6rneklerinde tespit edilmis olup
toplam flavanoidlerin seviyeleri (21,5 mg/100g KM), olgunlasma (14,0 mg/100g KM)
ve kuruma (9,6 mg/100 g KM) ile azalmistir.
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Saitta ve diger. (2008) Antepfistigi ¢ekirdeklerinin n-hekzan ekstraksyonuyla elde
edilen yagini, metanolik KOH ile sabunlastirip, ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile
inceleyip, alkilfenollerin varligin1 ilk kez rapor etmislerdir. Ayrica doymus, tekli
doymamis ve ikili doymamis zincire sahip on alt1 farkli 3-alkilfenol (kardanol)

belirlenmis olup toplam kardanol miktar1 440 + 95 mg kg™’ dur.

Tsokou ve diger. (2007) P.vera L. meyve ve yapraklarinin esansiyel yaglarin1 GC
ve GC/MS ile analizi sonucu esansiyel yag igeriginin, olgunlasmamis antepfistigi
meyvelerinde (%0,5 w/w) yapraklardan (% 0,1 w/w) daha fazla oldugu bulunmustur.
Meyve esansiyel yaginda belirlenen 21 bilesik arasinda baslica (+) - a-pinen (%54,6)
ve terpinolen (%31,2) iken, yapraklarin esansiyel yagindaki 33 farkli bilesikten
baslicalar1 a-pinen (%30,0), terpinolen (%17,6) ve bornil asetat (%11,3) oldugu tespit

edilmistir.

P. vera sakizinin antioksidan ve radikal sontimleyici ozellikleri standart

antioksidanlar BHA ve BHT, a-tokoferol, trolox ile karsilastirilmis, indirgeme giicii,
DPPH, DMPD* ve Oy" soniimleme ve metal selatlama aktiviteleri incelenmistir

(Sehitoglu ve diger., 2015). P.vera sakizi1 ve standart antioksidanlarin 10 ppm derigimi
icin Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu incelendiginde yalnizca a-tokoferol’den

daha yiiksek deger gosterdigi berlirlenmistir.

Shahraki ve diger. (2013) ilk olarak P. vera oziitlerinin tip 2 diyabet hepatosit
modelinde goriilen oksidatif ve karbonil strese karsi sitoprotektif etkileri metanol, su
ve etil asetat ekstrelerinde incelenmistir. Hem hidroperoksit kaynakli oksidatif strese
kars1 hem de glioksal kaynakli protein karbonilasyonuna karsi, metanolik P. vera
ekstraktinin yiiksek stabilite gosterdigi bunu sirasiyla; su, gallik asit, katesin, o-
tokoferol ve etil asetat ekstrelerinin takip ettigi belirlerlenmistir.

Sunulan tezde Antep, Siirt, Urfa yorelerinden temin edilen P. vera meyve
kisimlarinin  kabuklart oda sicakliginda, karanlikta, hafif hava akimli ortamda
kurutulup o6giitiildiikten sonra uygun ¢ozgen ortamlarinda elde edilen izolatlarin

yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin aydinlatilmasi, DPPH radikal ile hidroksil
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radikal sonlimleme, metal selatlama kapasitesi ve indirgeme giicii aktiviteleri testleri
ile antioksidan 6zelliklerinin tayin edilmesi ve ayrica HeLa, MCF-7, OE-33, ACC-201
gibi hiicre hatlarinda da anti proliferatif ve apoptotik etkilerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Arastirmada, atik niteligi tastyan P. vera dis kabuklarinin gerek gida sektoriinde
koruyucu destek maddesi ve gerekse saglik sektoriinde anti kanserojen olarak
uygulanabilirliginin belirlenmesiyle Tiirkiye agisindan ekonomik potansiyeli ortaya

konulmus olacaktir.
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BOLUM iKi
MATERYAL VE METOD

Deneysel calismalarda kullanilan Pistacia vera tiirleri Antep, Siirt ve Urfa
yorelerinden agustos ayinda toplandi. Hiicre kiiltlir calismalarinda kullanilan HeLa,
MCF-7, OE-33 ve ACC-201 hiicre hatlari, Alman Mikroorganizmalar ve Hiicre
Kiiltiirii Koleksiyonu (DSMZ) 'den satin alindi.

Kullanilan kimyasallar: Etanol, metanol, n-hekzan, etil eter, etil asetat, hidroklorik
asit, sodyum hidroksit, asetik asit, asetonitril, formik asit, ortofosforik asit, EDTA,
FeCls, askorbik asit, H2O», deoksiriboz, TCA, TBA, FeCly, ferrozin, potasyum
ferrisiyanit, trikloroasietik asit, DMSO, PBS, epigallokatesin, katesin, epikatesin,
apigenin, luteolin, eupatorin, rutin, kemferol, isorhamnetin, mirisetin, kersetin,
hesperetin, naringenin, hesperidin, gallik asit, kafeik asit, benzoik asit, vanilik asit,
sinapik asit, sirincik asit, ferulik asit, klorojenik asit, t-sinnamik asit, 4-hidroksi-
benzoik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit, protokatekuik asit olup kullanilan tiim

kimyasallar analitik safliktadir.
2.1 Pistacia vera Orneklerinin Hazirlanmasi

Antep, Siirt ve Urfa yoresi P. vera’larinin dis kabuklari karanlik ortamda
kurutulmustur. Ayrilan dis kabuklar O6gitiilmesinin ardindan sokslet cihazinda

n-hekzan ile 6n esktraksyon islemi uygulanmis ve kat1 6rnekler liyofilize edilip tekrar

kurutularak ve -20°C’de stoklanmustir.
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2.2 Fenolik Bilesenlerin Ekstraksyonu ve HPLC Analizleri

2.2.1 Flavan-3-ol Ekstraktinin Hazirlanmasi: ve HPLC ile Analizi

Hekzan ekstrasksiyonusonrast 2 gram kuru ornek ultrasonik banyoda, 40 mL
metanol ve 60°C'de 2 saat siireyle ekstrakte edilnesinin ardindan 4500 rpm'de 15dk
santrifiijlenmistir. Ekstraksyon isleminin 2 kez tekrarlanmasiyla elde edilen

metanoldeki flavan-3-ol ekstrakti evaporasyon islemiyle kurutulmustur.

Santrifiij sonrasi elde edilen pellet kismu asit hidrolizi amaciyla 40 mL 2,5 N HCI-
MeOH (4:1) karisiminda stispanse edilip su banyosunda 100°C'de 2 saat inkiibe
edilmistir. Hidrolizi takiben 3x24 mL dietil eter ve 4x24 mL etil asetat ile ardisik sivi-
stv1 ekstraksyonlart uygulanmigtir. Toplanan etil asetat ve dietil eter fazlar1 kuruluga
kadar evapore edilip birlestirildikten sonra flavan-3-ol asit ekstrakti olarak

tanimlanmustir.

Flavan-3-ol metanol ve asit hidroliz ekstrelerinin metanoldeki ¢ozeltileri HPLC’de
De Villiers ve diger. (2004) tarafindan tanimlanan ydntem ile analiz edilmistir. Islem,
C18 ters faz kolonu (150 mm x4,6 mm, 5 um partikiil) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Mobil faz (A) % 2 asetik asit/su ve (B) 70/30 asetonitril/su olan gradiyent sistemde
0-3 dk., %5 B; 3-8 dk., %5-15 B; 8-10 dk., %15-20 B;10-12 dk., %20-25 B; 12-20
dk., %25-40 B; 20-30 dk., %40-80 B oranlar1 kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 20
uL, kolon sicakligi 30°C, dalga boyu 315 nm ve akis hiz1 1,2 mLdk* olarak

belirlenmis, standart olarak da epigallokatesin, katesin, epikatesin kullanilmustir.

2.2.2 Flavon Ekstraktinin Hazirlanmasi ve HPLC ile Analizi

Kantifikasyon analiz i¢in, onceden ogiitiilmiis kuru ornekten 2 gram alinarak
150 mL etil eter ortaminda 20 dakika siireyle karistirtlmistir. Ardindan 75 mL etil
eterle 10 dk siireyle islem iki kez tekrar edilmis, toplanan ekstraktlar filtrelenip vakum
ortaminda 30°C’de kurutulmustur. Flavon 6rnekleri metanolde ¢oziindiiriiliip HPLC

ile analiz edilmistir (Valentao ve diger., 1999).
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Islem, C18 ters faz kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 um partikiil) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Mobil faz (A) su/formik asit (19:1) ve (B) metanol olan gradiyent
sistemde 0 dk., %50 B; 5 dk., %80 B; 30 dk., %80 B oranlar1 kullanilmisg, enjeksiyon
hacmi 20 pL, kolon sicaklign 30 °C, dalga boyu 350 nm ve akis hizi 1 mLdk ! olarak

belirlenmis, standart olarak apigenin, luteolin ve eupatorin kullanilmistir.

2.2.3 Flavonol Ekstraktinin Hazirlanmasit ve HPLC ile Analizi

2 gram kuru 6rnek 100 mL % 95 sulu metanol ve 30 ml 25% (w/w) HCI (7.7M,
281g/L) igeren sokslet cihazinda 1 saat ekstre edilmis, filitrasyon sonrasi 6rnek 60 mL
MeOH ile 10dk boyunca ardisik 2 kez daha islem tekrarlanmustir. Toplanan 6rneklerin
hacmi metanol ile 100 mL’ye tamamlandiktan sonra Olszewska’nin (2008)

tanimladig1 yontemle HPLC ile analiz edilmistir.

Islem, C18 ters faz kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 um partikiil) kullanilarak
yapimistir. Mobil faz (A) % 0,5, ortofosforik asit/su ve (B) metanol olan gradiyent
sistemde 0-10 dk., %40-60 B; 10-21 dk., %60 B; 21-23 dk., %60-40 B; 23-26 dk.,
%40 B; 26-30 dk., %40 B oranlar1 kullanilmus, kolon sicakligi 30°C, dalga boyu 370
nm, enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hiz1 1 mLdk* olarak belirlenmis ve standart

olarak rutin, kersetin, kemferol, isorhamnetin ve mirisetin kullanilmustir.

2.2.4 Flavanon Ekstraktinin Hazirlanmasi ve HPLC ile Analizi

2 gram kuru 6rnek alinarak 75 mL %80 etanol ile 90 °C'de 2 saat ekstrakte edilip
santrifiij sonras1 vakumda kurutulmustur. Flavanon 6rnegi olarak adlandirilan 6rnek

i¢in rezidii, metanolde ¢oziiliip filtrelenip HPLC’de analiz edilmistir.

Pellati ve diger. (2008) tanimladig1 yontemle C18 ters faz kolonu (150 mm x 4,6
mm, 5 um partikiil) kullanilarak HPLC analizi yapilmistir. Mobil faz (A) %0,6, asetik
asit/su ve (B) metanol olan gradiyent sistemde 0-5 dk., %20-40 B; 5-8 dk., %40 B;
8-12 dk., %40-60 B; 12-25 dk., %60 B; ve 25-30 dk., %60-20 B; oranlar
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kullanilmus, kolon sicakligr 30°C, dalga boyu 285 nm, enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis
izt 1 mLdk? olarak belirlenmis ve standart olarak hesperetin, naringenin ve

hesperidin kullanilmistir.

2.2.5 Fenolik Asit Ekstraktinin Hazirlanmasi ve HPLC ile Analizi

6 gram kuru 6rnek, %80 metanol ile 5:1 oraninda oda sicakliginda 1 saat siireyle 2

kez ekstrakte edilmistir.

2.2.5.1 Serbest ve Asit-Baz Hidrolizli Fenolik Asitler

Ekstrakisyon sonrasi filtre edilen siipernatantlar evaporator ile kurutulup, pH’s1 2,0
olan 12 mL suda ¢6ziilmesinin ardindan 3 kez tekrarlanacak sekilde 12 mL etil eter ile
s1vi-sivi ekstraksyonu gergeklestirilmistir. Cozeltinin eter fazi, Serbest Fenolik Asitleri
(SFA) igerir.

Su faz1 ise 2M NaOH ile pH 7,0’e nétralizasyon sonrasi evaporatérde vakum altinda
kurutulup tekrar 12 mL 2M NaOH ’de ¢oziilereck 4 saat oda sicakliginda
karistirtlmistir. Karisim HCI ile pH 2,0’ye ayarlanip etil eter ile yine 3 kez ekstrakte
edilmistir. 2 fazli ekstraktin eter fazi1 Baz-Hidrolize Fenolik Asitleri (BHFA) igerir.

Diger su faz1 12 mL 6M HCI ile 95°C'de 20dk siireyle karistirilip 3 kez etil eter
ekstraksyonuna tabii tutulmustur. Ayrilan eter fazi Asit-Hidrolize Fenolik Asitleri
(AHPA) igerir.

6 gram kuru 6rnegin %80 metanol 5:1 (v/w) ile oda sicakliginda 1 saat siireyle 2
kez ekstraksiyonu sonrasi kati fazda yukaridaki islemlerden farkli olarak metanolde
ekstrakte edilemeyen ancak asidik ve bazik ortamda hidrolize edilebilen fenolik asitler

tanimlanmaistir.

A) Birinci asamada, kat1 6rnegin yarisi alinarak 60 mL 2M NaOH ¢ozeltisinde oda

sicakliginda 4 saat siireyle bazik hidroliz islemi gergeklestirilmistir. Ardindan iglem
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gormiis kat1 6rnek bu kez 6 M HCI’de 95°C’de 1 saat siireyle asit hidrolizine maruz
birakilmistir. Esktreler sirasiyla Kb: (Fenolik Asit Kat1 Baz 1) ve Kaz (Fenolik Asit

Kat1 Asit 2) fraksiyonlari olarak tanimlanmustir.

B) ikinci asamada kat1 6rnegin diger yaris1 almarak ayni kosullarda, énce asit
ardindan ise baz hidrolizi uygulanmistir. Esktreler sirasiyla Kag (Fenolik Asit Kati Asit

1) ve Kby (Fenolik Asit Kat1 Baz 2) fraksiyonlar1 olarak tanimlanmuistir.

A ve B asamalarinda elde edilmis tiim fraksiyonlar pH 2,0°de 60 ml etil eter ile 3
kez ekstrakte edilmis, vakum altinda kurutulup metanolde ¢6ziilmiis ve filtrelenerek

Kim ve diger., (2006) tanimladig1 yontemle HPLC’ye uygulanmuistir.

Bu islemde C18 ters faz kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 um partikiil) kullanilarak
HPLC analizi yapilmistir. Mobil faz (A) asetonitril ve (B) %2 asetik asit/su olan
gradiyent sistemde 0-30 dk., %85-100 B; 30-55 dk., %50-85 B; 55-60 dk., %0-50 B
ve 60-65 dk., %0-100 B oranlarinda; kolon sicaklig 30°C, enjeksiyon hacmi 20 uL ve
akis hiz1 1 mLdk ! olarak belirlenmis ve standart olarak gallik, kafeik, benzoik,
vanilik, sinapik, siringik, ferulik, klorojenik, sinnamik, 4-hidroksi-benzoik, p-
kumarik, o-kumarik, protokateksuik asitler kullanilmis. Olciimler benzoik asit ve

sinamik asit tlirevleri i¢in sirasiyla 280 ve 320 nm'de yapilmustir.

2.2.6 Metanol/Su Ekstraktinin Hazirlanmasi ve HPLC ile Analizi

2 gram kuru &rnek alinarak 100 mL 3/2 metanol/su ile 90 °C'de 4 saat ekstrakte
edilip santrifiij sonras1 vakumda kurutulmustur. Ornek igin rezidii, metanolde ¢oziiliip
HPLC’de De Villiers ve diger. (2004) tarafindan tanimlanan yontem ile analiz

edilmistir.

