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OZET

CONVOLVULUS L. CINSINE AiT BAZI TURLERIN ANTIOKSIiDAN
AKTIVITESININ VE HAYVAN DOKULARINA ETKIiSININ
INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
ESRA ERCIYES
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOV)
DENIZLi, MART 2014

Bu ¢alismada iilkemizde yayilis gosteren ve Convolvulus (Convolvulaceae)
cinsi iginde smiflandirilan C. phrygius, C. galaticus ve C. aucheri tiirlerinin
antioksidan aktiviteleri ~ve hayvan dokusu (kan dokusu) iizerine etkileri
incelenmistir. Bu tiirlerin  metanollii, etanollii, benzenli ve asetonlu
ekstraksiyonlarmimn  antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH ve f-
karoten-Linoleik asit yontemleri kullanilmistir. En yiiksek antioksidan aktivite
(%66,88 + 0,8), C. aucheri tiiriiniin etanollii ekstrelerinde tespit edilmis olup, en
diisiik antioksidan aktivite (%17,48 + 3,02), C. galaticus tiiriiniin benzenli
ekstresinde goriilmiistiir. DPPH yontemiyle elde edilen sonuglara gore en yiiksek
serbest radikal giderim aktivitesi (%59,50 + 1,2), C.aucheri tiiriiniin %21’lik
konsantrasyonda hazirlanmis etanollii ekstresinde tespit edilmistir. En disiik
serbest radikal giderim aktivitesi (%9,83) C. galaticus tiirtinin 0,2 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis asetonlu ekstresinde gozlenmistir. Calisilan tiirlerin
fenolik madde miktarlar1  Folin-Ciocaltacu yontemiyle, gallik aside (GAE)
esdeger olarak belirlenmistir. Fenolik madde miktar1 en yiiksek olan C.aucheri
tiiriiniin etanollii ekstresi (23,03 mg/g GAE), en diisiik olanin C. galaticus tiiriiniin
asetonlu ekstresi (5,35 mg/g GAE) oldugu tespit edilmistir. Bunlara ilaveten ayn1
tirlerin etanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarmm (%]1°lik ve %0,5°1ik)
sicanlarin kan dokusu tizerindeKi etkileri de degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin %1’lik bitki ekstrakti verilen
gruplarinda ALT artis gostermistir. Ayn1 zamanda C. phrygius tiiriiniin %1°lik ve
C. aucheri tiriiniin  %1°lik  ve %0,5’lik bitki ekstrakt1 verilen grubunda AST
artis1 tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Convolvulus phrygius ,Convolvulus galaticus,
Convolvulus aucheri, antioksidan aktivite, fenolik madde, kan dokusu



ABSTRACT

INVASTIGATION OF SOME OF THE PLANT SPECIES BELONGING
TO THE GENUS CONVOLVULUS L. ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
EFFECT ON ANIMAL TISSUES
MSC THESIS
ESRA ERCIYES
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DIVISION OF BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOV )
DENIiZLi, MARCH 2014

In this research, antioxidant activity and histological effects on animal tissue
(blood tissue) of some plant (C. phrygius, C. galaticus, C. aucheri ) of the genus
Convolvulus (Convolvulaceae) which are distributed in our country, were
examined. DPPH and p-carotene-Linoleic acid methods were used for
determinate  antioxidant activity of the plant species extracts with ethanol,
methanol, acetone and benzen. The highest antioxidant activity (%66,88 + 0,8),
was obtained from C. aucheri of ethanol extract. The lowest antioxidant activity
(%17,48 + 3,02), was seen of the C. galaticus extracts with benzen. According to
the results of the experiment performed by using DPPH method, the highest free
radical removal activity (%59,50 + 1,2), was found in C. aucheri ethanolic extract
which prepared with 1 mg/ml concentration. The lowest free radical removal
activity (%9,83), was determined C. galaticus in acetonic extract with 0,2 mg/ml
concentration. In addition, total phenolic contents in all extracts were determined
as gallic acid (GAE) equivalents Folin Ciocalteu method. The highest phenolic
amount was of C. aucheri ethanolic extract (23,03 mg/g GAE), the lowest of the
C. galaticus acetonic extract (53,5 mg/g GAE) was observed. The effects on rat
blood tissues of ethanolic extracts which prepared with different concentrations
(%0,5 and %1) obtained from studied species were determined. According to the
results, C. phrygius and C. aucheri species of %1 plant extract treated group
increased ALT was obtained. Also C. phrygius of %1 and C. aucheri of %1 and
%0,5 plant extract treated group increased AST was detected.

KEYWORDS: Convolvulus phrygius, Convolvulus galaticus, Convolvulus
aucheri, Antioxidant activity, Phenolic Contents, blood tissue
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ONSOZ

“Convolvulus L. cinsine ait bazi tiirlerin antioksidan aktivitesinin ve
hayvan dokularina etkisinin incelenmesi ” adli yiiksek lisans tez ¢alismamda
yardimlarimi ve hosgoriisiinii higbir zaman esirgemeyen, tez ¢alismam boyunca bir
cok engelle karsilasmama ragmen yapici tavriyla, manevi destegi ile calismami daha
kolay yiiriitebilmemi ve bitirebilmemi saglayan, sadece bilgisi ile degil, hayat goriisii
ve durusu ile de ¢ok dersler aldigim danigmanim sayin Prof. Dr. Ramazan
MAMMADOV’a, tez siiresince arazi ¢aligmalarim kapsaminda ve bitki tiirlerinin
tanitilmasinda  yardim eden Yard. Dog¢. Dr. Candan AYKURT’a, bilgisinden
faydalandigim Prof. Dr. Yakup KASKA’ya ve lisansim ve yiiksek lisansim boyunca
verdikleri emeklerden dolayr Pamukkale Universitesi tiim boliim hocalarina,
dostlarim Cigdem AYDIN, Hesna YAKA ve Giilten TASDELEN’e tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica calismayr maddi yonden destekleyen Pamukkale Universitesi,
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Bagkanligi’na tesekkiirlerimi sunarim. Bu tezin
hazirlanmasinda bana maddi ve manevi en biiyiik destegi saglayan tez caligmamin her
asamasinda gostermis olduklar1 sonsuz sabir, dzveri ve destek i¢in basta esim Ismail
ERCIYES’e ve ismini burada sayamayacagim diger aile fertlerine ve bana yiiksek
lisansa baglamam i¢in ilk destegi ve cesareti veren annem Esma YARIM’a en igten
tesekkiirlerimi sunarim.



1.  GIRIS

Bitkiler insanhigin var olusundan beri, hayatin vazgecilmez temel
kaynaklarindan biri olmustur. Ilkcaglardan bugiine insanlar bitkileri cesitli amaglar
icin kullanmiglar, tanimis ve tanitmaya caligmislardir [1]. Bitkiler gegmisten
giniimiize gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ve halen de kullanilmaya
devam etmektedir [2]. Giiniimiizde hala bazi tip ¢evrelerince, bitkilerin tibbi
yararlarinin oranlarmin biiytikligii reddedilse de; insanoglunun var oldugu giinden
bu giine viicudunda hissettigi herhangi bir rahatsizligi gidermek i¢in ¢are aradigi yer
doga ve 6zellikle de bitkilerdir [3].

Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de tibbi agidan 6nemli bulunan
bitkiler hastaliklarin tedavisinde yiizyillardan beri halk arasinda kullanilmaktadir.
Diinya Saglk Teskilati (WHO) nin 91 {iilkenin farmokopelerinde (kodeks) ve tibbi
bitkiler tizerine yapilmis olan bazi yaymlara dayanarak hazirladigi arastirmaya gore
tedavi amaciyla kullanilan bitki tiirii sayis1t  20.000 civarindadir. Bunlarin 500
kadarinin tarimsal liretiminin yapildigi, ayrica degisik amagla kullanilan bitkilerin
cok azmin farmokopelerde kayith oldugu bildirilmektedir. Tiirk kodeksinde kayith
tedavi amaci ile kullanilan bitki sayis1 ise 140 civarindadir. Oysa, Tiirkiye’de tibbi
amagcla tiiketilen bitki sayisinin ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir, hatta bazi
yayinlarda bunun en az 500 civarinda oldugu kaydedilmistir [4].

Tiirkiye, cografi konumu, iklimi, bitki gesitliligi, tarimsal potansiyeli ve
genis yizdlgiimii gibi 6zelliklerinden dolayi, diinyada tibbi ve aromatik bitkiler
ticaretinde ondegelen iilkelerden biridir. Bulundugu cografyada bitki ¢esitliligi ile
daha 6zel niteliklere sahip olan Anadolu’da, her gegen giin bitki ortiisii i¢inde
bilimsel anlamda yeni tiirler tanimlanmaktadir ve bu bitkilerin sayis1 da oldukga
fazladir [5].

Tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, drog vb. iiriinler tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin cogunun
biyolojik etkileri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala yetersizdir.
Bu nedenle, tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen iiriinlerin biyolojik

etkilerinin bilimsel olarak arastirilmasina olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Tibbi
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bitkilerden farmakolojik olarak aktif bilesiklerin izolasyonu ve tanimlanmasi
giiniimiizde de devam etmektedir [6, 7]. Ozellikle, viicudu serbest radikallerin yol
actig1 hasara karsi koruma yeteneginde olan maddelerin kesfedilmesine yonelik
yogun bir ilgi vardir [8].

Yeryliziinde bulunan c¢igekli bitkilerin sayis1 hakkinda cesitli fikirler ileri
stirtilmekle beraber 280.000 civarinda oldugu belirtilmektedir. Bu tiirlerin dagilist
yeryliziinde esit olmadigi gibi, aymi kusaktaki cografi bolgelerde de farklilik
gostermektedir. Tropik bolgeler tiir gesitliligi bakimindan en zengin yerlerdir ve
kutuplara dogru gidildikg¢e tiir sayis1 azalir. Tiir sayis1 bakimindan en zengin yerler
Giiney Amerika’nin kuzey kesimleri ile Endonezya takimadalaridir. Ulkelerin
biyolojik ¢esitliligi agisindan degerlendirilmesinde barindirdiklar: tiir sayist yaninda
endemik tiir sayis1 da biiyiik 6neme sahiptir [9].

Ulkemizde bulunan bitki tiirleri, diinyadaki bitki tiirlerinin yaklasik %3,6’smi teskil
etmektedir. Tiirkiye’nin ylizolgiimii ise diinya kara yiizolglimiiniin ancak %0,53

kadardir. Bu oranlar da tiir zenginligimizin bagka bir gostergesidir [9].

Floramizin bu kadar zengin olmasmin baslica sebepleri olarak; Tiirkiye’nin
birbirinden hem iklim hem de bitki Ortiisii yoniinden, dolayisiyla floristik yapisi
bakimindan farkli ii¢ bitki cografya bolgesinin kesistigi bir konumda olmas: (Bunlar:
Kuzey Anadolu’da Avrupa-Sibirya, Bat1 ve Giiney Anadolu’da Akdeniz, i¢ ve
Giiney Dogu Anadolu’da yer alan Iran-Turan fitocografik bolgeleridir), Anadolu’nun
Avrupa ve Asya kitas1 arasinda koprii konumunda olmasi ve buna bagh olarak iki
kita arasinda karsilikli bitki gogleri ile cesitliligin artmasi, bir¢cok cins ve tiiriin
farklilasma merkezinin Anadolu olusu ve edafik (topraksal) faktorlerin oldukga

cesitlilik gostermesi sayilabilir [5].

Cicekli bitkiler bakimmdan olduk¢a zengin olan iilkemizde, Angiosperm
(kapali tohumlu bitkiler) tiirlerini iceren yaklasik 145 familya bulunmaktadir.
Angiospermlerin, Magnoliopsida smifinin Solanales takimi iginde siniflandirilan
Convolvulaceae familyas: diinya iizerinde yaklasik 58 cins ve yaklasik 2000 tiirle
temsil edilmektedir. Convolvulaceae familyasina ait tiirlere, tropikal yagmur
ormanlarindan savanlara ve ¢oOllere kadar wuzanan genis bir aralikta
rastlanabilmektedir. Convolvulaceae, 6zellikle tropikal kusaga endemik ¢ok sayida
cins iceren bir familyadir ve bu familyaya ait dort cins iilkemizde yayilis
gostermektedir [10, 11].



Aykurt ve arkadaslar1 [13] yapmis olduklar1 ¢alismada Convolvulaceae
familyasinin dilimizde “Tarla sarmasigigiller” veya “Kahkaha ¢igegigiller” olarak
isimlendirildigini ve bu familya {iyelerine “Cadr c¢icegi”, “Glindiiz sefas1”,
“Kaplumbaga otu”, “Koyun otu”, “Mahmude”, “Mamiza”, “Mamuza” ve “Tarla

sarmasig1” gibi farkl isimler verildigini belirtmiglerdir [1, 12, 13].

Convolvulaceae familyasmna ait cinsler iginde tiir sayis1 zenginligi
bakimindan ikinci sirada yer alan Convolvulus, olduk¢a kozmopolit bir cins olup,

diinya tizerinde yaklasik 250 tiirle temsil edilmektedir [14].

Tiirkiye’de Convolvulus cinsi iginde 35 tiir (3’i hibrit 39 takson) yayilis
gostermektedir [15]. Aykurt [15] calismasinda bu tiirleri 6zellikle habit 6zelliklerini
gbz Oniine alarak iki grup altinda toplanabilecegini belirtmistir. ilk grup genellikle
tabanda odunsu yapili dik veya yatik duruslu cali veya yar1 ¢alilar ile 6bek olusturan
cok yilliklar1 icermekte; ikinci grup ise tipik olarak genellikle ¢ok yillik sarilici ve
stiriiniici formdaki tiirleri kapsamaktadir. Bu calismada morfolojik olarak habit
Ozelligi birbirinden farkl tiirlerin se¢ilmesine 6zen gosterilmistir. Segilen tlirlerden
C. phrygius tabanda odunsu yapili 6bek olusturan ¢alimsilar; C. aucheri odunsu
yapili dikduruslu tabanda ¢ok yilliklar; C. galaticus ise tipik sarilici ve siirliniicti
formdaki ¢ok yilliklardir. Segilen tiirlerden C. phrygius iilkemize endemiktir; C.
aucheri tiirii ise iilkemizdeki yayilis alam1 oldukg¢a dar olup Hatay ili smirlarindan
toplanmistir. C. galaticus tiirti Tirkiye Florasi’nda endemik kategorisinde yer
almaktadir; ancak Aykurt tarafindan farkli lilke floralarindaki kayitlar belirtilmis ve

endemik olarak degerlendirilmemistir [15].