Islem, C18 ters faz kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 pm partikiil) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil faz (A) %2 asetik asit/su ve (B) 70/30 asetonitril/su olan
gradiyent sistemde 0-3 dk., %5 B; 3-8 dk., % 5-15 B; 8-10 dk., % 15-20 B;10-12
dk., % 20-25 B; 12-20 dk., % 25-40 B; 20-30 dk., % 40-80 B oranlar1 kullanilmustir.
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Enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicaklig1 30°C, dalga boyu 280, 315, 350 nm ve akis
hiz1 1,2 mLdk?* olarak belirlenmistir.

2.2.7 Etilasetat/Su Ekstraktinin Hazirlanmasi ve HPLC ile Analizi

2 gram kuru drnek alinarak 100 ml 7/3etilasetat/su ile 90 °C'de 4 saat ekstrakte
edildikten sonra etil asetat ve su fazlar1 ayr1 ayr1 alinarak santrifiij sonras1 vakumda
kurutulmustur. Ornek igin rezidii, metanolde ¢éziiliip filtrelenip HPLC’de De Villiers

ve diger. (2004) tarafindan tanimlanan yontem ile analiz edilmistir.

Islem, C18 ters faz kolonu (150 mmx4,6 mm, 5 um partikiil) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil faz (A) %2 asetik asit/su ve (B) 70/30 asetonitril/su olan
gradiyent sistemde 0-3 dk., %5 B; 3-8 dk., %5-15 B; 8-10 dk., %15-20 B;10-12 dk.,
%20-25 B; 12-20 dk., %25-40 B; 20-30 dk., %40-80 B oranlar1 kullanilmistir.
Enjeksiyon hacmi 20 uL, kolon sicaklig1 30°C, dalga boyu 280, 315, 350 nm ve akis

hiz1 1,2 mLdk* olarak belirlenmistir.

2.3 Fenolik Bilesenlerin Antioksidan Aktivite Tayinleri

2.3.1 DPPH Radikal Soniimleme Aktivitesi

DPPH radikal soniimle aktivite testi, Shimada ve digerleri (1992) tarafindan
tanimlanan yontemle gerceklestirilmistir Ekstraktlarin veya askorbik asidin 5,5 mL'lik
cesitli diliisyonlar1, 1 mL % 0,001'lik DPPH-Etanol ¢6zeltisi ile karistirilip 517 nm'de

bosluga kars1 renk degisimi Sl¢iilmiistiir.

AA=Ao-Ornek absorbans degerleri
Yiizde soniimleme = AAx100/Ao (2.1)

2.3.2 Hidroksil Radikal Soniimleme Kapasitesi

Hidroksil radikal soniimleme kapasitesi, Halliwell ve digerlerinin tanimladigi

yontemde ufak modifikasyonlar yapilarak 6l¢iimistiir (Halliwell ve diger., 1987).
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Deiyonize su ile hazirlanan EDTA (1 mM), FeClsz (1 mM), askorbik asit (1 mM),
H202 (1 mM) ve deoksiriboz (0,028 M) stok ¢ozeltilerinden analiz i¢in 0,1 mL 6rnege
0,104 mL EDTA, 0,1 mL FeCls, 0,1 mL Hz202, 0,1 mL deoksiriboz, 0,396 mL fosfat
tamponu (20 mM, pH 7,4) ve 0,1 mL askorbik asit eklenmistir. Karisim daha sonra 1
saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Ao i¢in Ornek yerine son hacim tampon ile

tamamlanmastir.

Inkiibe edilen karigim, 1,0 mL (% 2) TCA ve 1,0 mL (% 1) TBA ile karistirilip 15
dk siireyle kaynatilip sogumaya birakilmistir. Renk gelisimi, deoksiriboz yerine

tampon ¢ozelti bulunan karsima karsi 532 nm'de ol¢lilmiistiir.

AA=Ao-Ornek absorbans degerleri
Yiizde soniimleme = AAx100/Ao (2.2)

2.3.3 Metal Selatlama Kapasitesi

Fe?*-selatlama aktivitesi, Fe?'-ferrozin kompleksinin olusumu olgiilerek
belirlenmistir (Carter, 1971). Ornekler 250 mL Sodyum asetat tamponu (100 mM,
pH 4,9) ve 30uL FeCl2 (% 0,01, w/v) ile kanigtirthp oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyondan sonra 12,5 mL ferrozin (40 mM) eklenmistir. Fe (Il) iyonlarinin

ferrozine baglanmasi 562 nm'de 6l¢iilen renkli bir kompleks olusturmustur.

2.3.4 Indirgeme Giicii Aktivitesi

Ekstraktlarin indirgeme giicii testi, Oyaizu’nun belirledigi yOntemine gore
uygulanmistir (Oyaizu, 1986). 1 mL 6rnek ekstreler fosfat tamponu (2,5 mL, 0,2M,
pH 6,6) ve potasyum ferrisiyanit (2,5 mL, %1) ile karigtirllmigtir. Karisim 20 dakika,
50 °C'de inkiibe edilmistir. Karisima bir kisim (2,5 mL) trikloroasetik asit (%10) ilave
edilip 10 dk santrifiijlenmistir. C6zeltinin {ist fazindan alinan 2,5 mL destile su (2,5
ml) ve FeCls (0,5 mL,% 0,1) ile karigtirilip absorbansi 700 nm'de 6l¢iilmiistiir.
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Vitamin C’nin tepkime ortaminda bulunan degisik derigim aralig1 ile 300 nm’deki
absorbans degerleri arasinda grafik ¢izilerek 6rneklerin absorbans degerleri C vitamini

esdegeri cinsinden hesaplanmistir.

2.4 Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

2.4.1 MTT Hiicre Proliferasyonu Uygulamasi

MTT testi, Mosmann yontemi ile gerceklestirilmistir (Mosmann 1983). Siispanse
haldeki hiicre hatlar1 96 kuyucuklu bir mikroplate de oyuk basina 1x10* hiicrede olacak
sekilde ekim islemi yapilmis, bu hiicreler 37°C'de % 5 CO> igeren nemlendirilmis bir
inkiibatore yerlestirilmistir. Daha sonra, hiicreler 12-48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlara maruz birakilmistir. Hiicreler i¢in kontrol olarak
aym oranda DMSO igeren besi ortami kullannlmustir. Olgiim igin, plakalara MTT
cozeltisi (5 mg/mL PBS) eklenip 37°C'de optimal inkiibasyon ortamina
yerlestirilmistir. Metabolik olarak aktif olan hiicreler MTT'yi mavi formazan
kristallerine indirgemistir. 4 saat sonra, MTT-formazan kristalleri DMSO ile ¢6ziiliip

570 nm’de yapilan 6l¢iimler kontrolle kiyaslanarak ICso degerleri hesaplanmustir.
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BOLUM UC
TARTISMA VE SONUC

P. vera meyve kabuklarindan farkli kosullarda elde edilen ekstrelerde bulunan
flavonol, flavon, flavan-3-ol, flavanon ile serbest ve baz-asit hidrolize fenolik asitlerin
RP-HPLC ile aydinlatilmasinin ardindan; antioksidan DPPH, hidroksil radikal
sontimleme, metal seclatlama kapasitesi ve indirgeme giicii aktivite testleri
gerceklestirilmistir. Arastirmanin son asamasinda ekstrelerin sitotoksik etkilerini
belirleme amaciyla HeLa, MCF-7, OE-33, ACC-207 hiicre hatlarinda 1Cso degerleri

belirlenmistir.

3.1 Pistacia vera Ekstraktlarinin Fenolik Bilesenlerinin Aydinlatilmasi

Arastirmada kullanilan farkli bolgelerden elde edilmis P.vera ornekleri tez
kapsaminda Antep (A), Siirt (S) ve Urfa (U) olarak sembolize edilmistir. Materyal ve
Metod béliimiinde detayli ele alinmis olan polifenollerin incelenen her bir grubunun
islem kosullar1 sematize edilmis (Sekil 3.1a ve -3.1b) ve kosullar Tablo 3.1°de
detaylandirilmistir. Tabloda ayrica arastirmalarda yaygin olarak rastlanmakta olan 3/2

metanol/su ve 7/3 etil asetat/su ekstraksyon kosullarina da yer verilmistir.

P. vera orneklerinin polifenol; flavanol, flavon, flavan-3-ol, flavanon ve fenolik
asit; serbest, asit ve baz hidrolizi 6rnekleri ile genel; metanol/su ve etilasetat/su
ekstrelerinin HPLC sonuglar1 ve miktarlar asagidaki Sekil ve Tablolarda sirasiyla

gosterilmistir.
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Tablo 3.1 Pistacia vera érneklerinin hazirlanmasinda kullanilan yontemler

HPLC
Fenolik Bilesen Cozgen Yontem Siire Sicaklik
-nm
Flavonol %95 MeOH Asitli 1Sa Oda Sicakligi 370
+ Ekstraksiyon
%25 HCI
(10:3)
Flavon Etil Eter Ekstraksiyon 20 Dk | Oda Sicaklig 350
Sonikasyon
MeOH, MeOH 15 Dk
) 60 °C
l Sonikasyonu
Flavan-3-ol l
2,5 N HCI l l 315
+
A Asit Hidrolizi
MeOH (4:1) | Asit Hidrolizi 2Sa
100 °C
Flavanon %80 EtOH Ekstraksyon 2 Sa 90°C 285
Serbest
Fenolik %80 MeOH
) Ekstraksyon 1Sa Oda Sicakligi
Asitler (5:1 VIW)
(S)
o Baz oM SFA
D
2| Hidrolizi | 45a | OdasSicakhy | 2%
< NaOH ve
X (B) B
IS 320
5 SFA B
LL
Asit l l
Hidrolizi 6 M HCI B A 1Sa 95°C
(A) |
A
3/2 ) 280
MeOH/SU Ekstraksiyon 8 Sa 90°C
MeOH/Su 315
Genel 7/3 Etil ] ve
Ekstraksiyon 8 sa 90 °C
EA/SU Asetat/Su 350
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POLIFENOLLER

! |
|  FLAVONOL | | FLAVAN-3-OL |
| |
| AstiEkstraksyon | | Fkstraksyon |
[ | ]
| SIVI | I KATI |
| : ]
FLAVONOL FLAVAN.3-0L | Asit Hidroliz |
{4 Svell Metanol 1
(A Svell) | Sma-Sma Eks. |
l
ETER
FLAVAN-3-0L
Asit Hid. (A, Sve U)
FLAVON
1 | [ FLAVANON
[ Eksua;:syon | |
| SIVI | Fhstraksyon
l |
FLAVON | SIVI
(A UvS) |
FLAVANON
(A, Sve U)
MeOH/S) | mummnt|  Elistraksyon | et [ STV |==+{TOT AL MeOH/SU (4, Sve U) |
TOTAL
Efil ASElalSy | memmp| Ekstraksyon | mem| STV | =T OT AL Fiil Asetat {4, Sve U) |

Sekil 3.1a P.vera 6rneklerinin siniflandirilmasi
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Antep
DAD1 A, Sig=370,8 Ref=400,100

mAU 3
100 —5 g
80 ®
P |
ig i sg:\ \6:0&’@ \ S
r = N W " A -
0] B I3 L2 B g | =
0.; P 20 n AN -2 | \- _—
0 5 10 15 20 min
Siirt
DAD1 A, Sig=370,8 Ref=400,100
mAU 1 %
4
150 |
100 & ‘ & =&
3 Py > N | 28« 2
o] § $XP|S S 0§ || =48
ol I—2sae B 2 LA T AL =
0 5 10 15 20 min
Urfa
DAD1 A, Sig=370,8 Ref=400,100
mAU 7
100 g :
80 g
60 i 3 Qg’?\é{\ ’ 5
40 'g e é%’b\ "e) b3 8 2
0 % B4 8 | 3 ®od
0_1 :;_ — . »-.,A" - f,*}l',4.';_:;-‘~:;__ =
T y T T ‘ :
0 5 10 15 20 min
Sekil 3.2 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavonol sonuglari
Tablo 3.2 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavonol miktarlari
P.vera P.vera P.vera
Fenolik Fenolik Fenolik
Fenolik Bilesen Rt . Rt . Rt .
I¢erigi . I¢erigi Icerigi
(Flavonol) (Antep) (Siirt) (Urfa)
(mg/g) (ma/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Rutin - - 5,412 0,56 5,652 0,45
Mirisetin 6,792 0,55 6,795 0,94 6,770 0,79
Kersetin 9,736 1,38 9,739 2,99 9,720 1,62
Kemferol 12,323 0,40 12,337 0,65 12,307 0,59
[zoramnetin - - 12,856 0,06 12,832 0,07
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Antep
DAD1 B, Sig=350,4 Ref=400,100
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03}“ ) QAL RN - e
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Sekil 3.3 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavon sonuglart

Tablo 3.3 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavon miktarlari

P.vera P.vera P.vera

Fenolik Fenolik Fenolik
Fenolik Bilesen Rt . Rt . Rt .

Icerigi B Icerigi Icerigi
(Flavon) (Antep) (Siirt) (Urfa)

(mg/g) (ma/g) (mg/g)

Antep Siirt Urfa
Apigenin 5,157 0,0298 5,165 0,0265 5,337 0,0210
Luteolin 6,898 0,0705 6,972 0,0485 6,972 0,0530
Eupatorin 8,691 0,0154 - - 8,770 0,0133
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Antep
DAD1 A, Sig=280,8 Ref=400,100
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0 20
Siirt
DAD1 A, Sig=280,8 Ref=400,100
mAU 3 &
3004 I
200 4 |
3 w
100 |2 §
o4 Bl 8N
T * v 1
0 5
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400':
300
200 - 2
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Sekil 3.4 P. vera metanol ekstrelerinn HPLC’de belirlenen flavan-3-ol sonuglar1

Tablo 3.4 P. vera metanol ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavan-3-ol miktarlari

P.vera P.vera P.vera

Fenolik Fenolik Fenolik
Fenolik Bilesen Rt . Rt . Rt .

I¢erigi B Icerigi Icerigi
(Flavan-3-ol) (Antep) (Siirt) (Urfa)

(mg/g) (mg/g) (mg/g)

Antep Siirt Urfa
Epigallokatesin - - - - - -
Katesin - - 9,032 0,71 9,557 1,17
Epikatesin 12,393 0,29 12,329 0,41 12,435 0,40
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Antep

DAD1 &, Sig=280,8 Ref=400,100 (SERVIS\IFLVND117.0)
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DAD1 A, Sig=260,8 Ref=400,100 (SERVIS\FLWMO116.D)
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Sekil 3.5 P. vera asit hidroliz ekstrelerinin HPLC’de belirlen flavan-3-ol sonuglari
Tablo 3.5 P. vera asit hidroliz ekstrelerinin HPLC’de belirlen flavan-3-ol miktarlari
P.vera P.vera P.vera
Fenolik Fenolik Fenolik
Fenolik Bilesen Rt . Rt . Rt .
Icerigi . Icerigi Icerigi
(Flavan-3-ol) (Antep) (Siirt) (Urfa)
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Epigallokatesin - - - - - -
Katesin 9,524 0,62 9,599 2,07 9,732 0,59
Epikategin 12,359 0,03 12,371 0,07 12,355 0,04
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Antep
DAD1 A, Sig=285,8 Ref=400,100

20 min
Siirt
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i f
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03—l I Y 9
0 5 20 min
Sekil 3.6 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavanon sonuglari
Tablo 3.6 P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen flavanon miktarlari
P.vera P.vera P.vera
Fenolik Fenolik Fenolik
Fenolik Bilesen Rt . Rt . Rt .
Icerigi B Icerigi Icerigi
(Flavanon) (Antep) (Siirt) (Urfa)
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Hesperidin 10,915 0,256 10,823 0,268 10,944 0,339
Naringenin 14,176 0,145 14,076 0,165 14,189 0,168
Hesperetin 14,918 0,199 14,863 0,251 14,916 0,223
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Sekil 3.7 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA sonuglari

Tablo 3.7 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA miktarlar

Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit . Fenolik .
) ) Zamani I¢erigi (mg/g) Zamani I¢erigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,965 0,1540 Kafeik Asit 17,771 0,0012
Benzoik Asit 30,790 0,1561 o-Kumarik Asit | 35,240 0,0317
Vanilik Asit - - Sinapik Asit 30,268 0,0117
Sirincik Asit 19,536 0,0002 Ferulik Asit 29,086 0,0043
Klorojenik Asit 16,583 0,0017 t-Sinnamik Asit | 41,372 0,0067
4-Hidroksi-
. ] - - p-Kumarik Asit 24,777 0,0008
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,430 0,0251 Toplam 0,3934
Si
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DAD1 A, Sig=280,8 Ref=400,100
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Sekil 3.8 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA sonuglari

Tablo 3.8 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA miktarlar:

. . Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit . .
) Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamam Icerigi (mg/g)
Bilesenleri _ _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt

Gallik Asit 3,990 0,11137 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit 30,834 0,09210 o-Kumarik Asit 35,275 0,02795
Vanilik Asit - - Sinapik Asit 30,298 0,00831
Sirincik Asit 19,754 0,00101 Ferulik Asit 29,107 0,00121
Klorojenik Asit 16,566 0,00399 t-Sinnamik Asit 41,248 0,00402
4-Hidroksi- . .