Bu c¢alismada Tirkiye’de yayilis gosteren Convolvulus cinsine ait C.
phrygius, C. galaticus ve C. aucheri tiirlerinin antioksidan kapasiteleri belirlenmistir.
Bu tiirler iizerinde konu ile ilgili daha 6nce herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu calisma ile ilgili literatiire katki saglanmasi1 ve daha ileri diizeydeki farmakolojik

calismalara temel teskil etmesi amaclanmaktadir.



Convolvulus aucheri Choisy

Tabanda odunsu yapili, yogun villoz, kegemsi tiylli, gri goriiniimli ¢ok
yilliklar. Govde dik duruslu, dikey-yayik dallanmis, 30—80 cm, villoz, kegemsi tiiylii.
Yapraklar eliptik-mizraksi bigimli, 840 X 4—15 mm, sivri u¢lu, sapsiz, kesik tabanli,
uzun villoz, kegemsi tiiylii; tabandaki yapraklar derimsi, ters mizraksi bigimli, 20—-30
X 4-6 mm, tabanda kismen gdvdeyi sarici, seyrek basik tiiylii, kenarlarda hafifce
kegemsi tiiylii. Cigekler durumu yaprak koltuklarinda 25 ¢igekli; pedisel 5-20 mm,
meyveli halde daha kalin ve uzun. Sepaller ¢i¢ekli ve meyveli donemde dik duruslu;
dis sepaller yumurtamsi bigimli, 7,5-8,5 X 3,5-4,5 mm, uzun sivri uglu, villoz. Orta
sepal genisce ters yumurtamsi bigimli, 7,5-8,5 x 3,5-4,5 mm, uzun sivri uglu, villoz,
bir taraf kenara dogru zars1 yapili, zars1 kisim tiiysiiz veya seyrek tiiylii. i¢ sepaller
genisge ters yumurtamsi bi¢imli, 7,5-8,5 X 3,5-4,5 mm, uzun sivri uglu, villoz,
kenarlara dogru zars1 yapili, zars1 kisimlar tiiysiiz veya seyrek tiiylii. Korolla beyaz
renkli, 20-25 x 20-25 mm boyunda, distaki seritler villoz tiiylii (tabanda 1/4’liik
kisim tiiysiiz), acik pembe renkli; korolla bogazi sar1 renkli, korolla agzi tiiysiiz.
Kapsiil genisge yumurtamsi-kiiresel bi¢cimli, kaliksten kisa, 3,5-4 x 3,54 mm, ug
kisma dogru uzun yumusak tiiylii, taban kismu tiiysiiz, 2 lokuluslu, olgun tohum 1
adet, perikarp derimsi, sert yapili. Tohumlar yumurtamsi-dikdortgensi bi¢imli, 3,54
X 2,5-3 mm, kahverengi, yumusak seyrek beyaz tiiyli. Cigeklenme, Mayis-Haziran.
Meyvelenme, Haziran-Temmuz. Dogu Akdeniz elementi (Sekil 1.1) [15].

Sekil 1.1: C. aucheri: a-Bitkinin genel gériiniisii, b- Cicegin makro goriintlisii (Fotograf: Candan AYKURT)



Convolvulus phrygius Bornm. (Endemik)

Bodur, genellikle 6bek olusturan tabanda odunsu yapili ¢alimsilar. Govde
yiikselici veya yatik duruslu, 0,5-12 cm, tabandan dallanmis, basik ipeksi tiiylil.
Yapraklar seritsi-mizraksidan seritsi-kagiksiya kadar degisen bigimlerde, 8—25 x 2-5
mm, sivri uglu veya mukrolu nadiren kiit uglu, sapsiz, tabana dogru daralici, basik
ipeksi ve seyrek, uzun piloz tiiylii. Tabandaki yapraklar 4-30 X 1-4 mm, kiit veya
sivri uglu, tabanda kismen govdeyi saran zarmmsi kenarl.. Cigek durumu gdévde
ucunda ve yaprak koltuklarindan ¢ikan kimdézler halinde, pedunkul 3-15 mm,
kimozler 1-5 ¢igekli, pedisel genellikle 0.5-3 mm, bazen yok. Sepaller ¢icekli ve
meyveli donemde dik duruslu; dis sepaller dikddrtgensi bigimli, 5,5-11 x 1,5-3,5
mm, sivri u¢lu veya mukrolu, yesil bazen yesil-morumsu renkli, basik ipeksi veya
hem basik ipeksi hem de daginik piloz tiiylii. Orta sepal dikdortgensi bigimli, 5,5-10
x 1,5-3,5 mm, sivri uglu veya mukrolu, basik ipeksi veya hem basik ipeksi hem de
dagmik piloz tiiylii, bir taraf kenara dogru zars1 yapili, zars1 kisim tiiysiiz. i¢ sepaller
dikdortgensi bigimli, 5-10 x 1,5-3,5 mm, sivri uglu veya mukrolu, basik ipeksi veya
hem basik ipeksi hem de dagmnik piloz tiiylii, kenarlara dogru zars1 yapil, zarsi
kisimlar tiiysiiz. Korolla beyaz renkli, 15-25 mm boyunda, dis kisimdaki seritler
ipeksi tiiylii (tabanda 1/4'lik kisim tiiysiiz), agik pembe-pembe renkli, korolla bogazi
sar1 renkli, korolla agzi tiiylii. Kapsiil yuamurtamsi-dar yumurtamsi bi¢imli, kaliksten
kisa, 4-4,5 X 2-3 mm, u¢ kisma dogru uzun yumusak tiiylii, taban kismu tiiysiiz, 2
lokuluslu, olgun tohum 2-3 adet; perikarp derimsi, hafif¢ce zars1 yapili, kirilgan.
Tohumlar yumurtamsi-eliptik bi¢imli, 3-3,5 x 2-2,5 mm, koyu kahverengi-siyah

renkli, kadifemsi-ipeksi yiizeyli. Cigeklenme, Mayis-Haziran. Meyvelenme, Haziran-

Temmuz. iran- Turan elementi (Sekil 1.2) [15].