. ] - - p-Kumarik Asit 24,836 0,00035
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,465 0,01021 Toplam 0,2605

Si
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Sekil 3.9 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA sonuglari

Tablo 3.9 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen SFA miktarlar1

. . Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit . .
) Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,821 0,32673 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit 30,798 0,33642 o-Kumarik Asit 35,053 0,02851
Vanilik Asit 16,688 0,00493 Sinapik Asit - -
Sirincik Asit 19,824 - Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit 41,385 0,00174
4-Hidroksi- ) )

. ] - - p-Kumarik Asit 24,538 0,00114
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,424 0,22752 Toplam 0,9332

Si
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Sekil 3.10 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA sonuglart

Tablo 3.10 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA miktarlari

. Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit . .
. Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamam Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,955 0,0212 Kafeik Asit 17,627 0,0018
Benzoik Asit 30,904 0,0190 o-Kumarik Asit 35,418 0,0034
Vanilik Asit 16,713 0,0186 Sinapik Asit 30,186 0,0035
Sirincik Asit 19,853 0,0035 Ferulik Asit 29,000 0,0080
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit 41,271 0,0010
4-Hidroksi- . .
. . 12,236 0,0128 p-Kumarik Asit 24,840 0,0033
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,435 0,0106 Toplam 0,1067
Si
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Sekil 3.11 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA sonuglari

Tablo 3.11 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA miktarlar1

. . Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit . .
) Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamani Igerigi (mg/q)
Bilesenleri _ _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt
Gallik Asit 3,470 0,58006 Kafeik Asit - 0,00000
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit 34,755 0,00189
Vanilik Asit - - Sinapik Asit 29,799 0,00557
Sirincik Asit - - Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit 16,380 0,00294 t-Sinnamik Asit 40,915 0,00041
4-Hidroksi- ) )
) ) - - p-Kumarik Asit - -
Benzoik Asit
Protokatesuik
) - - Toplam 0,5909
Asit
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Sekil 3.12 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA sonuglari
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Tablo 3.12 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen BHFA miktarlari

. . Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit . .
. Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,969 0,01537 Kafeik Asit 17,703 0,00136
Benzoik Asit 30,913 0,00770 o-Kumarik Asit 35,251 0,00218
Vanilik Asit 16,822 0,01779 Sinapik Asit 30,226 0,00340
Sirincik Asit 19,887 0,00504 Ferulik Asit 29,065 0,00953
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit 41,288 0,00129
4-Hidroksi- ) )

) ) 12,317 0,01119 p-Kumarik Asit 24,882 0,00583
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,459 0,13381 Toplam 0,2145

Si
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Sekil 3.13 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA sonuglari

Tablo 3.13 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA miktarlar

. . Gelme P.vera Fenolik ) Gelme | P.vera Fenolik
Fenolik Asit ; Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,759 0,1950 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit | 35,370 0,0034
Vanilik Asit 16,464 0,0170 Sinapik Asit - -
Sirincik Asit - - Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,369 0,0036
4-Hidroksi- ) )
) ) 12,090 0,0101 p-Kumarik Asit - -
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,385 0,1432 Toplam 0,3724
Si
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Sekil 3.14 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA sonuglari

Tablo 3.14 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA miktarlari

. . Gelme | P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit d .
) Zamam | Icerigi (mg/g) Fenolik Bilesen Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri _ _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt

Gallik Asit 3,891 0,20406 Kafeik Asit 17,457 0,00216
Benzoik Asit 30,866 0,12440 o-Kumarik Asit 35,219 0,00735
Vanilik Asit 16,670 0,07516 Sinapik Asit - -
Sirincik Asit 19,650 0,01585 Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit 41,344 0,00678
4-Hidroksi- ) )

) ) 12,055 0,06899 p-Kumarik Asit 24,591 0,00627
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,320 0,22734 Toplam 0,7384

Si
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Sekil 3.15 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA sonuglari

Tablo 3.15 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen AHFA miktarlari

. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit ] Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,908 0,15603 Kafeik Asit 17,615 0,00345
Benzoik Asit 30,797 0,00885 o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit 16,682 0,02902 Sinapik Asit 30,157 0,00268
Sirincik Asit 19,885 0,01418 Ferulik Asit 28,858 0,00336
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,341 0,00447
4-Hidroksi- . .

) ) 12,115 0,04848 p-Kumarik Asit | 24,651 0,00895
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,343 0,53953 Toplam 0,8190

Si
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Sekil 3.16 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb; sonuglar1

Tablo 3.16 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb1 miktarlari

. . Gelme | P.vera Fenolik : Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit ] Fenolik .
) Zamam | Icerigi (mg/g) Zamam Igerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,895 0,2076 Kafeik Asit 17,239 0,0041
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit | 35,061 0,0115
Vanilik Asit 16,791 0,0005 Sinapik Asit - -
Sirincik Asit 19,425 0,0016 Ferulik Asit 28,572 0,0088
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,193 0,0013
4-Hidroksi- . .
. . - - p-Kumarik Asit | 24,348 0,0165
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,236 0,1875 Toplam 0,4395
Si
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Sekil 3.17 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb: sonuglari

Tablo 3.17 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC de belirlenen Kb; miktarlari

Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit . Fenolik .
) Zamani I¢erigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri » Bilesen _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt
Gallik Asit 3,919 0,27684 Kafeik Asit 17,490 0,00351
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit 35,156 0,00638
Vanilik Asit 16,947 0,00413 Sinapik Asit 29,972 0,00643
Sirincik Asit 19,567 0,00100 Ferulik Asit 28,791 0,00871
Klorojenik Asit 16,409 0,00592 t-Sinnamik Asit | 41,247 0,00069
4-Hidroksi-
. ] 12,063 0,06541 p-Kumarik Asit 24,574 0,02247
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,302 0,14720 Toplam 0,5487
Si
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Sekil 3.18 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, sonuglari

Tablo 3.18 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb; miktarlari

. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit . Fenolik .
) Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,921 0,51406 Kafeik Asit 17,445 0,00457
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit 16,920 0,00288 Sinapik Asit 30,021 0,01088
Sirincik Asit 19,558 0,00325 Ferulik Asit 28,817 0,01556
Klorojenik Asit 16,375 0,00385 t-Sinnamik Asit 41,284 0,00599
4-Hidroksi- . .

. . 12,041 0,07694 p-Kumarik Asit | 24,597 0,02199
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,288 0,39431 Toplam 1,0543

Si
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Sekil 3.19 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka, sonuglari

Tablo 3.19 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka, miktarlar

. ) Gelme P.vera Fenolik Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit . .
r Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,919 1,0634 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit 34,970 0,0034
Vanilik Asit 16,553 0,0352 Sinapik Asit - -
Sirincik Asit 19,532 0,0077 Ferulik Asit 29,180 0,0040
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit 41,258 0,0004
4-Hidroksi- ) )
. ] 12,003 0,0257 p-Kumarik Asit 24,523 0,0027
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,280 0,0378 Toplam 1,1802
Si
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Sekil 3.20 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka, sonuglari

Tablo 3.20 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC de belirlenen Ka, miktarlar1

. . Gelme P.vera Fenolik \ Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit ] Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri i Bilesen _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt

Gallik Asit 3,063 0,55098 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit 35,071 0,00425
Vanilik Asit 14,337 0,02788 Sinapik Asit 30,398 0,00847
Sirincik Asit 17,485 0,00689 Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 40,840 0,00036
4-Hidroksi- . .

) ) 9,929 0,02893 p-Kumarik Asit - -
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,456 0,02309 Toplam 0,6508

Si
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Sekil 3.21 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka, sonuglart
Tablo 3.21 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka, miktarlari
. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit ] Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Urfa (Ry) Urfa
Gallik Asit 3,900 0,61512 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit - - Sinapik Asit - -
Sirincik Asit 19,510 0,00251 Ferulik Asit 28,709 0,00272
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,259 0,00020
4-Hidroksi- . .
) ) 12,009 0,00014 p-Kumarik Asit 24,483 0,00397
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asi 7,260 0,03505 Toplam 0,6597
Sit
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Sekil 3.22 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kai sonuglari

Tablo 3.22 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka; miktarlar

. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik
Fenolik Asit 7 Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,920 6,0671 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit 30,301 0,2843 o-Kumarik Asit | 35,318 0,0105
Vanilik Asit 16,623 0,0766 Sinapik Asit 30,314 0,0190
Sirincik Asit 19,460 0,0661 Ferulik Asit 29,217 0,0138
Klorojenik Asit 16,976 0,0388 t-Sinnamik Asit | 41,276 0,0080
4-Hidroksi- ) )
) ) 12,145 0,3338 p-Kumarik Asit | 24,683 0,0068
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,408 0,2389 Toplam 7,1637
Si
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Sekil 3.23 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka; sonuglari

Tablo 3.23 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC de belirlenen Ka; miktarlari

) ) Gelme P.vera Fenolik ) Gelme | P.vera Fenolik

Fenolik Asit . Fenolik .
Zamani I¢erigi (mg/g) Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri _ Bilesen _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt

Gallik Asit 3,820 6,72604 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit | 35,198 0,01308
Vanilik Asit 17,030 0,02884 Sinapik Asit 30,214 0,01696
Sirincik Asit 19,718 0,03696 Ferulik Asit 29,197 0,00912
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,280 0,00521
4-Hidroksi- . .

) . 12,547 0,14391 p-Kumarik Asit | 24,803 0,00636
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,693 0,05528 Toplam 7,0417

Si
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Sekil 3.24 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka; sonuglari

Tablo 3.24 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Ka; miktarlar:

. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme P.vera Fenolik

Fenolik Asit . Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamani Icerigi (mg/g)
Bilesenleri Bilesen
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,882 5,05978 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit | 35,189 0,06710
Vanilik Asit 16,554 0,02976 Sinapik Asit 30,173 0,01317
Sirincik Asit - - Ferulik Asit 29,142 0,00972
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,248 0,03789
4-Hidroksi- . .

. . 12,040 0,17673 p-Kumarik Asit 24,582 0,00456
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asi 7,289 0,31323 Toplam 5,7119

Sit
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Sekil 3.25 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb> sonuglari

Tablo 3.25 Antep P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, miktarlar

Gelme | P.vera Fenolik Gelme | P.vera Fenolik
Fenolik Asit . .
. Zamam | Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Antep (Ry) Antep
Gallik Asit 3,951 0,0034 Kafeik Asit 17,458 0,0063
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit 16,635 0,0185 Sinapik Asit 30,237 0,0103
Sirincik Asit 19,686 0,0045 Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,250 0,0008
4-Hidroksi- . .
. . 12,110 0,0390 p-Kumarik Asit | 24,662 0,0148
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asi 7,368 0,0402 Toplam 0,1379
Sit
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Sekil 3.26 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, sonuglari

Tablo 3.26 Siirt P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, miktarlar:

. . Gelme P.vera Fenolik . Gelme | P.vera Fenolik

Fenolik Asit . Fenolik .
. Zamani Icerigi (mg/g) Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri _ Bilesen _
(Ry) Siirt (Ry) Siirt

Gallik Asit 3,956 0,04180 Kafeik Asit 17,416 0,00623
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit 16,612 0,01339 Sinapik Asit 30,136 0,00979
Sirincik Asit 19,629 0,00197 Ferulik Asit - -
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,228 0,00185
4-Hidroksi- ) )

) ) - - p-Kumarik Asit | 24,635 0,01311
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,341 0,25769 Toplam 0,3458

Si
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Sekil 3.27 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, sonuglari

Tablo 3.27 Urfa P. vera ekstrelerinin HPLC’de belirlenen Kb, miktarlar:

. . Gelme P.vera Fenolik Gelme | P.vera Fenolik

Fenolik Asit . .
) Zamani Icerigi (mg/g) | Fenolik Bilesen | Zamam | Icerigi (mg/g)
Bilesenleri
(Ry) Urfa (Ry) Urfa

Gallik Asit 3,974 0,03143 Kafeik Asit - -
Benzoik Asit - - o-Kumarik Asit - -
Vanilik Asit 16,648 0,01324 Sinapik Asit 30,238 0,01178
Sirincik Asit 19,686 0,00424 Ferulik Asit 28,716 0,00859
Klorojenik Asit - - t-Sinnamik Asit | 41,247 0,00263
4-Hidroksi- . .

. ] 12,140 0,02663 p-Kumarik Asit | 24,700 0,01511
Benzoik Asit
Protokatesuik
Asit 7,384 0,24022 Toplam 0,3539

Si
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Sekil 3.28 Antep P. vera 3/2 metanol/su ekstrelerinin HPLC sonuglari
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Sekil 3.29 Siirt P. vera 3/2 metanol/su ekstrelerinin HPLC sonuglar1
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DAD1 A, Sig=280,8 Ref=400,100 (SERVIS\FLVN0206.D)
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Sekil 3.30 Urfa P. vera 3/2 metanol/su ekstrelerinin HPLC sonuglari
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Tablo 3.28 P. vera 3/2 metanol/su ekstrelerinin HPLC’de belirlenen fenolik bilesenlerinin miktarlari

P.vera P.vera P.vera
Ol¢iim R Ifenolik - Ifenolik - Ifenolik
Fenolik Bilesen | Yapilan (Antep) Icerigi (siirt) Igerigi (Urfa) I¢erigi
nm (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Gallik Asit 280 2,277 0,140095 | 2,293 | 0,11498 | 2,282 | 0,175426
Protokatesuik
Asit 280 4,262 0,020644 | 4,328 | 0,01956 - -
4-Hidroksi—
Benzoik Asit 280 - - 7,229 | 0,00291 - -
Epigallokatesin 280 - - - - - -
Klorojenik Asit 315 - - - - - -
Katesin 280 - - - - - -
Vanilik Asit 280 - - - - - -
Kafeik Asit 315 9,835 0,000562 | 9,903 | 0,00291 | 9,888 | 0,00145
Sirincik Asit 280 - - - - 10,290 | 0,002168
Epikatesin 280 - - 11,074 | 0,01677 | 11,062 | 0,045399
p-Kumarik Asit 315 12,846 | 0,000868 | 12,857 | 0,45510 | 12,866 | 0,00069
Ferulik Asit 315 14,346 | 0,000828 | 14,384 | 0,00076 - -
Rutin 350 14,335 | 0,015139 | 14,371 | 0,01041 | 14,352 | 0,023478
Sinapik Asit 315 14,346 0,00088 - - 14,361 | 0,00163
o-Kumarik Asit 280 17,069 | 0,002795 | 17,053 | 0,00360 | 16,959 | 0,008141
Mirisetin 280 19,718 | 0,001591 | 19,707 | 0,00090 | 19,729 | 0,002403
Luteolin 315 20,481 | 0,000482 | 20,055 | 0,00043 | 20,063 | 0,000717
Kersetin 350 21,478 0,00094 | 21,479 | 0,00315 | 21,491 | 0,000909
Apigenin 315 - - - - 21,819 | 0,000805
t-Sinnamik Asit 280 22,319 | 0,000211 | 22,285 | 0,00008 | 22,269 | 0,000522
Naringenin 280 - - - - 22,493 | 0,000561
Izoramnetin 315 22,860 | 0,000311 - - 22,716 | 0,000781
Hesperetin 280 - - - - - -
Kemferol 280 - - - - - -
Eupatorin 350 - - - - - -
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Sekil 3.32 Siirt P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi su fazinin HPLC sonuglari

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=400,100 (SERVIS\FLWVMN0201.D)
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Sekil 3.33 Urfa P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi su fazinin HPLC sonuglari
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Tablo 3.29 P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi su fazindabelirlenen fenolik bilesiklerinin miktarlari

P.vera P.vera P.vera
Olgiim - Ifenolik - Ifenolik " Ifenolik
Fenolik Bilesen | Yapilan (Antep) Icerigi (siirt) Icerigi (Urfa) I¢erigi
nm (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Gallik Asit 280 2.300 0,100331 | 2.300 | 0,06686 | 2.316 | 0,085685
Protokatesuik
Asit 260 ) ) ) ) ) )
4-Hidroksi—

Benzoik Asit 280 7.338 0,009084 | 7.287 | 0,00338 | 7.330 | 0,00766
Epigallokatesin 280 - - - - - -
Klorojenik Asit 315 - - - - - -

Katesin 280 - - - - - -
Vanilik Asit 280 - - - - - -
Kafeik Asit 315 9.952 0,000962 | 9.936 | 0,00028 - -
Sirincik Asit 280 - - - - - -

Epikatesin 280 - - - - - -
p-Kumarik Asit 315 12.868 | 0,000706 | 12.866 | 0,00035 | 12.890 | 0,00051

Ferulik Asit 315 14.374 0,00037 - - - -
Rutin 350 - - 14.375 | 0,0041 | 14.393 | 0,007444

Sinapik Asit 315 - - - - 14.395 | 0,000503

o-Kumarik Asit 280 17.100 0,00173 | 17072 | 0,00148 | 17,094 | 0,000938
Mirisetin 280 19.739 | 0,000478 - - 19.730 | 0,000122
Luteolin 315 - - - - 19.937 | 0,000099
Kersetin 350 21.830 | 0,000118 - - - -
Apigenin 315 - - - - - -

t-Sinnamik Asit 280 - - - - - -
Naringenin 280 - - - - - -
Izoramnetin 315 - - - - - -
Hesperetin 280 - - - - - -
Kemferol 280 - - - - - -
Eupatorin 350 29,495 - -
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Sekil 3.34 Antep P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi etil asetat fazinin HPLC sonuglar1
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Sekil 3.35 Siirt P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi etil asetat fazinin HPLC sonuglari
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Sig=280,8 Ref=400,100 (SERVISWFLYNO203.D)
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Tablo 3.30 P. vera 7/3 etil asetat/su ekstresi etil asetat fazinda belirlenen fenolik bilegiklerinin miktarlari

P.vera P.vera P.vera
Ol¢iim - Ifenolik - Ifenolik - Ifenolik
Fenolik Bilesen | Yapilan (Antep) Icerigi (siirt) Icerigi (Urfa) I¢erigi
nm (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Gallik Asit 280 2,280 0,504202 | 2,276 | 0,39969 | 2,279 | 0,489216
Protokatesuik
Asit 280 - - - - 4,154 | 0,04097
4-Hidroksi—

Benzoik Asit 280 7,221 0,015954 - - - -
Epigallokatesin 280 - - - - - -
Klorojenik Asit 315 - - - - - -

Katesin 280 - - 8,577 | 1,26942 | 8,410 | 0,808503
Vanilik Asit 280 - - 9,426 | 0,18857 - -
Kafeik Asit 315 - - - - - -
Sirincik Asit 280 - - - - - -

Epikatesin 280 11,290 | 0,057331 - - - -
p-Kumarik Asit 315 12,873 | 0,003079 | 12,856 | 0,00734 | 12,839 | 0,005281
Ferulik Asit 315 14,358 | 0,009125 | 14,362 | 0,01408 | 14,339 | 0,010067

Rutin 350 14,352 | 0,097585 | 14,358 | 0,14626 - -

Sinapik Asit 315 - - - - - -

0-Kumarik Asit 280 17,111 | 0,169013 | 17,105 | 0,24533 | 17,104 0,223
Mirisetin 280 - - - - - -
Luteolin 315 - - - - - -
Kersetin 350 21,770 | 0,028444 | 21,783 | 0,01481 | 21,770 | 0,024493
Apigenin 315 - - - - - -

t-Sinnamik Asit 280 22,249 0,00807 | 22,325 | 0,00503 | 22,266 | 0,008782

Naringenin 280 22,583 | 0,005941 - - - -

[zoramnetin 315 22,917 0,023318 - - 22,904 | 0,005993
Hesperetin 280 - - 24,962 | 0,00274 - -
Kemferol 280 25,086 | 0,004641 - - 25,109 | 0,005015
Eupatorin 350 29,495 | 0,001772 - - - -
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Yukaridaki belirtilen Sekil ve Tablolarda P. vera’nin Antep, Siirt ve Urfa drnekleri
igin ayr1 ayr1 verilmis olan flavan-3-ol, flavon, flavanon, flavonol ile fenolik asitlerden;
serbest, bazik ve asidik fenolik asitler ile kat1 faza ait Kb; Kaz Kai ve Kbz
ekstrelerinden HPLC sonuglarina gore belirlenen bilesenlerin tiir ve miktarlar1 Tablo

3.31 “de bir araya getirilerek 6zetlenmistir.

Tablo 3.31 P. vera ekstrelerinde belirlenmis fenolik bilesikler ve miktarlar

Fenolik Bilesen P.vera Fenolik I¢erigi (mg/g)
Antep Siirt Urfa
Rutin - 0,56 0,45
Mirisetin 0,55 0,94 0,79
Flavonol Kersetin 1,38 2,99 1,62
Kemferol 0,40 0,65 0,59
[zoramnetin - 0,06 0,07
Apigenin 0,0298 0,0265 0,0210
Flavon Luteolin 0,0705 0,0485 0,0530
Eupatorin 0,0154 0,0152 0,0133
Flavan-3-ol Epiga'llokatesin - - -
Metanol Ratesin - 07 117
Epikatesin 0,29 0,41 0,40
Flavan-3-ol | Epigallokatesin . - -
Asit Katesin 0,62 2,07 0,59
Hidrolize Epikatesin 0,03 0,07 0,04
Hesperidin 0,256 0,268 0,339
Flavanon Naringenin 0,145 0,165 0,168
Hesperetin 0,199 0,251 0,223
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Tablo 3.32 P. vera ekstrelerinde belirlenmis hdroksibenzoik asit tiirevleri ve miktarlar

P.Vera 2 < < S < | £
Fenolik | . f_,': X i 2 = °S x| =
) Ornegi = Q = ) L S 5 = <
Bilesen o < ~ = £ o T = |
Bolgesi o e > = E <+ 2 £
Pistacia vera Fenolik I¢erigi (mg/g)
Antep 0,154 0,1561 0,0002 | 0,0017 - 0,0251
Serbest
Fenolik Siirt 0,111 0,09 - 0,001 0,0039 - 0,01
Asitler 1 r2 | 0326 | 0.3364 | 0,049 | 0,0062 ] ] 0,2275
Baz Antep 0,02 0,019 0,018 0,0035 - 0,0128 | 0,0106
Hidrolize -
Siirt 0,58 - - - 0,0029 - -
Fenolik
Asitler | Urfa | 0015 | 0,077 | 0,0179 | 0,005 - 0,0111 | 0,1338
Asit Antep | 0,195 - 0,017 - - 0,0101 | 0,1432
Hidrolize -
Siirt 0,204 0,1244 | 0,0075 | 0,0158 - 0,068 0,22
Fenolik
Asitler Urfa 0,156 0,0088 0,029 0,0141 - 0,048 0,539
Antep 0,207 - 0,0005 | 0,0016 - - 0,187
Kbi Siirt 0,276 - 0,0041 0,001 0,0059 | 0,0654 0,147
Urfa 0,514 - 0,0028 0,003 0,0038 | 0,0769 | 0,3943
Antep 1,063 - 0,035 0,077 - 0,0257 0,038
Ka: Siirt 0,551 - 0,027 0,0069 - 0,0289 | 0,2231
Urfa 0,615 - - 0,0025 - 0,0001 0,035
Antep 6,06 0,284 0,076 0,066 0,0388 | 0,3338 0,238
Kai Siirt 6,726 - 0,0288 | 0,0369 - 0,1439 0,055
Urfa 5,05 - 0,0297 - - 0,1767 | 0,3132
Antep 0,0034 - 0,0185 | 0,0045 - 0,039 0,0402
Kbz Siirt 0,041 - 0,0133 | 0,0019 - - 0,2576
Urfa 0,031 - 0,0132 | 0,0042 - 0,0266 | 0,2402
Antep | 7,7117 | 0,4593 | 0,1665 | 0,0836 | 0,0404 | 0,4212 | 0,6833
Toplam Siirt 8,4911 | 0,2165 | 0,1494 | 0,0636 | 0,0128 | 0,3072 | 0,7208
Urfa 6,7185 | 0,3529 | 0,0976 | 0,0354 | 0,0038 | 0,3401 | 1,8836
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Tablo 3.33 P. vera ekstrelerinde belirlenmis hdroksisinnamik asit tiirevleri ve miktarlari

Pistacia
Fenolik Vera

Bilesen | Ornegi

Kafeik Asit
o-kumarik Asit
Sinapik Asit
Ferulik Asit
t-sinnamik Asit
p-kumarik Asit
Toplam Fenolik
Miktari

Bolgesi

P. vera Fenolik i¢erigi (mg/g)

Antep | 0,0012 | 0,0317 | 0,0117 | 0,0043 | 0,0067 | 0,0008 0,393

Serbest
Fenolik | Siirt ] 0,0279 | 0,0083 | 0,0012 | 0,004 | 00003 | 0,2605
Asitler ™ - 0,0285 - - 0,0017 | 0,0011 | 09332
Baz Antep | 0,0018 | 0,0034 | 0,0035 | 0,008 | 0,001 | 0,0033 | 0,106
Hidrolize =
Siirt - 0,0018 | 0,0055 - 0,0041 ; 0,591
Fenolik

Asitler Urfa 0,0014 | 0,0021 | 0,0034 | 0,0095 | 0,0012 | 0,0058 0,2145

Asit | Antep | - | 00034 | - = [oo003 | - 0,3724

Hidrolize ™siirt | 0.0021 | 00073 | - | 00067 | 00062 | 07384
Fenolik

Asitler | Urfa | 00034 | - | 00027 | 00033 | 0,0044 | 0,0089 | 0,819

Antep | - | 00115 | - | 00088 | 0,0013 | 0,0165 | 04395

Kbs Siirt | 0,0035 | 0,0063 | 0,0064 | 0,0087 | 0,0006 | 0,0224 | 05487

Urfa | 00045 | - | 0010 | 0015 | 0,0059 | 0,0219 | 1,054

Antep | - | 00034 | - | 0004 | 00004 | 0,0027 | 11802

Kao Siirt - | 00042 | 00085 | - - | 0,003 | 06508

Urfa : : = | 00027 | 0,0002 | 0004 | 06597

Antep | - | 00105 | 0019 | 0,0138 | 0008 | 0,068 | 7,163

Kai Siirt - | 0013 | 00169 | 00091 | 00052 | 0,0063 | 7,041

Urfa = | 0067 | 00131 | 00097 | 00389 | 00045 | 5711

Antep | 0063 | - | 00103 | - | 00008 | 00148 | 0,1378

Kb Siirt | 00062 | - | 00097 | - | 00018 | 00131 | 0,3458

Urfa : ~ [ 00117 | 00085 | 0,0026 | 0,0151 | 03539

Antep | 0,0091 | 0,0639 | 0,0444 | 0,0388 | 0,0218 | 0,0448 | 9,799384

Toplam Siirt | 0,0119 | 0,0609 | 0,0555 | 0,0190 | 0,0193 | 0,0485 10,1769

Urfa | 0,0093 | 0,0977 | 0,0419 | 0,0494 | 0,0542 | 0,0615 9,76649
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Materyal ve Metod Boliimiiniin 2.1. Pistacia vera Orneklerinin Hazirlanmasi
baghgi altinda detayli agiklanmig yontemlere dayali hazirlanmis ekstrelerden
flavan-3-ol metanol ekstreleri ve onlarin asit hidroliz 6rneklerinin belirlenen toplam
flavan-3-ol miktarlar1 ele alindiginda, Siirt 6rnekleri 2,14 mg/g ile 6n plana ¢ikarken
Antep ve Urfa 6rnekleri benzer degerde olup 0,64 mg/g’dir. Epikatesin agirlikli olarak
metanol orneklerinde 0,29-0,41 mg/g araliginda belirlenmis olup, bu miktarlar asit
hidroliz o6rneklerinde 0,03-0,07 mg/g araligina kadar dismiistiir. Katesin Antep
metanol ornekleri haricinde Siirt ve Urfa metanol 6rneklerinde sirasiyla 0,71 vel,17

mg/g belirlenmistir.

Flavan-3-oller ile yapilmis bir arastirmada, P. vera tohum ekstrelerinde epikatesine
rastlanmazken, dis kabuk ekstrelerinde katesin 50 kat daha fazla olarak sirasiyla; 0,542
mg/g ve 1,3904 mg/g bulunmustur (Martorana ve diger., 2013). Antep, Siirt ve Urfa
ornekleri ile gerceklestirilen arastirmamizda bulunan Katesin ve epikatesin
miktarlarinin tiimii belirtilen ¢alismadaki degerlerden daha yiiksek olup bu degerler
Urfa metanol orneklerinde Katesin icin 5,8 kat, asit hidroliz 6rnekleri de dikkate
alindiginda toplamda 12,6 kat, epikatesin i¢in ise sirasiyla 5,5 ve 7,1 kat daha fazladir.
Toledo ve Yilmaz, (2004) tiziim c¢ekirdekleriyle yaptiklar1 g¢alismalarinda Vitis
rotundifolia 6rneklerindeki Katesin miktarin1 0,12 mg/g ve epikatesin ise 0,96 mg/g
olarak belirtirken Vitis vinifera Chardonnay ve Merlot 6rneklerinde sirasiyla 3,58; 1,27
mg/g ve 4,21; 1,15 mg/g olarak belirlenmistir. Sunulan tezdeki bulgular Vitis
Rotundifolia, V. vinifera Chardonnay ve Vitis vinifera Merlot ile kiyaslandiginda Siirt
asit hidroliz 6rnegi igin belirlenen Katesin miktar1 sirasiyla, 79,0; 2,6 ve 7,5 kat ve
ayrica Urfa metanol 6rnekleri iginde belirlenen epikatesin degerleri yine sirasiyla 3,11;
2,6 ve 1,45 kat daha yiiksektir.