Sekil 1.2: C. phrygius: a-Bitkinin genel goriiniisi, b- Cigegin makro gériintiisii (Fotograf: Candan AYKURT)



Convolvulus galaticus Rotsan ex Choisy

Sarilict veya siiriiniicii, parlak-kadifemsi tiiylii ¢ok yilliklar. Govde yatik
duruslu, 20-60 cm, tabandan dallanmis, kadifemsi tiiyli. Yapraklar yumurtamsidan
genisce yumurtamsiya kadar degisen bicimlerde, 20—40 x 15-30 mm, sivri uglu veya
ucta kiigiik-sivri ¢ikintili, kenarlar digli ve dalgali, sapli (5-15 mm), tabanda kalpsi,
parlak-kadifemsi tiiylii; tabandaki yapraklar gévde yapraklarma benzer, ¢ogunlukla
daha uzun sapl. Cigek durumu salkim, ¢igekler yaprak koltuklarinda, 1-3 adet
kimozler halinde; pedunkul 15-40 mm; pedisel 5-15 mm; meyveli halde daha uzun
ve kalin (10-20 mm), geri kivrik. Sepaller meyveli donemde agilici; dig sepaller
genis¢e yumurtamsi bigimli, 8-10 X 5—7 mm, sivri u¢lu ve ucta kiigiik-sivri ¢ikintili,
kecemsi tiiylii, genellikle siyah lekecikli. Orta sepal genisge yumurtamsi bi¢imli, 8—
10 X 4-6 mm, sivri u¢lu ve ugta kiigiik-sivri ¢ikintili, genellikle dalgali kenarli,
kenarlar zarsi yapili, orta damar boyunca tiiylii, zars1 kisimlar tiiysiiz. I¢ sepaller
yumurtamsi bi¢imli, 7-9 X 3-5 mm, ucta sivri ¢ikintili, dalgali kenarli, zars1 yapil,
orta damar {izerinde uca dogru seyrek tiiylii. Korolla pembe, pembe-mor renkli, 20—
30 mm uzunlugunda, distaki seritler genellikle korolladan daha koyu renklerde ve
tiiylii (tabanda 1/3’Lik kisim tiiysiiz), korolla bogazi beyaz renkli, korolla agz1 seritler
haricinde tiiysiiz. Tohumlar genis¢e yumurtamsi bi¢imli, 3,5-4,4 x 3-3,5 mm,
kahverengi renkli, yumrucuklu-piiriizlii. Cigeklenme; Mayis-Agustos. Meyvelenme;
Temmuz-Eyliil (Sekil 1.3) [15] .

Sekil 1.3: C. galaticus: a-Bitkinin genel goriiniisii, b- Cigegin makro goériiniisii (Fotograf: Candan AYKURT)



Her g tiirlin yayili alanlar1 [15] Sekil 1.4°de verilmistir.
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Sekil 1.4: C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirle,rinin Tiirkiye tGizerindeki yayilisi

1.1 Serbest Radikaller

Viicutta birgok reaksiyonda rol oynayan molekiiler oksijen, insanin da yer
aldig1 aerobik organizmalar i¢in Oonemli bir molekiildiir ve yasam i¢cin mutlak
gereklidir. Serbest radikalleri, diger kimyasal yapilardan ayiran en 6nemli 6zellik, dis
yoriingelerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron tasiyan atom ya da
molekiiller olmalaridir. Pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétr
olabilirler. Stabil degildirler, ¢ok kisa yar1 omre sahip olmalarina karsin c¢ok
reaktiftirler. Kimyasal simgesi sag iist kosesine konan nokta veya ¢izgi ile

gosterilirler [16].
Serbest radikaller {i¢ temel mekanizma ile olusur;

i.) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar
ve yliksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur (X:Y—X+Y") Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa,
bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde de paylagilmamais
elektron kalir.

ii.) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa

radikal formu olusur (X—X+e). Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi
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hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,
kendilerinin radikal formu olusur.

iii.) Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal O6zelligi tagimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dig orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa
bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir (X+e—X""). Ornegin; molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksit anyon
radikalinin olusumuna neden olur. Siiperoksit anyon radikalinin yapimindaki artig
ise, oksijenin diger radikal tiirlerinin ve diger atom merkezli radikallerin olusumu

i¢in oncidir [17].

111 Serbest Radikal Tirleri

Oksijen yasam igin gereklidir ancak viicut iizerinde zararli etkileri de vardir
[18]. Aerobik metabolizmasindaki canlilar i¢in ise (6rnegin memeliler), serbest
radikallerin en onemli kaynaklarindan birisi oksijendir [19]. Bir¢ok radikal tiirti
olmasina karsin, biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen oksijenden olusan ve ortak

olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan radikallerdir [20, 21].

Serbest radikal i¢inde reaktif oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri,
reaktif siilfiir radikalleri gibi bir¢ok aile bulunur [22]. Reaktif radikallerden
fizyolojik olaylarda ve oksidatif streste en fazla rol alami reaktif oksijen
radikalleridir. Bu grupta siiperoksit (O2" ) ve hidroksil (OH" ), hidrojen peroksit
(H20y), singlet O,, hipoklorik asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO ), hidroperoksil
(HO), lipid peroksit (LOOH), nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2")
bulunmaktadir [23].

1111 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Canli yapilarda yaygin olarak bulunan oksijenin dig yoriingesinde iki adet
eslesmemis elektron bulunur. Bu nedenle oksijen, bir “biradikal” olarak da
nitelendirilmektedir ve organizmada ger¢eklesen kimyasal reaksiyonlarda rol alan
elementlerin basinda gelmesi nedeniyle bir serbest radikale doniismeye her zaman
aday goriinmektedir. Molekiiler oksijen tizerindeki degisiklikler ile meydana gelen

“serbest oksijen radikalleri” veya diger adiyla “reaktif oksijen tiirevleri” (ROT)
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serbest radikaller igerisinde karsimiza oldukga sik ¢ikan bir smnifi olusturmaktadir.
Bu sekilde olusabilen baglica ROT’lar, siiperoksit anyonu (O2" ), hidrojenperoksit
(H20>) ve hidroksil radikalidir ( OH") [18].

Siiperoksit Radikali (02" )

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesiyle 02" meydana gelir. Siiperoksit, nitrik oksitle reaksiyona girerek
azot dioksit (NOy), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO2") gibi toksik
tirlinlere doniigebilen peroksinitriti (ONOO ) olusturur.  Siiperoksit indirgenmis
gecis metallerinin otooksidasyon reaksiyonu ile de olusabilmektedir. Bu reksiyonlar

geri dontisimliidiir [22].

Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
peroksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,0,) meydana getirir. H,O, membranlardan

kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir [23].

Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali; Haber-Weiss:  (H,0,+0," -OH+OH+0;) (0O;"
varliginda) veya Fenton: (Fe, +H,0,—Fes” +OH+OH") (Fe*™? veya gecis metalleri
varliginda) reaksiyonlar1 sonucu peroksitten iiretilir. Spesifik antioksidan1 yoktur ve
her tiir organik maddeyi oksitleyebilir [24].

Singlet Oksijen

Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan baska bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur. Enerji absorbsiyonu ile uyarilan
oksijenin paylasilmamis dis elektronlar1 spinlerini degistirerek ayr1 ayr1 ya da ayni
orbitali isgal edebilir. Bu iki forma singlet oksijen ad1 verilmektedir. Singlet oksijen,
uyarilmis elektronlarin daha disiik enerji seviyelerine inmesiyle 151k yayar [16].
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Hidroperoksil Radikali (HO2")

H,0’in iiretimi siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile olmaktadir. H,O,
radikal degildir. Stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir [25].