Sunulan arastirma kapsaminda, P. vera kabuk etanol ekstrelerindeki flavanonlardan
hesperidin ve naringenin, Urfa 6rneginde sirasiyla 0,339 ve 0,168 mg/g iken ise Siirt
orneginde hesperetin 0,251 mg/g ile en yiiksek degerlerlere sahiptir. Tomaino ve
diger., (2010) arastirmalarinda P. vera igin belirlenen naringenin miktari 0,01144 mg/g
olup 14,7 kat daha diisiiktiir. Benvenuti ve diger., (2004) Citrus aurantium L. var

amara ile yaptiklar bir ¢alismada meyvelerin yas ve kuru 6rneklerindeki naringenin,
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hesperidin ve hesperetin miktarlar sirasiyla, 0,08; 0,84; 0,04 mg/g, ve 1,00; 7,68; 0,87
mg/g olarak belirlenmis olup bu degerler Antep, Siirt ve Urfa P. vera’dan oldukca
yiiksektir. Ozkan ve diger. (2007) Origanum sipyleum L. calismalarindaki naringenin
ve hesperidin miktarlari sirastyla 0,0495 mg/g ve 0,0671 mg/g olarak belirtilmistir. Bu
degerler, naringenin igin P. vera Urfa 6rneginden 3,4 kat, hesperidin i¢inse 5 kat daha

diistiktiir.

Antep, Siirt ve Urfa flavon ekstrelerinde belirlenen apigenin, luteolin ve eupatorinin
en yiiksek degerleri Antep 6rneginde belirlenmis olup bunlardan 6zellikle 0,0705 mg/g

ile luteolin 6n plana ¢ikmaktadir.

Martorana ve diger. (2013)’lerinin Bronte P. vera calismalarinda belirlenen
Luteolin miktari ise 0,08514 mg/g olup Antep 6rneginden 1,2 kat daha yiiksektir. Yine
ayni ¢aligmada bir diger flavon olan apigenin’e dis kabukta rastlanmazken, tohumda
0,00801 mg/g olarak belirlenmistir. Bu deger, Antep-P. vera‘dan 3,7 kat daha
diisiiktiir. Valentao ve diger. (1999)‘nin luteolin ve eupatorin igin belirledikleri en
yiiksek degerler, Lippia citriodora’nin Vila da Fera orjinli Eyliil ay1 6rneklerinde
sirasiyla 0,124-0,249 mg/g olarak bulunmustur. Luteolin ve eupatorin’nin bu degerleri
Antep-P.vera ile kiyaslandiginda sirasiyla 1,75 ve 16,2 kat daha yiiksektir.

Mocan ve diger. (2015), Veronica officinalis L., Veronica teucrium L. ve Veronica
orchidea 'nn toprak istii kisimlarinin asit hidrolize 6rneklerindeki luteolin ve apigenin
degerleri sirasiyla; 0,089; 0,00606; 0,042 ve 0,0077; 0,0077; 0,00481 mg/g olup
apigenin degerleri; Antep, Siirt ve Urfa P. vera orneklerinden en az 2,72 kat daha
digiiktiir. V.officinalis L. ise luteolin bakimindan Antep P. vera’dan 1,3 kat daha fazla

zengindir.

Antep, Siirt ve Urfa ekstrelerinde, flavonol bilesenlerinden izoramnetin, rutin,
mirisetin, kersetin ve kemferol belirlenmistir. Bunlardan izoramnetin hari¢ diger
bilesiklerin en yiiksek degerleri Siirt drneginde bulunmakta olup bunu Urfa ve Antep
izlemektedir. Belirlenen flavonol bilesenleri arasinda kersetin, baskin olmakla birlikte

en fazla 2,99 mg/g ile Siirt 6rnegindedir.
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Martorana ve diger., (2013) Italyan Bronte P. vera ile gergeklestirdikleri
calismalarinda, tohum 6rnekleri igin kersetin ve kemferol belirlenemezken dis kabukta
sirastya 0,07115 ve 0,00604 mg/g olarak bulunmustur. Gergeklestirilen bu ¢alismada
Tablo3.31” den goriildiigii gibi Tirkiye Siirt érneginde sirasiyla 2,99 ve 0,65 mg/g
olup 47,2 ve 107,6 kat daha yiiksektir. Olszewska (2008) Sorbus genuslariyla
gerceklestirdigi calismasinda kersetin, kemferol ve izoramnetin miktarlarini sirasiyla
Sorbus aria ¢igeginde; 2,916; 0,437 ve 0,0204 mg/g, meyvelerinde; 0,094; 0,024 ve
0,085 mg/g, Sorbus intermidia ¢i¢eginde; 10,534; 0,293 ve 3,148 mg/g, meyvelerinde;
0,325; 0,024 ve 0,095 mg/g olarak bulunurken Sorbus aucuparia orneklerinde
izoramnetine rastlanmayip kersetin ve kemferol miktarlari sirasiyla ¢igeginde; 11,107
ve 0,752 mg/g meyvelerinde; 0,538 ve 0,064 mg/g olarak belirlemistir.
Gergeklestirilen ¢aligmamizda kersetin miktarinin en yiiksek oldugu Siirt 6rnegi (2,99
mg/g) tiim Sorbus meyve orneklerinden en az 5,6 kat yiiksek iken gi¢ek 6rneklerinde
yalnizca Sorbus aria ile benzer iken diger genus ¢i¢ek Orneklerinden diisiiktiir.
Kemferol en fazla 0,65 mg/g ile Siirt 6rneginde bulunurken, bu deger tiim Sorbus
meyve Orneklerinden en az 10 kat, Sorbus aria gi¢ek 6rneginden 1,5 kat, S. intermidia
cicek orneginden ise 2,2 kat yiiksek olup S. aucuparia gigek 6rneginden ise 1,15 kat
daha diisiiktiir. [zoramnetin ise en fazla Urfa 6rneginde 0,07 mg/g olarak bulunmus
olup, bulunmadig: S. aucuparia hari¢ diger tiim Sorbus ¢igek orneklerinden en az 45

kat, meyve orneklerinden ise en az 1,2 kat daha distiktiir.

Arastirmamizda en yiiksek kersetin miktari Siirt 6rneginde bulunmus olup,
Hiakkinen ve diger., (1999)’lerinin, Vaccinium uliginosum, Vaccinium oxycoccos,
Hippophae rhamnoides, Empetrum hermaphroditum, Empetrum nigrum, Ribes
nigrum Ojebyn, Ribes nigrum Vertti, Vaccinium myrtillus, Ribes uva-crispa,
Fragariaxananassa Senga Sengana ile yaptiklart calismalariyla kiyaslandiginda
sirasiyla 19 ile 427 kat araliginda daha fazla bulunmustur. P. vera’daki mirisetin
miktar1 en yiiksek 0,94 mg/g olarak Siirt drneginde bulunmus olup bu deger, R. nigrum

Ojebyn, E. nigrum, V. uliginosum 'dan sirastyla 13,2; 19; 36 kat daha fazladur.

P. vera’min Antep, Siirt ve Urfa yorelerine ait belirlenen fenolik asit ekstrelerinde

Tablo 3.32 ve -33‘de de goriildiigii gibi gallik asit 6n plana ¢ikmaktadir. Belirlenen
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toplam fenolik asit igeriginin % 70’inden fazlasini gallik asit olusturmaktadir. Miktar
olarak ise basta Siirt yoresi 6rnegi olmak tizere Kax grubunun érneklerinde 5,05-6,72
mg/g araliginda belirlenmistir. 6,06 mg/g gallik asit igerigiyle Antep Kay ornekleri,
toplam fenolik asit bilesen miktar1 bakimindan tiim fenolik asit 6rnekleri arasinda
toplam 7,16 mg/g ile en yiiksek degerdedir. Protokatesuik asit belirlenen toplam
miktarlar agisindan gallik asitten sonra gelmektedir. En yiiksek Urfa AHPA
orneklerinde 0,539 mg/g’dir. Tablo 3.32°den gorildigi gibi fenolik asittlerden
vanilik, sirincik, klorojenik, 4-hidroksi-benzoik ve sinapik asidin en yiiksek degerleri
sirasiyla Antep orneklerinin Kay ekstrelerinde 0,076; 0,066; 0,0388; 0,0038 ve 0,019
mg/g olarak belirlenmistir. Yine Urfa Kaz ekstresinde ise o-kumarik ve t-sinnamik
asidin en yiiksek diizeyleri sirasiyla 0,067 ve 0,0389 mg/g olarak bulunmustur. Ferulik
ve p-kumarik asit ise Urfa ve Siirt Kby ekstrelerinde sirasiyla 0,0224 ve 0,015 mg/g
olarak on plana ¢ikmaktadir. Kafeik asidin en yiiksek degerleri P.vera’nin Antep ve
Siirt Kb, orneklerinde benzer olup 0,063 mg/g’dir. Belirlenen fenolik asitlerden
benzoik asit ise 0,3364 mg/g ile Urfa SFA ekstrelerinde en yiliksek diizeyde
belirlenmistir. Tablo 3.32 ve -33 ‘de belirtilen fenolik asitler, toplam miktar olarak
degerlendirildiginde sirasiyla galllik asit, prokatesuik asit ve 4-hidroksi-benzoik asit ~

benzoik asit ilk 3 siray1 olusturmaktadir.

Martorana ve diger. (2013) caligmalarinda P. vera tohum ve dis kabuk
orneklerindeki gallik asit miktar1 sirastyla 0,113 ve 5,703 mg/g olarak belirtilmistir.
Kabuk i¢in belirlenmis deger Siirt i¢in total gallik asit miktarlarina kiyasla 1,48 kat
daha disiiktiir. Dvorackova, Snoblova ve Hrdlicka, (2014) gerceklestirdikleri
caligmalarinda Thymus vulgaris L. (thyme), Rosmarinus officinalis L. (rosemary),
Thymus serpyllum L. (wild thyme), Melissa officinalis Linnaeu (lemon balm), Salvia
officinalis L. (sage), Lavandula angustifolia Mill. (lavednder). Allium ursinum L. 1753
(wild garlic), Cinnamomum cassia (cinnamon) tiirlerinde bazi1 fenolik asitlerin
miktarlarini incelemislerdir. Belirlenmis en yiiksek degerler P. vera érneklerimizdeki
sonuglar ile kiyaslandiginda; T. vulgaris L.’de kafeik asit 10,78 kat, L. angustifolia
Mill.’de p-kumarik, ferulik, sinapik ve sinnamik asit diizeyleri sirasiyla 6,75; 10,96;
42,37 ve 2,27 kat daha yiiksek iken T. serpyllum L.’de gallik asit, C. cassia’de

protokatesuik asit, L. angustifolia Mill.’de vanilik asit ve R. officinalis L.’de 4-
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hidroksi-benzoik ve sirincik asit diizeyleri sirasiyla 1698; 34,24; 50,45 ve 127,6; 1,25
kat daha diisiik bulunmustur. Tezde belirlenmis Siirt Kai gallik asit miktart Toledo ve
Yilmaz, (2004)’m V. Rotundifolia, V. vinifera Chardonnay ve Merlot tohum
orneklerindeki gallik asit miktarlarindan sirasiyla 6,8; 44,8 ve 67,2 kat daha fazladir.

Mocan ve diger. (2015) Veronica officinalis L. Veronica teucrium L. ve Veronica
orchidea tiirlerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda belirlenen  yiiksek sonuglarla
kiyaslandiginda P.vera Siirt 6rneginde sinapik asit Urfa 6rneginde ise p-kumarik asit
sirasiyla 1,68 ve 1,32 kat daha yiiksek iken yine Urfa 6rneginde ferulik asit diizeyi 8,7
kat diistik bulunmustur.

3.2 Pistacia vera Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasiteleri

Bitkilerin gerek saglik ve gerekse gida sektoriinde potansiyel kaynak niteligini
belirleme acisindan antioksidan ozellikleri biiyiilk 6onem arz etmektedir. Hiicrede
radikal diizeyleri ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozuldugu yani
oksidatif stresin baskin oldugu kosullarda gidalara antioksidan takviyesi hiicre igi
hasar1 6nlemede 6nemli rol oynar. Bu nedenle; Tiirkiye’de mevcut olan bitki tiirlerinin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi ve verilere bagli olarak biyoekonomik agidan

degerlendirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu amagla, tez kapsaminda Antep, Siirt ve Urfa bolgelerinden temin edilen P. vera
meyve kabuklarindan “2.2 Fenolik Bilesenlerin Ekstraksyonu ve HPLC Analizleri”
kisminda belirtilen prosediirler izlenerek elde edilen kati kristaller ile hazirlanan
¢Ozeltilerinde -DPPH radikal soniimle aktivitesi, -Hidroksil radikal soniimleme
kapasitesi, -Metal selatlama kapasitesi ve -Indirgenme giicii aktivite testleri

gergeklestirilmistir.
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3.2.1 DPPH Soniimleme Kapasitesi

2,2’-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ile radikal séniimleme aktivite tayini, islem
kolaylig1 nedeniyle bitki veya gida kaynaklarindan elde edilen ekstraktlarin serbest
radikal soniimleme aktivitelerinin degerlendirilmesinde arastirmacilar tarafindan

yaygin olarak kullanilmaktadir (Lo Scalzo, 2008).

Yapisinda azot radikalini bulunduran ve uzun 6miirlii olan DPPH’1n stabil forma
gecis amaciyla bir hidrojen radikalini aldig1 belirtilmektedir. Ancak Foti ve diger.
(2004) fenolik bilesenlerle gerceklestirdikleri arastirma sonuglarina gore tepkimenin;
fenoksit anyonlarindan DPPH'a hizli bir elektron transferiyle gerceklestigini ileri
stirmiiglerdir. Antioksidanlar tarafindan gergeklestirilen transfer reaksiyonu DPPH’in
517 nm’deki absorbansinda azalmalara neden olur. 1Cso, DPPH radikalinin % 50

inhibisyonu i¢in gerekli olan minimum ekstre miktaridir.

P. vera kabuk ekstrelerinin DPPH soniimleme kapasitelerinin belirlenmesi
amaciyla degisen miktarlarda gergeklestirilen seri 6lglimler sonucunda belirlenen en
iyi ilk ti¢ ICso degerlerinin siralamas1 Kay ekstresi Siirt, Urfa ve Antep 6rnekleri i¢in
2,08; 2,37 ve 2,82 ppm’dir (Tablo 3.36). Antep flavan-3-ol ekstrelerinin asit hidroliz
orneginin 1Cso degeri (2,86 ppm) Antep Kay ekstresi degerine oldukga yakindir.

Atmani ve diger. (2009) P. lentiscus, Fraxinus rhyncophylla nin yaprak Fraxinus
angustifolia min kabuk 6rneklerinin sulu ekstraktlarinda DPPH, I1Cso degerleri sirasiyla

4,42; 75 ve 10 ppm olarak belirlenmistir.
Antep, Siirt ve Urfa fenolik asitlerinin Ka: ekstrelerinin DPPH soniimleme

kapasiteleri ICso degerinin 10,2 ppm oldugu Kirman bolgesi P. vera L. kabuklarinin

su-metanol ekstrelerine kiyasla daha yiiksektir (Dahooee ve diger., 2016).
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Tablo 3.34 Pistacia vera fenoliklerinin antioksidan 6zellikleri

DPPH HO" Metal ]
P. Vera Indirgeme
. Soniimleme Soniimleme Selatlama
Fenolik Bilesen Ornegi o o L Giicii
Kapasitesi Kapasitesi Kapasitesi
Bolgesi _
I1Cs0 Degerleri (ppm) EqVitC.
Antep 33,93 32,83 453,64 18,72
Flavonol Siirt 21,02 12,24 - 23,67
Urfa 17,04 15,27 - 31,14
Antep 21,94 13,30 16,338,00 15,85
Flavan-3-ol _
Siirt 24,95 6,11 1111,28 16,08
Metanol
Urfa 21,95 11,96 2021,20 23,44
Flavan-3-ol Antep 2,86 16,33 - 103,90
al Haroig Siirt 5,81 12,44 i 77,23
Antep 32,93 12,15 - 22,40
Flavanon
Siirt 23,71 19,59 2085,21 21,94
Etanol
Urfa 14,27 7,83 38964 32,29
Siirt
14,04 7,43 - 54,59
AHFA
Antep
2,82 36,67 - 149,53
Kay
Fenolik Asitler -
Siirt Kax 2,08 27,11 - 126,89
Urfa Ka; 2,37 30,50 - 148,38
Antep Kbl 12,27 6,59 - 55,05
Urfa Kbl 8,96 8,10 - 69,53
Antep 21,96 27,48 777,8 21,71
3/2 Metanol Siirt 23,58 28,89 487,51 20,22
Urfa 15,57 4,93 777,74 26,31
7/3 Etil
Antep 49,88 16,66 522,27 22,52
Asetat/Su
Su Fazi Urfa 47,99 9,96 1232,38 9,41
7/3 Etil
Antep 5,41 7,69 - 93,90
Asetat/Su
E.A. Faz1 Siirt 15,07 17,53 - 75,74
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Bagka bir aragtirmada metanol ile ekstrakte edilen Myrtus communis, P. lentiscus,
Globularia alypum, Eryngium maritimum, Marrubium vulgare yaprak o6rnekleri igin
sirasiyla ICso degerleri 3; 8; 31; 43 ve 83 ppm, Eryngium maritimum kok érnekleri igin
87 ppm, Globularia alypum ¢igek ornekleri igin 4 ppm olarak bulunmustur (Amessis-
Ouchemoukh ve diger., 2014). Bu degerlerde Antep, Siirt ve Urfa ornekleriyle
kiyaslandiginda DPPH soniimleme etkililigi daha diistiktiir. Tiirkiye kaynakli diger bir
calismada da Teucrium sandrasicum yaprak ve ¢icek 6rneklerinin etil asetat, su ve
metanol-su ekstrelerinin I1Cso degerleri sirasiyla 8,93; 35,12 ve 5,85 ppm ve 62; 9,01
ve 160,2 ppm olarak belirlenmistir (Tarhan ve diger., 2015).

Veriler degerlendirildiginde Antep, Siirt ve Urfa bolgelerine ait P. vera fenolik asit
Kaz ve flavan-3-ol asit hidrolize 6rneklerinin DPPH soniimleme kapasiteleri dikkat

¢ekici ozelliktedir.

3.2.2 OH" Radikal Soniimleme Kapasitesi

Biyolojik olarak asir1 reaktif bir oksijen tiirii olan hidroksil radikali, gerek gidalarin
depolanma siirecinde gerekse hiicre icinde doymamis yag asitleri, proteinler,
karbohidratlar ve DNA gibi biyolojik substratlarla 1 ns’den kisa siirede hizla
reaksiyona girip yapisal bozunmalara neden olur (Halliwell, Gutteridge ve Cross,
1992).

Biyolojik bir kaynaktaki OH' radikal soniimlenmesi; demir-EDTA kompleksinin,
askorbik asit varliginda H>O; ile reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikallerinin,
sicak ortam ve diisiik pH‘ta tiyobarbitiirik asit varliginda deoksiriboza hiicumuyla
pembe kromojen iriinler olusturur. Reaksiyon ortamina ilave edilen biyolojik
ekstrelerdeki bazi bilesenlerin olusan hidroksil radikallerini soniimlemesi sonucu,
deoksiriboz ile gerceklesen reaksiyonun hizi dolayisiyla kromojen olusumunun
azalmastyla biyolojik ekstrenin hidroksil radikali séntimleme kapasitesi belirlenebilir
(Halliwell, Gutteridge ve Aruomo, 1987).
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P. vera kabuk ekstrelerinin OH" soniimleme kapasitelerinin en yiiksek oldugu ii¢
ornek Urfa metanol-su, Siirt flavan-3-ol-metanol ve Antep Kb: olup ICso degeri
sirastyla 4,93; 6,11 ve 6,59 ppm olarak belirlenmistir (Tablo 3.34).

Ayar-Kayali ve diger. (2009) Sideritis leptoclada, ve Mentha x dumetorum ile
hidroksil radikal soniimleme kapasitesi belirlemeye yonelik yaptiklar: ¢aligmalarinda
ICso0 degerlerini sirasiyla 2,2 ve 21 ppm olarak belirlemislerdir. Bu degerlere gore Urfa
metanol-su ekstraktinin aktivitesi S. leptoclada’dan 2,25 kat diisiik iken, Mentha x
dumetorum 'dan 4,25 kat daha yiiksektir. P. Lentiscus ile yapilan baska bir ¢alismada
etil asestat, metanol-su, kloroform ve sulu ekstrakti ICso degerleri sirasiyla 160, 310,
520 ve 340 ppm olarak belirtilmistir (Saliha ve diger., 2013). Baska bir ¢aligmada ise
S. sipylea ve Origanum sipyleum igin sirasiyla metanol ve aseton ekstereleri ICsg

degeleri 1,1 ve 3,6 ppm olarak bulunmustur (Nakiboglu ve diger., 2007).

3.2.3 Metal Selatlama Kapasitesi

Metal selatlama kapasitesi, demirle iliskili komplikasyonlar1 azaltan ve bodylece
yasam kalitesini ve genel sag kalimi artiran onemli bir antioksidan parametredir.
Demir, bakir, kadmiyum, civa, nikel, kursun ve arsenik gibi metaller, reaktif radikaller
tiretme Ozellikleri nedeniyle insan ve hayvanlarda norotoksisite, hepatotoksisite ve
nefrotoksisite ile sonuglanan enzim deaktivasyonlarina, DNA ve hiicre membran
hasarlarina neden olurlar. Bu reaktif metallerle {iretilen radikaller; oksijen, karbon,
stilfir ve azot radikallerinin genis bir sprektrumunun yani sira amino asitler, peptidler
ve proteinlerle de toksik metal selatlarin1 da olustururlar (Flora, Metha ve Mittal,
2008). Tium bu ozellikler nedeniyle tiiketilen bitkisel ekstrelerin metal selatlama

kapasiteleri 6nemlidir.

P. vera kabuk ekstrelerinin metal selatlama kapasiteleri degerlerlendirildiginde
flavan-3-ol asit hidrolize ve fenolik asit 6rnekleri igin anlamli degerlere ulagilmazken
en iyi deger Antep flavan-3-ol, Siirt-metanol/su ve Antep-Su olup ICso degeri sirasiyla
0,453; 0,487 ve 0,522 mg/ml olarak belirlenmistir (Tablo 3.34).
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Dahooee ve diger., (2016) P. vera L.’nin su-metanol &rnekleriyle yaptiklar
calismada Pistachio kabuk ve tane 6rnekleri i¢in 1Cso degerlerini sirasiyla 0,46 ve 0,87
mg/mL olarak belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada, metanol ile ekstrakte edilen
Myrtus communis, Eryngium maritimum, Marrubium vulgare yaprak ve Eryngium
maritimum kok ornekleri igin sirasiyla ICso degeri 1,24; 1,17; 1,41 ve 0,43 mg/mL
olarak belirtilmistir (Amessis-Ouchemoukh ve diger., 2014).

3.2.4 Indirgeme Giicii

Indirgeme &zelligi, indirgeyici maddelerin mevcudiyeti ile iliskilidir. Indirgeyici
maddelerin antioksidan etkisi, bir hidrojen atomunun transferi ile serbest radikal
zincirinin kirilmasina dayanir. Indirgeyiciler ayrica peroksitin belirli dnciileri ile
reaksiyona girerek peroksit olusumunu o6nlerler (Loganayaki, Siddhuraju ve Manian,
2013). Lipid peroksidasyon siirecinde olusan oksitlenmis ara triinlerine karsi bir

bilesigin indirgeme giicii, potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli gostergesidir.

P. vera kabuk ekstrelerinde indirgeme giicli potansiyeli, 5-100 ppm araliginda
cizilen vitamin C kalibrasyon egrisi degerlerinden yararlanilarak belirlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore en iyi sonuglar birbirine yakin olmakla birlikte fenolik asit
Antep, Siirt ve Urfa’nin asit hidrolize 6rneklerinde sirasiyla 149,53; 126,89 ve 148,38
ppm-Vit-Ceq olarak belirlenmistir (Tablo 3.34). Bu orneklerin indirgeme giicii
Vitamin C’den % 26-50 araliginda daha yiiksektir.

3.3 Pistacia vera Ekstrelerinin HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 Kanser Hiicre
Hatlarina Antiproliferatif Etkileri

Yapilan bu ¢alismada Antep, Siirt ve Urfa bolgelerinden temin edilen P. vera
orneklerinden; flavonol, flavanon, flavan-3-ol, flavonon, flavon, fenolik asit
ekstrelerinin 1x10* baslangi¢ hiicre sayili HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 kanser
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum)
yontemiyle belirlenmistir. Epidemiyolojik c¢alismalar, flavonoidlerin diyet aliminin

meme, kolon, akciger, prostat ve pankreas tiimorlerinin riskini azaltabilecegini
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diistindiirmektedir. Bitkilerin fenolik igeriklerinin antikanserojen etkileri; alt
gruplarmma ve bu gruplardaki bilesenlerin dagilimma ve hatta bitki kaynaginin
popiilasyonuna  bagimli  olarak  degisebilmektedir.  Antikanser etkilerinin
genellenebilirligi, belirli flavonoid alt siiflara ve popiilasyon alt gruplarina 6zgii
olmasi nedeniyle ekstrelerde bulunan fenolik bilesenlerin 2’li, 3’14 ve hatta ¢oklu
oranlarina dayali olarakta arttigi (Allred ve diger., 2004; Rossi ve diger.,2010) ve
bazen de etkinin (Boehm ve diger., 2009) azaldigi ve hatta ortadan kalktigi

goriilebilmektedir.

Antep, Siirt ve Urfa bolgelerinden saglanmig P. vera dis kabuk 6rneklerinden elde
edilen Sekil 3.1a ve 3.1b ile Tablo 3.31; .32 ve. 33’de tamimlanmis olan ekstreler,
HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 hiicre hatlarinin bulundugu kuyucuklara 25; 50 ve
75 ppm olarak basilmistir. Mikroplate okuyucusundan elde edilen sonuglarin
kontrollariyla kiyaslanmasiyla Tablo 3.35 ve 3.36’da goriilen ICso degerleri
hesaplanmistir. Tabloda 200 ppm ve iizeri olan degerler dikkate alinmamis ve (-) ile

sembolize edilmistir.
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Tablo 3.35 Flavonoid alt grup ekstrelerinin I1Cso degerleri

] P. Vera Hela MCF-7 OE-33 ACC-201
Fenolik .
Bil Ornegi
Lesen . ICso 1Cs0 1Cs0 I1Cso
Bolgesi Saat Saat Saat Saat
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Antep 75 48 75 48 125 24 - -
Flavon Siirt - - - - - - - B
Urfa - - - - - - - R
Flavan-3-ol Antep - - 85 24 - - - B
Metanol Siirt - - 93 24 - - - -
Ornekleri Urfa - - 60 24 - - - -
Flavan-3-ol Antep - - 100 24 100 24 - -
AsitHidroliz 1} iy | - | 40 |24 | 75 | a8 | - | -
OrneKkleri
Urfa - - 82 24 120 24 - -
Antep 25 24 75 24 - - - B
Flavanon Siirt 80 24 75 24 - - - -
Urfa 115 24 130 24 - - - B
Antep = - - - s : 170 24
Flavonol Siirt - - 90 24 - - 35 48
Urfa - - 75 24 105 24 - -
Antep - - 50 24 - - - -
Flavonol
Siirt 180 48 35 24 115 48 - -
Notr
Urfa - 80 24 - - - _
Antep 90 24 30 24 105 24 - -
Flavan-3-ol
Siirt - - 50 24 130 24 - -
Notr
Urfa - - - - - - - R
3 Antep 165 48 90 24 145 - - -
Siirt 180 48 170 24 - - 35 48
Metanol/Su
Urfa 180 48 90 24 - - - i
713 Etil Antep 110 48 105 24 120 48 - -
Asetat/Su Siirt 90 48 120 24 85 48 - -
E.A. faz1 Urfa 185 48 160 48 90 24 - -
7/3 Etil Antep - - - - - - - -
Asetat/Su Su Siirt - - - - - - - R
faz Urfa - - - - - - - N
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Tablo 3.36 Fenolik asit ekstrelerinin ICso degerleri

Eenolik P Vera HelLa MCF-7 OE-33 ACC-201
Bilesen Ofnegi,
Bolgesi | 1Cso Saat ICso Saat ICso Saat ICso Saat
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Serbest Antep | 40 | 24 - - - - - -
Fenolik Siirt 75 | 48 - - - - - -
Asitler Urfa 28 | 24 - - 84 48 - -
Baz Antep| - | - | 60 | 48 | - - | 70 | 24
Hidrolize
Fenolik Siirt 180 | 48 | 90 48 | 150 | 24 - -
Asitler Urfa 150 | 48 | 80 48 | 120 | 48 - -
Asit Antep | 100 | 48 | 75 24 | 140 | 48 - -
Hidrolize
Fenolik Siirt ) ) i F 90 24 } -
Asitler Urfa - - - - 100 | 48 - -
Antep | 160 | 24 75 24 - 3 - -
Kbi Siirt 30 | 24 - - - - - -
Urfa 26 | 24 - - 58 48 - -
Antep - - 70 24 65 48 - -
Kaz Siirt 160 | 24 - - - - - -
Urfa 120 | 24 | 25 24 80 48 - -
Antep - - - - 45 24 30 24
Kai Siirt - - - - 40 24 28 24
Urfa - - 75 24 45 24 80 24
Antep | 175 | 24 | 50 24 | 100 | 24 - -
Kbz Siirt - - 75 24 - - - -
Urfa - - - - - - - -
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Tablo 3.35 ve 3.36’de belirtilen fenolik bilesenlerin HeLa, MCF-7, OE-33 ve
ACC-201 hiicre hatlarinda belirlenen ICso degerleri goriilmektedir. Sonuglarin
degerlendirilmesinde 75 ppm ve altindaki degerler etkililik siralamasina gore ele
alinmistir. Tablolardaki verilerden goriildiigii gibi incelenen tiim hiicre hatlarinda

fenolik asitlerin ekstreleri daha yaygin bir etkililige sahiptir.

HelLa hiicre hattinda; 6n plana ¢ikan 7 ekstrenin 5°i fenolik asitlere aittir. Tablo
3.36’da goruldigi gibi bu hiicre hattt uygulamasinda belirlenen 1Cso degerleri
inkiibasyonun 24. saati i¢in; Urfa-Kby; Urfa-SFA; Siirt-Kbi; Antep-SFA ve 48. saati
icin de Siirt-SFA olacak sekilde sirasiyla; 26; 28; 30; 40 ve 75 ppm olarak
belirlenmistir. Serbest fenolik asit ekstrelerinde 6n plana ¢ikan; gallik, benzoik,
prokatesuik asitlerin disinda belirlenen toplam fenolik asit miktarlarinin 1Cso degerleri
de Urfa-Antep-Siirt siralamasiyla uyumludur. Benzer durum Kb; ekstresinde; gallik,
prokatesuik ve p-kumarik asit disinda yine Urfa-Siirt-Antep siralamasini

yansitmaktadir.