Hipokloroz Asit (HOCI)

Enzimatik olarak nétrofiller tarafindan iiretilir, gliclii bir oksidandir. Aktive
olan nétrofiller, makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit iiretirler. Ozellikle nétrofiller,
icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligi ile siiperoksitin dismutasyonuyla olusan
hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan

HOCT’ e doniistiirtir [26].

1.1.2 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest oksijen radikalleri mitokondrial oksidasyon, hemoglobin tarafindan
oksijen transportu, sitokrom P450 aktivitesi, hiicresel haberciler olarak veya redoks
durumu {izerinden hiicresel sinyallerin iletimi veya hiicrelerin biyogenezinde rol
alirlar. Aym1 zamanda detoksifikasyon ve glikojen depolanmasinda, enzim
aktivasyonunda, immiin sistemde antijenlerin ortadan kaldmrilmasinda 6zellikle de
fagositozda, kas kasilmasi gibi bircok fizyolojik reaksiyonlarda rolleri oldugu gibi

organizmaya zararh etkileri de olmaktadir [27].

1.1.21 Lipitlere Etkisi

Reaktif oksijen tiirlerine en hassas molekiiliin, hiicre membraninin ana
bileseni olan lipitler oldugu diisiiniilmektedir. Canli organizmada yeterli miktarda
bulunan reaktif bir ajan, lipit peroksidasyonunu baglatabilir. Reaktif ajan yag asidinin
hidrojenlerinden birini kopararak radikal olusumuna ve olusan bu radikalde komsu
yag asitlerinden birinin protonunun koparir ve yeni bir radikalin olusumuna sebep
olur. Bu sekilde devam eden reaksiyonlar sonucunda ortamdaki radikal

konsantrasyonu artar ve sonug olarak da lipit peroksidasyonu meydana gelir [28].
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1.1.2.2 Proteinlere Etkisi

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baghdir. Protein oksidayonu, 0Ozellikle histidin, tirozin,
fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarinin olusumu seklindedir.
Proteinlerde fragmantasyon ve capraz baglanmalar meydana gelir. Protein
fonksiyonlarinda (kataliz, transport, reseptdr gibi) bozulmalar ve immun sistemi

uyarabilecek antijenik degisiklikler olusabilir [29].

1.1.2.3 DNA’ ya Etkisi

Iyonize radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
degisime ve Oliime yol agarlar. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin bazlarinda
parcalanma ve yikim sonugta DNA nin denatiirasyonuna neden olur. Oksidatif hasar
dal kiriklari, baz cifti degisimleri, yeniden diizenlenme gibi yapisal degisimlere
neden olmaktadir. DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir
hedeftir [18, 30, 31]. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler,
hidrojen peroksit, glioksal ve okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve
yaslanma olaylarinda rol oynarlar. Yine bag dokunun énemli mukopolisakkariti olan
hiyaliironik asit, hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalinin etkisi altinda
parcalanmaktadir. Bu durumda hiyaliironik asidin bol bulundugu yerlerde patolojik

lezyonlar meydana gelir [18, 22].

1.1.3 Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur. Ancak bu denge reaktif oksijen tiirlerinin
tretiminin artmasi veya antioksidan miktarindaki azalma nedeniyle pro-oksidanlar
yOniine kaymaktadir.

Oksidatif strese baslica iki mekanizma neden olmaktadir.
1) Antioksidan konsantrasyonunun azalmasi (6rnegin; antioksidan enzimlerin

mutasyona ugramasindan 6tiirii, toksinler veya dogal antioksidan aliminin azalmasi)
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(2) Aktif fagositlerden tiireyen reaktif oksijen/nitrojen/karbon tiirlerinin saysinin

artmasidir (Sekil 1.5) [32].

Denge
gox AOX = ROS ROS
AOX Oksidatif Stres —
AOX miktarmin azalmasi
ROS
Oksidatif Stres —
AOX
ROS iiretiminin artmasi
ROS
Antioksidanlar Oksidanlar

Sekil 1.5: Oksidan miktari ile antioksidan sistemler arasindaki denge [32].
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Tablo 1.1: Oksidatif strese neden olan reaktif tiirler (18)

RADIKALLER

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Siiperoksit (O2")

Hidroksil (OH)
Hidroperoksil(HO;")

Lipit peroksil (LO,"

Lipit alkoksil ( LO")

RADIKAL OLMAYANLAR
Hidrojen peroksit (H20,)
Hipobroméz asit ( HOBr)
Ozon (O3)

Singlet oksijen ( 02%)
Lipit peroksitler ( LOOH)

Maillard reaksiyonu iiriinleri

Reaktif kloriir tiirleri (RCS)

Atomik klor (CI")

Hipoklordz asit (HOCI)

Nitril Kloriir (NO,CI

Reaktif Azot Tiirleri ( RNS)
Nitrit oksit ( NO")

Azotdioksit (NO,")

Nitroz asit (HNO,)

Nitrozil katyonu (NO™)
Nitrozil anyonu (NO)

Diazot tetraoksit (N2O4)

Diazot trioksit (N203)
Peroksinitrit (ONOQ)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Nitril katyonu (NO;")

AlKil peroksinitritler (ROONO)

Nitril kloriir (NO,CI)
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1.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut
radikalleri siipiirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle
fenolik fonksiyon tasityan molekiillerdir [33, 34]. Antioksidanlar, serbest radikallerle
reaksiyona girerek hiicre zararmni ve tiimor gelisimini Onlerler; boylece saglikli ve
yaslilik etkilerinin minimum oldugu kaliteli bir yasam saglarlar [35]. Antioksidanlar;
serbest radikal olusturan tepkimeleri sonlandirarak, radikal olusumunu
smirlandirarak, ortaya ¢ikan radikalleri detoksifiye ederek veya oksidatif hasara
maruz kalmis maddelerin onarimini saglayarak etki gosterirler [24]. Organizmada
olusan anabolik ve katabolik olaylar1 ve tiim metabolizmay1 etkileyen ve bir kismi
enzimlerin aktif gruplarinda yer alan, yoklugu ve yetersizligi fizyolojik
fonksiyonlarmm durmasma ya da dnemli 6l¢iide azalmasina neden olan antioksidan
maddelere karsi ilgi artmis ve bilimsel arastirmalara konu olmustur [31]. Normal
fizyolojik kosullarda hiicreler, serbest radikal iirlinleri ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi, antioksidan savunma sistemleri

tarafindan korunur [36].