Flavonoid alt gruplarmin yer aldigi Tablo 3.35’de goriildiigii gibi HelLa hiicre
hattinda 6n plana ¢ikan Antep-flavanon ekstresinin ICso degeri 24. saatte 25 ppm iken
Antep-flavon ekstresi igin 48. saatte 75 ppm’dir. Flavanon ekstresinde 6n plana ¢ikan

bilesenler ise hesperedin, hesperetin ve naringenin’dir.
9

HeLa hiicre hattinda 24. saat i¢in en iyi ICso degerleri; flavonoid alt grubunda
Antep-flavanon ekstresi, fenolik asit alt grubunda ise Urfa-SFA ve -Kby ekstrelerinde

sirasiyla 25; 28 ve 26 ppm’dir.

Utami ve diger. (2013); baslangi¢ hiicre sayisinin 5x10° oldugu HelLa hiicre
hatlarinda, 72 saat siiresince Elaeocarpus floribundus yaprak ile kok kabugu
orneklerinin etil asetat ve metanol ekstreleriyle yapmis olduklar1 sitotoksisite
calismalarinda ICso degerlerini sirasiyla 60,4 ve 50,5 ppm ile 60,4 ve 48,9 ppm olarak

belirlemistir.
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Diger bir ¢calismada Psidium guajava L. yapraklari sulu ekstraklarinin 72 saat
siiresince 3x10* baslangig hiicre sayili HeLa hiicre hatlarina uygulanmasi sonucunda

ICs0 degeri 51 ppm olarak tespit edilmistir (Fathilah ve diger., 2010).

Berrington ve Lall, 2012; Lavandula spica, Origanum vulgare, Laurus nobilis,
Foeniculum vulgare ve Rosmarinus officinalis (Tuscan Blue) bitkilerinin aseton
ekstraktlarmin 1x10° baslangic hiicre say1li HeLa hiicre hatlarinda 72 saat inkiibasyon

ile 1Cs0 degerlerini 129,7 ve 23,31 ppm olarak belirlemislerdir.

Rocha-Guzman ve diger. (2009); Taze ve olgun Quercus resinosa yapraklarinin
5x10° baglangic hiicre sayili HeLa hiicre hattinda 48 saat inkiibasyonu sonras1 ICso

degeri sirasiyla 67,65 ve 78,9 ppm olarak belirtilmektedir.

Ormenis eriolepis Coss. dis kisimlari ile Inula viscosa (L.) Ait. ve Retama
monosperma (L.) Bois. yapraklar1 metanol ekstrelerinin 1x10° baslangi¢ hiicre sayili

HeLa hiicre hattinda 48 saat inkiibasyonu sonrasi belirlenen ICso degeri sirasyila 60;

112; 90 ppm’dir (Merghoub ve diger., 2009).

Ulva fasciata etanol, metanol, etil asetat ve hekzan ekstratlarinin 2x10% baslangig
hiicre sayil1 HeLa hiicre hattinda 48 saat inkiibasyonu sonras1 belirlenen ICso degeri

sirasyila 34,9; 32,2; 95,1 ve 25,6 ppm’dir (Marraskuranto ve diger., 2008).

Theobroma cacao yaprak, aniz, cherelle ve kabuk 6rnekleri metanol ekstraklarin
1x10° baslangic hiicre sayili HeLa hiicre hatt1 icin 72 saat inkiibasyonu sonrasi
belirlenen ICso degeleri sirasi ile 430,7; 372,7; 67,8; 688,7 ppm’dir (Baharum ve
diger., 2014).

Melastoma malabathricu yapraklari kloroform ve metanol estraktlarinin HeLa

hiicre hattindaki ICso degeleri sirasi ile 96 ve 88 ppm olarak belirlenmistir (Zakaria ve

diger., 2011).
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Alhagi maurorum otlar1 % 70 metanol ekstraktlarinin 5x10* baslangi¢ hiicre sayili
HelL a hiicre hatindaki 72 saat inkiibasyonu sonrasi belirlenen ICso degeri 16,8 ppm’dir
(Rashed ve Barreto, 2017).

Arcangelisia flava yaprak 1x10° baslangic hiicre sayili HeLa hiicre hatlarinda
sirastyla 48 saat inkiibasyonu sonrasi belirlenen ICso degeleri 467 pmm’dir

(Puspitasari ve diger., 2015).

Teucrium sandrasicum yaprak ve ¢icek kisimlarinin etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarmin 1x10* baslangig hiicre sayili HeLa hiicre hattinda 48 saat inkiibasyonu
sonrasi belirlenen ICsp degerleri yaprak i¢in deger belirlenemeyen su ekstreleri harig

sirastyla 35 ve 50 iken ¢igek i¢in 50; 20; 50 ppm’dir (Tarhan ve diger., 2016).

MCEF-7 hiicre hattinda ise 24. saatteki ICso degerleri; Urfa-Kao, Antep-Kb,, Antep-
Kay, i¢in sirasiyla 25; 50; 70 ppm iken; Antep-AHFA, Antep-Kby, Urfa- Kaz ve Siirt-
Kbz igin 75 ppm’dir. Antep-BHFA ekstresi igin 60 ppm olan ICso degeri ise
inkiibasyonun 48. saatinde belirlenmistir. 1Csp degerlerinin belirlendigi ekstre
ornekleri icin belirlenen fenolik asit bilesen profiline dayali bir iliskilendirme

yapilamamakta olup daha fazla veriye ihtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.

Diger flavonoid alt gruplarimin yer aldigi Tablo 3.35’de goriildiigii gibi MCF-7
hiicre hatt1 i¢in uygulanan Urfa-flavan-3-ol eksteresi i¢in ICso degeri 60 ppm iken
Antep ve Siirt drneklerine ait ndtralize flavan-3-ol asit hidroliz ekstrelerinde de bu
degerler inkiibasyonun 24.saatinde sirasiyla 30 ve 50 ppm’dir. Bir diger flavanoid alt
grubu olarak: Antep-flavanon, Siirt-flavanon, Urfa-flavonol ekstrelerinin tiimiiniin 24.
saat ICso degerleri 75 ppm iken Antep-flavon ekstresi uygulandiginda 48. saat i¢in 60
ppm bulunmustur. Bu degerler, Siirt ve Antep notralize flavonol ektreleri i¢in sirasiyla
35 ve 50 ppm olarak bulunmustur. MCF-7 hiicre hattinda etkililik dagilimi agirlikli
olarak flavonoid alt grup ekstrelerinde olup 1Cso degerleri 75 ppm civarinda
bulunmustur. Flavonoid alt gruplarindan flavan-3-ol asit hidroliz 6rnegi ile flavonol
notralize 6rneklerindeki ICso degerleri her iki grupta belirlenmis bilesenlerin en

yiiksek oldugu Siirt bolgesi i¢in sirasiyla 40 ve 35 ppm’dir. Etkiligi belirlenen
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bilesiklerin tiimii i¢in miktar siralamasina gore; kersetin, katesin, mirisetin, kemferol,

rutin ve epikatesin 6n plana ¢ikamaktadir (Tablo 3.31).

Elde edilen bulgulara gore; OE-33 hiicre hatti i¢in efektif olan ekstrelerde fenolik
bilesenlerden ozellikle gallik, 4-hidroksi-benzoik, prokatesuik ve benzoik asitler,
ACC-201 hiicre hatt1 icin ise OE-33 i¢in belirtilen bilesenlerin diginda; katesin,

kersetin, mirisetin, kemferol, rutin bilesenleri 6n plana ¢ikanlar olarak tanimlabilir.

Literatlir aragtirmasina gore Tarhan ve digerleri (2016), tarafindan Teucrium
sandrasicum yaprak ve ¢icek kisimlarinin etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin
1x10* baslangi¢ hiicre sayili MCF-7 hiicre hattinda 48 saat inkiibasyonu sonrasi
belirlenen 1Cso degeleri yaprak i¢in etkinin gézlenmedigi su ekstreleri harig sirasiyla
20; 35 ppm iken ¢igekde 50; 20; 20 ppm’dir.

Alhagi maurorum bitkisinin % 70 metanol ekstraktlarinin 5x10* baslangi¢ hiicre
say1lt MCF-7 hiicre hattinda 72 saat inkiibasyonu sonrasinda 50 ppm ile 1Cso degerine
ulagilmigtir (Rashed ve Barreto, 2017).

Arcangelisia flava yaprak 1x10° baslangi¢ hiicre sayili MCF-7 hiicre hattindaki 24

saat inkiibasyonu sonrasi belirlenen ICso degeri 136 ppm’dir (Puspitasari ve diger.,
2015).

Theobroma cacao yaprak, aniz, cherelle ve kabuk 6rnekleri metanol ekstraklarin
1x10° baslangig hiicre sayili MCF-7 hiicre hattindaki 72 saat inkiibasyonu sonrasi
belirlenen ICso degeleri sirasiyla 41,4; 62,2; 68,9; 72 ppm’dir (Baharum ve diger.,
2014).

Zakaria ve diger. (2011) Melastoma malabathricu yapraklari metanol estraktlarinin

MCF-7 hiicre hattindaki ICso degerini 87 ppm olarak belirlemistir.
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P. vera kabuklarinin hekzan ve etil asetat ekstreleri 5x10* baslangic hiicre sayil
MCF-7 hiicre hattinin belirlenen 1Cso degeri 72 saat inkiibasyonu sonrasi sirastyla
44,88 ve 21,20 ppm’dir (Seifaddinipour ve diger., 2018).

P. vera kabuk ve tohum 6rneklerinin 1x10* baslangi¢ hiicre sayili MCF-7 hiicre
hattinda 24 saat inkiibasyonu sonrasi belirlenen I1Cso degerini de sirasiyla 31,2 ve 43,4
ppm’dir (Dahooee ve diger., 2016).

Tablo 3.36’da goriildiigii gibi OE-33 ve ACC-201 hiicre hatlar1 i¢in Siirt ve Antep
orneklerinin Kay ekstrelerinin inkiibasyonun 24. saatinde belirlenen ICso degerleri
strastyla: 40; 45 ve 28; 30 ppm olarak bulunmustur. Bunun diginda OE-33 hiicre
hattinin ICso degerleri 24. saat Urfa-Kai ve 48. saat Urfa-Kb; ile Antep-Ka; icin
sirasiyla 45 ve 58 ile 65 ppm dir. Ayrica Antep-BHFA ekstresi ACC-201 hiicre
hattinda inkiibasyonun 24. saatinde 70 ppm ile etkililik gostermistir. OE-33 hiicre
hattinda yukarida belirtilen tiim ekstrelerde bulunmakla birlikte gallik asit in Ka;
ekstrelerinin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. ACC-201 hiicre hatti i¢in en iyi sonuglari

yine Kay ekstrelerinde gézlemlenmistir.

Flavonid alt gruplar i¢cin OE-33 hiicre hattinda genel olarak belirlenen 1Cso degeri
100 ppm civarinda olup, en iyi sonug Siirt-flavon-3-ol asit hidroliz ekstresinin 48. saat
uygulamasinda 75 ppm olarak bulunmustur. ACC-201 hiicre hattinda ise genel olarak
etki 200 ppm civarinda olup en iyi sonuglar inkiibasyonun 48. saatinde Kersetin,
mirisetin, kemferol ve rutin degerlerinin en yiiksek oldugu Siirt 6rneginin flavonol

ekstresi ile metanol/su (3/2) ekstrelerinin her ikisinde 35 ppm olarak belirlenmistir.

Fenolik asit bilesenleri yaygin olarak HeLa, OE-33 ve ACC-201 hiicre hatlarinda
etkin iken diger flavanoid alt gruplari 6zellikle MCF-7 hiicre hattinda yaygin etki

gostermistir.
Son yillarda fenolik bilesenlerin anti kanserojen Ozelliklerine yonelik yogun

arastirmalar yapilmaktadir (Sakaguchi ve diger., 1998; Reddivari ve diger., 2010). P.
vera‘nin fenolik asit ekstrelerinin HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 kanser hiicre
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hatlarinda yaygin gozlenen antikanserojen etkileri, ilgili ekstrelerde 6n plana ¢ikmis
fenolik bilesenler agisindan da degerlendirilmistir. Ancak bu bilesenlerin tekli bazen
de ¢oklu sinerjetik etkilerinin hiicre 6liim mekanizmasinin yonlendirilmesinde 6nemli
rol oynadig1 bilinmektedir. Yukarida her bir hiicre hatt1 i¢in efektif ekstrelerde 6n
plana ¢ikmis olan bilesenler belirtilmistir. Bu bilesiklerin anti-kanserojen etkilerine

yonelik yapilmis literatiir taramalar1 asagida ele alinmistir.

P.vera’nin fenolik asit ekstrelerinde 6,73-5,06 mg/g arasinda seyreden gallik asit
dikkati ¢ekmektedir. Literatiir verilerine gore kanser hiicrelerinde gallik asit kaynakli
apoptosizde: kaspaz bagimli ve bagimsiz yollarla (Sakaguchi ve diger., 1998; Raina
ve diger., 2008; Ji ve diger., 2009; Reddivari ve diger., 2010), antiapoptozisle iliskili
proteinlerin ve Akt/mTOR yolunun down regiilasyonu (Faried ve diger., 2007);
ribontikleotid rediiktazin (RR) inhibe edilmesi (Madlener ve diger., 2007); p53 ve
Fas/FasL'nin uyarilmasi (Hsu ve diger., 2007; Chuang ve diger., 2010) gibi ¢esitli

mekanizmalar ile iliskili oldugu belirtilmektedir.

Normal hiicrelere sitotoksik etki gostermeyen gallik asit (3,4,5-triphydroxyl-
benzoic acid), akciger kanseri (You ve diger., 2011; You ve Park, 2010), l6semi (Inoue
ve diger., 2000), prostat kanseri (Agarwal, Tyagi ve Agarwal, 2006), mide, kolon,
meme, servikal ve 6zofagus (Faried ve diger., 2007; You ve diger., 2010) gibi ¢esitli
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmektedir. Gallik asit, hiicrede oksidatif stres
ve/veya hiicre i¢i Ca?* seviyelerini artirarak apoptozisi tetikleyebilir (You ve diger.,
2011; You ve Park, 2010; Inoue ve diger., 2000; Serrano ve diger., 1998).

Chen ve digerleri, (2009) gallik asitin prostat kanser hiicrelerinde mitokondriyal
hasar yoluyla apoptozisi indiikledigini bildirmistir. Gallik asit, HeLa hiicrelerinin
biiylimesini de 6nemli 6lciide inhibe etmektedir. Gallik asit kaynakli HeLa hiicre
Oliimii, GSH tiikenmesi ile koreledir. HeLa hiicrelerinin 6liimiinde, ROS 6zellikle de

02"~ seviyesinde gallik asit kaynakl artiglar etkindir.

Insan prostat kanser hiicrelerinde gallik asidin PARP, kaspaz-9 ve ardindan

kaspaz-3’ii aktive etmesiyle apotozisin tetiklendigi bildirilmistir (Chen ve
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diger.,2009). Bu durum proapoptotik Bax ekspresyonunda artisa ve anti-apoptotik Bcl-
xL ekspresyonunda ise azalmayla desteklenmektedir. Ayrica, gallik asit G2/M
fazindaki hiicreleri durdurarak, G2/M gegisi i¢in gerekli olan siklin B1, Cdc2 ve
Cdc25Cnin  ekspresyonuyla kanser hiicresinin proliferasyonunu bloke ettigi

gozlemlenmistir (Motwani ve diger., 2003; Caldon ve diger., 2006).