Antioksidanlar kompleks bir yapiya sahiptirler ve iki ¢esit mekanizmada etki
gosterirler. Bunlar, direkt antioksidanlar ve indirekt antioksidanlar olarak
tanimlanirlar. Direkt antioksidanlar (glutatyon, fenolik bilesikler, tokoferoller,
askorbik asit ve karotenoidler gibi) fizyolojik, biyokimyasal veya hiicresel
proseslerde yer alarak serbest radikalleri inaktive ederler veya serbet radikaller
tarafindan baglatilan kimyasal reaksiyonlar1 Onlerler [37]. Direkt antioksidanlarin
ayni zamanda pro-oksidan etkilerinin oldugu da deneysel olarak saptanmistir. Ancak
bu reaksiyonlarm in vivo olarak 6nemli olup olmadigi heniiz ¢ok kesin degildir.
Indirekt antioksidanlar ise serbest radikal veya redoks reaksiyonlarmin
engellenmesinde rol oynamazlar. Bunlar hiicrenin antioksidan kapasitesini
giiclendirirler. Bunun nedeni insan viicudunda bulunan bir grup enzimin (glutatyon
transferaz, kinon rediiktaz, epoksit hidrolaz) elektrofilik tiirlerin detoksifikasyonuna
neden olmasidir. Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincir
reaksiyonlarii (6rnegin lipidlerin oksidatif par¢alanmasma yol acan radikalik zincir
reaksiyonunu) koparmalar1 swrasinda kendileri ylikseltgenerek bozunurlar. Bu
nedenle  antioksidanlar  yiikseltgenebilen = maddeyi  (6rnegin  biyolojik

makromolekiilleri) yalniz smirli bir zaman i¢in koruyabilir ve belli bir noktadan
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sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam eder.
Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya elektron dondr
araclar1 olarak indirgeme potansiyelleri genellikle onlarin serbest radikal tutucu
olarak gostermis olduklar1 potansiyel ile ifade edilir [38]. Zincir koparici antioksidan
aktivitenin degerlendirilmesinde antioksidanin hem molekiil basina verebildigi
elektron ya da giderebildigi serbest radikal sayisi (yani reaksiyon stokiyometrisi),

hem de reaksiyon hizi (kinetik) dnemlidir [36].
Zincir koparici antioksidan aktivite su mekanizma ile gergeklesir:
L"+AH —->LH+ A°
LO"+AH — LOH + A’
LOO" + AH — LOOH + A®

Radikalik reaksiyonun baslamasi veya uzamasi antioksidan molekiil (AH)
tarafindan inhibe edilmektedir. Burada L" lipid, LO" alkoksil, LOO" ise peroksil
radikallerini simgelemektedir. Bu mekanizma iizerinden etkinlik gosteren

antioksidanlar ‘primer antioksidanlar’ olarak adlandirilirlar.

Diger yandan ‘“sekonder antioksidanlar” olarak adlandirilan bilesikler ise
oksidasyon hizini diisiiriirler ve genellikle Fenton-tipi reaksiyonlar1 inhibe etmeye
caligirlar [39]. Fenton reaksiyonu hidroksil radikallerinin olusmasina neden olan bir

reaksiyondur [40] .
Fe’* + H,0; — Fe** + OH' + OH-
Bir antioksidanin aktivitesi su faktorler ile belirlenir:

1. Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterebildigi reaktivite (Genelde

indirgeme potansiyeline baglhdir).

2. Antioksidandan tiireyen radikalin akibeti.
3. Diger antioksidanlarla etkilesim yetenegi.
4. Gegis metali selatlama potansiyeli [36].

Ayrica antioksidan aktivite, ekstraksiyon ¢oziiciisliniin polaritesine ve tiiriine,

izolasyon tekniklerine ve aktif bilesiklerin safligina baghdir [41].
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Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlarin zararlarini 6nlerler;

1. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan oksidan molekiilleri zayif hale
getirilip oksijen ile reaksiyona girerek oksijen konsantrasyonunu azaltirlar.

2. Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan oksidanlara bir
hidrojen atomu verilerek hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlari ile
bag olusturabilecek yapidaki {irlinleri temizleyip peroksidasyonun baglamasini
Onlerler.

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onarirlar.

4. Zincir Koparma etkisi:  Oksidanlar1  baglayarak  fonksiyonlarini
engelleyebilirler. Zincir kirict antioksidanlar arasinda fenoller, aromatik aminler ve

en yaygin olan a- tokoferoller yer almaktadir [42].

1.2.1 Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidan savunma sistemleri endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar
olmak {iizere iki guruba ayrilabilir (Sekil 1.6) [3].

/ANTiOKSiDANLAR —

DOGAL ANTIOKSIDANLAR SENTETIK ANTIOKSIiDANLAR

/ \ BHT,BHA, Troloks ve
cesitli selat olusturucu

Enzimatik Enzimatik olmayan  maddeler
SOD Endojen Eksojen
Katalaz . Glutatyon . E Vitamini
Glutatyon peroksidaz Se.r.uloplazmm B- Karoten
Glutatyon rediiktaz Bilirubin . Askorbik Asit
GlutatyonS-transferaz I:aktoferrln Flavonoidler

Urik asit

Haptoglobin

Albumin

Sekil 1.6: Antioksidanlarin Sinifandirilmasi
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1.2.11 Dogal Antioksidanlar:

Enzimatik antioksidanlar:

Hiicre i¢inde ¢esitli mekanizmalarla olusan radikaller baz1 enzimler tarafindan
giderilir. Pek ¢ok enzim dogrudan veya dolayli olarak serbest radikalleri giderme
mekanizmasina katkida bulunursa da bunlarin i¢cinde en Onemlilerinin ¢aligma

mekanizmalar1 asagidaki gibidir:

Siiperoksit Dismutaz (SOD) :

Stiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1) siiperoksitin hidrojen peroksit ve oksijene
tek elektronlu dismutasyonunu katalizler [43] .

SOD
20, +2H" 7> H,0,+ 0O,

Insan hiicrelerinde 6zellikle sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu igeren
Cu-Zn- SOD ile manganez iyonu igeren mitokondrial Mn-SOD olmak iizere SOD'un

iki izoenzimi bulunur.

Katalaz (CAT):

Katalaz (E.C.1.11.1.6) enzimi dort alt {initeden olusmus, her bir alt initesinde
bir hem [Fe(l11)-protoporfirin] grubu bulunduran 240,000 dalton molekiil agirliginda
tetramerik yapiya sahip bir proteindir. Her aerobik hiicre bu enzimi bulundurur.
Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositler katalazin en fazla aktivite

gosterdigi yerlerdir. CAT, %80 oraninda peroksizomlarda ve %20 oraninda sitozolde

bulunur [44] .

2H202 — 2H20 + O2
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):

Glutatyon peroksidaz, H,O, ve lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda gorev
alir. Indirgenmis glutatyona ihtiyag duyar. Peroksitten su olusumunu saglayan

tepkimeyi katalize eder:

H>0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

H20,’ nun diisiik konsantrasyonlarinda katalaz, yiiksek konsantrasyonlarinda

glutatyon peroksidaz daha aktiftir [23].

Glutatyon Rediiktaz (GR) :

Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7), GPx vasttasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis

glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder [45].

GSSG + NADPH + H— 2GSH + NADP+

Glutatyon-S-Transferaz (GST):

Glutatyon transferaz arasidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak

tizere lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda gérev alir [23].

Non- Enzimatik (Enzimatik Olmayan) Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar, bitki veya hayvan
dokularinda bulunan ya da bitkisel veya hayvansal kaynakl bilesiklerin pisirilmesi
veya islem goérmesi sonucu olusan maddelerdir. Hemen hemen tiim bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunurlar [46]. Antioksidanlarin
cogu fenolik bilesiklerdir ve en Onemlileri arasinda askorbik asit, tokoferoller,

karotenoidler ve flavonoidler bulunmaktadir [47].
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C Vitamini

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda
¢bziinen bir vitamindir. Alt1 karbonlu lakton yapisina sahiptir. Ozellikle cilek,
papaya, portakal, kivi, greyfurt, kavun, mango gibi meyvelerde, brokoli, briiksel
lahanasi, kirmizi veya yesil biber, domates, lahana, patates, karnibahar gibi
sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve sularinda bol miktarda
bulunmaktadir [48]. Insan viicudu tarafindan sentez edilmediginden dolay1 bu
vitamini digaridan alma zorunlulugu vardir [49]. Viicutta depolanmadigindan, her
giin diizenli olarak almmasi gerekir [18]. C vitamini, reaktif oksijen (sliperoksit,
peroksil radikalleri, singlet oksijen, ozon), reaktif azot (peroksinitrit, azot dioksit) ve
reaktif klor (hipoklorik asit) tiirlerini kolayca siipiiriir ve bu suretle diger substratlari

oksidatif hasardan korur [50].

Vitamin E (a-tokoferol)

Dogada yan zincirlerinin doygunlugu ve metilasyonu bakimindan birbirinden
farkli a, B, y, ve 6-tokoferol ile a, B, v, ve 8- tokotrienol isminde 8 tip Vitamin E
bulunur. Plazmada baskin olarak bulunan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

olani ise a- tokoferoldiir (Sekill.7).

Sekil 1.7: a-tokoferol"iin kimyasal yapisi

Vitamin E, insan viicudu i¢in esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu
nedenle disaridan alinmasi gerekir. Hiicre membraninin yapist ve fonksiyonu

acisindan 6nemli olan doymamis yag asitlerinin korunmasinda rol oynar [51].

Hayvan organizmasi pek az miktarda igerir. Oellikle bitkisel yaglarda, yesil
yaprakli sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, siit, yumurtada bulunurlar [50].
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Karotenoidler

Bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sar1 pigmentlerdir.
Karotenoidlerin bitkilerde ¢icek ve meyvelere rengini verme ve fotosenteze yardimci
pigment olmak iizere iki ana fonksiyonu vardir. Karotenoidler olduk¢a kompleks
yapili molekiillerdir, sekiz tane bes karbonlu izoprenoid biriminin bir araya
gelmesiyle olusan 40 C’lu polienlerdir. Dogada karotenoidlerin ¢ogu antioksidan

aktivite gostermektedir (Sekil 1.8) [52].

\\\\\\\\\

B-karoten

Sekil 1.8: B-Karoten’in kimyasal yapisi

Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarmi olustururlar.
Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Polifenolik
bilesikler; kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis maddelere
kadar cesitlenebilen bitkisel maddelerdir Polifenoller giiglii antioksidanlardir ve
aktiviteleri kimyasal yapilarna baghdir. Bitki polifenolleri ¢ok fonksiyonlu olup,
indirgeme araci, hidrojen atomu verici ve singlet oksijen sondiiriicii olarak
davranirlar [36, 50].

Besin fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler) olmak

iizere {i¢ smifa ayrilir.

Flavonoidler

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama &zelligine sahip, diisiik
molekiil agirlikli ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. Dogada, bircogu yaprak, ¢icek
ve kokte bulunan 4000°den fazla flavonoid ¢esidi mevcuttur. Meyve, sebze, sarap,
kakao ve g¢ayda bol miktarda bulunurlar [53]. Flavonoidler, sebzelerde, kuru
yemiglerde, meyvelerde, cay, kahve ve kirmizi sarap gibi iceceklerde ve tibbi
bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerdir ( Sekil 1.9) [54].
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Sekil 1.9: Flavonoidin kimyasal yapisi

A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil, metoksi ve
glikozid yan gruplari igerirler. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler flavonoidleri
cesitli smiflara aywrmaktadir [36]. Flavonoidler, serbest radikalleri temizleme
ozelliginin yani sira metal iyonlariyla kompleks olusturarak metallerin sebep oldugu
peroksidasyonu azaltarak antioksidan 6zellik gosterirler [55]. Bu halkalara baglanan
cesitli fenolik hidroksil gruplari, bu yapilarin antioksidan aktivite gostermelerini
saglarlar [36].

Flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken,
yapiya baglanan sekere ve cinsine gore de azalir [17]. B halkas1 hidroksil
konfigiirasyonu; reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS) tiirlerinin
stipiiriilmesinde en onemli 6gedir. B halkasindaki hidroksil gruplari; hidroksil,
peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlar1 kararli hale
getirirler [56]. Sekil 1.10°da, ¢ok giiclii bir antioksidan olan kuersetinin kimyasal
yapisi iizerinde antioksidan kapasitesini belirleyen Ozellikleri inceledigimizde, bu
Ozelliklerden en 6nemlisi daha 6nce belirtildigi gibi turuncu renkle gosterilen katesol
veya orto-dihidroksillenmis B halkasidir. Diger onemli 6zellikler; C halkasinda
pembe renkle gosterilmis olan doymamis yapi, mavi renkle gosterilen 4-0kso
fonksiyonunun varlhigidir. Katesol grubu ve diger fonksiyonlar (yesil renkli) demir ve

bakir gibi transizyon metallerini kelatlama yetenegi saglar [57].
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Sekil 1.10: Flavonoidilerin klasik antioksidan kapasitelerini belirlemede 6nemli olan 6zellikleri
gosteren kimyasal yapi

Flavonoidler; antosiyaninler ve antoksantinler seklinde gruplandirilir.
Antoksantinler; flavonlar, flavonoller, flavanonlar ve izoflavonlar olmak tzere 4

gruba ayrilirlar [36].

Antosiyaninler, flavanollerin B aromatik halkasina bir hidroksil grubunun
baglanmasiyla meydana gelir. Aglikonlar1 antosiyanidinler’dir. En O6nemlileri;
apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir. Renkli meyvelerde 6zellikle kirmizi

ve mor renkli meyvelerde bol miktarda bulunur [50].

Antoksantinler, renksiz veya beyazdan sariya doniik renkte olurlar ve

flavonol, flavanol, flavon, flavanon ve izoflavonlar olarak siniflandirilirlar [32].

Flavon smifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz,
kereviz ve zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar. Yiiksek derisimlerde
bulunduklarinda ya da metal iyonlar1 ile kompleks olusturduklarinda bitkiye renk

vermektedir.

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3. karbon atomuna bagli bir
hidroksil grubu tasirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan sinifidir.
En oOnemli flavonoller kuersetin, mirisetin, fisetin ve kaempferol’dur. Kuersetin
flavonoidlerin en 6nemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik bilesenidir. Soganda,

elmada ve lahanada bol miktarda bulunur [36].