Gallik asit, serbest radikal soniimleme oOzelligiyle 16semi ve akciger kanser
hiicrelerinin farklilasmasiyla apoptozis indiiklenmesi ve dolayisiyla tiimor anjiyonisiz
ve metastaz gelisiminin baskilanmas1 gerceklesir (You ve Park, 2010; You ve diger.,
2011). Gallik asit bu 6zelligiyle serviks kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu
kisitlamaktadir. Bu durum, hiicre proliferasyonunda ve invazyonunda kilit rol oynayan
PI3K/AKT ve MAPK/ERK sinyal yolaklarinda fosforilasyonun azalmasiyla, serviks
kanseri hiicrelerinde etkin ADAMI17 ve EGFR baskilamasi ve dolayisiyla
EGFR/PISBK/AKT ve EGFR/MAPK/ERK yollarinin inhibisyonu sonucu hiicre

invazivyonun baskilanmasi gerceklesmis olur (Zhao ve Hu, 2013).

Gallik asitce zengin olan Phyllanthus emblica ekstreleri, A549 (akciger), HepG2
(karaciger), HeLa (servikal), MDA-MB-231 (meme), SK-OV3 (hiicre) ve SW620
(kolorektal) kanser hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu 6nemli 0lgiide
baskilamistir. HeLa hiicrelerinde apoptoz, Phyllanthus emblica ekstraktinin DNA
fragmantasyonuna ve kaspaz-3/7 ve kaspaz-8'in aktivitesini arttirdigi, ancak kaspaz-
9'un artmadigr ve Olim reseptoriiniin aracilik ettigi bir apoptozis mekanizmasini
belirten Fas up regiilasyonunun arttigi gézlendi (Ngamkitidechakul ve diger., 2010).
HeLa hiicrelerinde, Phyllanthus emblica ekstrakti hiicrede kaspaz-9'un disinda DNA
fragmantasyonunun, kaspaz-3/7 ve kaspaz-8'in ve ayrica Fas proteininin

aktivasyonuyla apoptosiz tetiklenir.
Bir bagka aragtirmaya gore gallik asit doza bagimli olarak HPVep hiicrelerinin

proliferasyonu, apoptozis yoniinde gerceklesen artigla azalmistir. Benzer sonuglar

HeLa hiicrelerinde de gozlenmistir (Shi ve diger., 2016).
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P. vera ekstrelerinin HeLa, MCF-7, OE-33 ve ACC-201 hiicre hatlarinda
proliferasyonu azaltma 6zelliginde genel olarak 6n plana ¢ikmig bilesenlerden biri olan
galik asitten kaynaklanabilir. Literatiire gore yukarida da belirtildigi gibi gallik asit
kokenli bir apotozisin olusumda, kaspaz bagimli ve bagimsiz yollarla, antiapoptozisle
iligkili proteinlerin ve Akt/mTOR yolunun down regiilasyonu, riboniikleotid
rediiktazin inhibe edilmesi veya p53 ve Fas/FasL'nin uyarilmasinda yalnizca gallik
asidin veya paralelinde mevcut farkli birkag bilesenin de sinerjetik etkisinin rol
oynayabilecegi belirtilebilir (Sakaguchi ve diger., 1998; Raina ve diger., 2008; Ji ve
diger., 2009; Reddivari ve diger., 2010; Faried ve diger., 2007; Madlener ve diger.,
2007; Hsu ve diger., 2007; Chuang ve diger., 2010).

Meyve ve sebzelerde bulunan kersetinin (3,3',4',5,7-pentahidroksflavon), hiicre

cogalmasi ve apoptozis ile baglantili sinyal iletim yollarin1 modiile ettigi bildirilmistir

(Murakami ve diger., 2008).

Cesitli kanser hiicre hatlarinda kersetin kaynakli G1/S veya G2/M fazindaki hiicre
dongiisii durmasi belirlenmistir (Ranelletti ve diger., 1992; Yoshida ve diger., 1992;
Avila ve diger., 1994; Yang ve diger., 2006).

Arastirmalar kersetinin, p53-p21°e bagli mekanizmayla mitokondriyal apoptozisi
ve hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda tutulmasmnin doza bagh artisiyla HeLa
hiicrelerinin canliliginin baskilandigini gostermektedir. Ayrica HeLa hiicrelerinin yan
sira, glioma, karaciger, akciger, prostat ve kolon kanseri hiicre hatlarinda apoptotik
stireg, Bcl-2 ve/veya kaspaz mekanizmalarina bagimli olarak gergeklesmektedir. (Kim

ve diger., 2008; Tanigawa ve diger., 2008; Lee ve diger., 2008; Kim ve diger., 2005).

Vidya ve diger., (2010) arastirmalarina gore kersetin HeLa hiicrelerinde anti kanser
etki i¢in iki karsit sinyal agin1 (p53 ve NF-kB) hedef aldigin1 belirlerken Dey ve diger.,
(2008) ayn1 anda bu sinyal aglarin1 hedef alan ajanlarin, kanser terapdtikleri olarak
etkili oldugunu gostermistir.Bu 6zelliginden dolayr kersetin antikanser ilag tasarimi

i¢in klasik bir adaydir.
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Rodgers ve Grant, (1998) MCF-7 hiicre hattiyla yaptiklari arastirmada kersetinin
hiicre proteinini azaltirken, protein, DNA ve RNA sentezini biiyiik ol¢iide inhibe

ettigini belirlemislerdir.

Mirisetin'in memeli DNA polimeraz, topoizomeraz ve insan kanser hiicresi
proliferasyonu iizerindeki inhibitor etkisi bulunmaktadir (Shiomi ve diger., 2013).
Mirisetin ayrica, apoptozisin indiiklenmesi ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) sinyal
yolunun inhibisyonu yoluyla pankreas kanseri hiicre 6liimiine neden olur (Phillips ve

diger., 2011).

Kim ve diger., (2014) arastirmalarinda insan kolon kanseri hiicrelerinde DNA
yogunlagsmasina ve sitotoksisitenin doza bagimli olarak arttigin1 bulmuslardir. Ek
olarak, mirisetin apoptoz-indiikleyici faktoriin mitokondriden salinimini uyardi. Bu
sonuglar, mirisetinin HCT-15 insan kolon kanseri hiicrelerinin apoptozisini
indiikledigini ve insan kolon kanseri i¢in terapdtik ajanlarin gelistirilmesinde faydali

olabilecegini gostermektedir.

Mirisetin ayrica, HCT-15 insan kolon kanseri hiicrelerinde BAK ekspresyonu ve
BAX/BCL2 oranmimi arttirir. Bu oranin artmasiyla kaspaz kaskadi aktivasyonu

apoptozis prosesinin indiiklenmesinde 6nemli rol oynar.

Kemferol, PI3K/AKT ve hTERT yollariyla hiicresel apoptozis ve yaslanmay1
indiikler. Baz1 epidemiyolojik caligmalar, kemferoliin kolon, pankreas, yumurtalik,
HeLa, bobrek, akciger, prostat ve 6zofagus kanser hiicre hatlar1 tizerindeki potansiyel
antikanser etkilerini belirlerken ,yeni yapilan ¢alismalarla ¢esitli insan hiicre hatlarinda
hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugu bildirilmistir (Chen ve Chen, 2013; Kim
ve Choi, 2001; Choi ve Ahn, 200; Nguyen ve diger., 2003).

Yapilan son arastirmalarda kemferoliin, kolon kanser hiicrelerinin TRAIL indiiklii
apoptozise duyarlilik kazandirdigi (Yoshida ve diger., 2008), boébrek hiicre
karsinomasinin ise EGFR/p38 sinyal yoluyla hiicre dongiisiinde durma ve apoptozisin

indiiklendigi (Song ve diger., 2014) belirtilmistir.
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Kashafi ve diger., (2017) yaptiklar1 arastirmada Hela serviks hiicre hattinda
kemferol tarafindan apoptozisin p53, p21, kaspaz 3, kaspaz 9, Bax ve PTEN gibi pro-
apoptotik genlerin artan regiilasyonu ve PI3K, AKT ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik
genlerin azalan regiilasyonuyla etkin sekilde indiiklendigini belirtmislerdir. Bu veriler
kemferolle tedavi edilen hiicrelerde Bax/Bcl-2 oraninin 6nemli 6lgiide arttiginin bunun
da kemferoliin hiicre 6liimiine aracilik etmek igin mitokondriyal fonksiyonu modiile
ettigini gostermektedir. Ayrica telomeraz geninin ekspresyonunu da azaltarak hiicresel

yaslanmay1 indiiklemektedir.

Sinirh arastirmalarin bulundugu kersetin i¢in HeLa hiicrelerinde p53-p21°e bagh
mekanizmalarla mitokondirayal apoptozis ve hiicre dongiisiinin G2/M fazinda
tutulmasiyla, karaciger ve akciger hiicrelerinde Bcl-2 ve kaspaz mekanizmalariya
apoptozisin tetiklenmesi O6n plana ¢ikmaktadir. Mirisetin iginse memeli DNA
polimeraz, topoizomeraz inhibitor etkisinin yan1 sira kolon kanserlerinde artan BAK
ekspresyonunun artis1 apoptozisin tetiklenme yollar1 olarak belirtilmistir. Bir diger
flavanol bileseni olan kemferol ise yaygin olarak PI3K/AKT ve hTERT yollariyla ve
ayrica TRAIL indiiksiyonun yani sira EGFR/p38 sinyal yolaklariyla da apoptozisin
aktive edildigi belirlenmistir. Bulgular Pistacia vera flavonol grubu ekstresinin en
etkili oldugu hiicre hatlar1t MCF-7 ve ACC-201’de kersetin, mirisetin ve kemferoliin

apoptotik etkide rol oynayabilecegini gostermektedir.

Hesperidin, HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasini konsantrasyona ve zamana bagli bir
sekilde inhibe etmektedir. HeLa hiicrelerinde hesperidin kaynakli apoptoz, artmis
niikleer yogusma ve DNA fragmantasyonu ile karakterize edilmistir (Wang ve diger.,
2015). Ayrica, artan GADD153/CHOP ve GRP78 seviyeleri, HeLa hiicrelerinde
hesperidin ile indiiklenen apoptozis oldugunu, muhtemelen endoplazmik retikulum

stres yolagi yoniinde kaspaz bagimli bir yolu igerdigini gostermistir.

Diyetsel hesperidin, sican modellerinde idrar kesesi, kolon, akciger ve memede
karsinojenezi inhibe eder (Yang ve diger., 1997; Selvaraj, Jayabal ve Namasivayam,
2009, Sattu ve diger., 2009; Sattu ve diger., 2010; Ye ve diger., 2012). Ek olarak, in

vitro ve in vivo ¢aligmalar, hesperidinin kolon (Zheng ve diger., 2002; Park ve diger.,
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2008), pankreas (Patil ve diger., 2009), hepatoseliiler (Lee ve diger., 2010), meme
(Choong ve diger., 2010), prostat (Choong ve diger., 2010) ve 16semi (Ghorbani ve
diger., 2012) gibi ¢esitli malign insan kanserlerine kars1 sitotoksik bir madde olarak
potansiyelini gostermistir. Hesperidinin artan ¢ekirdek kondenzasyonu ve DNA
fragmantasyonunu igeren bir dizi mekanizma yoluyla apoptozu indiikledigi

gosterilmistir (Zheng ve diger., 2002).

Wang ve diger. (2012) arastirmalarinda, hesperidinin HeLa ve HT-29 hiicreleri
hiicre hattlarindaki uygulamalarinda, hiicre proliferasyonunun konsantrasyona ve
zamana bagli bir inhibisyonunu bildirmiglerdir. Bu inhibisyonun, hesperidinin
mitokondri aracili endoplazmik retikulum stres yolu ve hiicre dongiisii durmasi

araciligiyla oldugunu gozlemlemislerdir.

Yang ve diger. (2012) arastirmalarinda; hesperetin'in ligand-reseptor etkilesimlerini
engelledigini, donistiiriici biyiime faktorii-b (TGF-b) sinyal yolunun yani sira, TGF-
b yolunun bir hedefi olan Smad3'iin fosforilasyonunu da inhibe ettigini belirlemistir.
Ek olarak hesperetinin, TGF-b1'in reseptor TbRII'sine baglanma olasiligini azalttigini,
bunun sonucunda reseptdr dimerizasyonunu ve aktivasyonunu azalttigin1 ve TGF-
bl'in neden oldugu kanser hiicresi migrasyon ve invazyonunun da engellendigi

bildirilmistir.

Totta ve diger. (2004) arastirmalarinda; yalnizca ERa veya ERb varliginda anti-
proliferatif etki gosteren naringenin’nin stimiilasyonunun, diisiiniilen tiim kanser hiicre
hatlarinda pro-apoptotik kaspaz-3 aktivasyonuna ve poli (ADP-riboz) polimeraz
bolinmesine yol acan p38/MAPK aktivasyonunu indiikledigini bildirmislerdir.
Ozellikle, naringenin yalmzca ERa iceren hiicrelerde anti-dstrojenik etki gosterirken,

ERD iceren hiicrelerde, Nar 17b-estradiol etkilerini taklit etmektedir.

Yapisinda luteolin, protokatesik ve klorojenik asit igeren Lonicera japonica sulu
ekstraktinda, HepG2 hiicrelerinin oliimiiniin JNK’ya bagimh gerceklestigi, ancak
protokatesik asit miktarinin sitotoksik etkiye katkida bulunmak i¢in tek bagina yetersiz

oldugunu, etkinin kooperatif bir etki oldugunu gdsterdi. Sonuclar protokatesik asitin
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JNK'ya bagli hepatoseliiler karsinom hiicre 6liimiinii indiikleyebilen dogal bir bilesik
oldugunu gdstermektedir. Protokatesik asit ayrica, kismen sindirim organlarinda
kanserojenlerin indiikledigi hiicre ¢ogalmasinin inhibe edilmesi yoluyla, antitiimor
Ozelliklerine sahip etkili bir kemopreventif ajan olarak kabul edilmistir (Tanaka ve

diger., 1995).

P. vera dis kabuk flavanon ekstresi fenolik bilesiklerinden hesperidinin mitokondri
ve endoplazmik retikulum aracili oksidatif stres yoluyla hiicre dongiisiinii durdurmasi
apoptozise neden olmaktadir. Hesperetin’de ise apoptozis yollarinda ligand/reseptor
etkilesiminin 6n plana ¢iktig1, biiylime faktorii-b sinyal yolunun bloke edildigi,
naringenin ise kaspaz aktivasyonu ve p38/MAPK aktivasyonuyla hiicre 6liimiinii
tetikledigi goriilmektedir. Yapisinda luteolin, protokatesik ve klorojenik asitler i¢in
sitotoksik etkilerinin sinerjik etkilesime dayandigi yapilan son arastirmalarda ortaya

konmaktadir.

Tez kapsaminda P. vera dis kabuk ekstrelerinin yapisinda belirlenmis olan fenolik
bilesenlerle HeLa, MCF-7, OE-33 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda anti-apoptotik
etkileri arasinda literatiire dayali bir iliskilendirme hedeflenmistir. Burada 6zellikle
gallik asit, kersetin, katesin ve mirisetin etkililik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Sonuglar yeni
arastirmalara zemin hazirlayici nitelikte olup ve fenolik bilesenlerin tekli-coklu
apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi apoptotik yolakta etkin bazi parametrelerin ele
alinmasi1 gerekmektedir. Elde edilen sonuglar P. vera dis kabuklarinin bazi fenolik
bilesenler a¢sindan dikkat ¢ekici 6zellik tasidigi, antioksidan kapasitesinin olumlu
diizeyde bulunan bitkiler grubuna girdigi, dolayisiyla gida ve yem sanayinde
kullanilabilirliginin incelenebilmesi i¢in daha ileri arastirmalara gerek oldugu

belirtilebilmektedir.
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