Flavonoidlerin genel yapilar1 Sekil 1.11°de verilmistir.
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O
Flavon
+
O
T
(1
Antosiyanidin

Sekil 1.11: Flavonoidlerin genel yapilari

Flavonollerin C halkasinda bulunan ¢ifte bagli oksijen atomunun yerine ‘CH2
grubu geldiginde flavanol olusur.  Flavonlarin indirgenmis tiirevleridir.  En
onemlileri katesin ve epikatesin’dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle
kombinasyonlar1 sonucu katesin ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler
cogunlukla yesil ve siyah cayda, kirmiz1 ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada bol
miktarda bulunurlar. Flavonlarm izomeri olan izoflavonlarin en bilinen bilesikleri

genistein ve daidzein olup baklagiller ve soya fasililyesinde fazla miktarda

bulunmaktadirlar [50].

1.2.1.2 Sentetik Antioksidanlar

Gidalarda bulunan bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi sonucu
sekonder potansiyel toksik bilesikler olusmakta bu durum ise besin kalitesini ve
giivenirliligini diisiirmekte besinin tat ve kokusunda bozunmalara neden olmaktadir.
Antioksidanlarin ilavesi besinlerin lezzetini, rengini korumada ve vitaminlerin
yikimininin engellenmesi i¢in gereklidir. Gidalarin korunumunda yaygin olarak
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksi
anisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Propil gallat (PG) ve ter-biitil
hidrokinon (TBHQ) verilebilir [58, 59].
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BHA (Biitillenmis hidroksianisol)

Sentetik bir antioksidan olan BHA, (2- tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 3-
tersiyer-butil-4-hidroksianisol karisimi; C11H1602), beyaz, mumsu kat1 bir yapiya
sahip, hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢6ziinebilen ancak suda ¢dziinemeyen

bir antioksidan olarak tanimlanmaktadir [60].

BHT (Biitilenmis hidroksitoluen)

Biitillenmis hidroksitoluen en ¢ok kullanilan antioksidanlardandir. BHT ilk
defa soya yaginin otoksidasyonunda bozunma iiriinleri tayin edilerek fark edilmistir.
[45]. Butillenmis hidroksi toluen hayvansal yaglarda ve etlerde ¢ok, bitkisel
yaglarda az etkilidir. BHA ile benzer 6zelliklere sahiptir [61].

1.2.2 ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMLERI

Tek bir analiz yontemi ile Olgiilen “antioksidan aktivite” o ydntemde
uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittigindan verileri “total
antioksidan aktivitenin” gdostergesi olarak genellemek uygun olmayabilir ve
yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi yerine farkli deneylerde elde edilen
sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak Onerilmektedir. Ya da “peroksil radikal siipiiriicii
kapasite”, “siiperoksit siipiiriici kapasite”, “demir iyonu indirgeme kapasitesi” gibi
Olciim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin kullanilmas: da

onerilmektedir [62].

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon

acisindan temel olarak iki sinifta toplanabilir.
1. Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
2. Elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT reaksiyonuna dayanan analiz yontemlerinin ¢ogu azot bilesiklerinin
bozunmas1 sonucu olusan peroksi radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan

yarigmali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanur.
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a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET temelli analiz yontemleri antioksidan maddenin, indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi, indirgeme kapasitesinin Sl¢iimiine dayanir. Renk

degisiminin derecesi 6rnegin antioksidan derisimi ile baglantilandirilir.
ET temelli analiz yontemleri;

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢timii

c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicti (FRAP) 6l¢timii

d) Cu (I1) kompleksini oksidan olarak

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” Ol¢iim yOntemleri olarak

siralanabilir.

Calismalarda en fazla kullanilan yontemler ise:

* Toplam fenol miktar tayini (folin-ciocaltaeu assay)
* Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini
* DPPH ile serbest radikal stipiiriicii etki tayini

* Demir-tiyosiyonat metodu

* Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

« B-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite) [63].

HAT — Hidrojen Atomu Transferi Esasina Dayanan Yontemler

TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi
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TRAP yonteminde 2,2° azobis (2-metilpropiyonamid) dihidrokloriirden
(ABAP) peroksil radikali tretilir. ABAP ilave edildikten sonra, oksitlenebilen
maddelerin oksidasyon reaksiyonu sirasinda tiiketilen oksijenin Sl¢iilmesi ile takip
edilir. Oksidasyon antioksidanlar tarafindan yavaslatilir [64]. Aktivitesi, zamanla
antioksidanlarin tiilkenmesi yani okside olmus prob maddenin goriilme siiresinin
uzamasi ile belirlenir. TRAP metodu genellikle glutatyon, askorbik asit, tokoferol,
B-karoten gibi enzimatik olmayan antioksidanlar1 6l¢tiigii i¢in ¢cogunlukla serum ve

plazmanin antioksidan kapasitesini 6lgmek amaciyla kullanilir [65].

ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi ) Yontemi

ORAC yonteminde AAPH (2,2’ azobis(2-amidinopropan)hidrokloriir)
peroksil radikalini olusturmak igin, Cu®+-H,0, ise hidroksil radikalini olusturmak

icin kullanilir.

Ayrica yiikseltgenebilen substrat olarak B-fikoeritrin (PE) veya floressein
kullanilmaktadir. Bu yontem peroksil radikalinin neden oldugu oksidasyonun
antioksidan tarafindan inhibisyonunu temel almaktadir. Bu da floresans
yogunlugundaki azalma ile belirlenebilir. Floresan madde peroksil radikalleri
tarafindan yiikseltgenerek floresans 06zellik gostermeyen bir {iriine doniistr.
Reaksiyon ilerledik¢e floresein veya B-PE tiiketilir. Antioksidan varlifinda AAPH
radikalleri giderilir ve floresans azalmasi inhibe edilir. ORAC sonuglar1 uM Trolox

esdegeri olarak belirtilir [64, 66].

ET- Elektron Transferi Esasina Dayanan Yontemler

Bu elektron transfer bazli yontemler, reaksiyon karistminda iki bilesen
icerirler, antioksidanlar ve oksidanlar (problar). Asagidaki elektron transfer

reaksiyon temeline dayanirlar;
Prob (oksidan) + € (antioksidany — indirgenmis prob + yiikseltgenmis antioksidan

Prob antioksidanlardan elektron alir ve bunun sonucunda indirgenmis probun
rengi degisir. Renklerindeki degisim derecesi baglangic Ornegindeki toplam
antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir [67].

26



TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite)/ ABTS Yontemi

Yontem ilk defa Miller ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur. Yontem 2,2’-
azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) bilesiginden radikal katyonu

olusturarak, bu katyonun antioksidanlar tarafindan giderilmesine dayanmaktadir.

ABTS radikali, H,0, ve HRP (Horse Radish Peroksidaz) varhiginda
enzimatik sistemlerde olusturulabilir. Bu ABTS radikali (ABTS™); renklidir, oda
sicakliginda kararli olmasina ragmen 35 °C’nin iizerinde ve pH 7,5 iizerinde

kararsizdir [68].

Folin Ciocalteu (FC) Yontemi

Dogal iirlinlerde toplam fenolik madde Olgiimii olarak kullanilmistir. Ancak
ayn1 zamanda temel mekanizma ylikseltgenme/indirgenme reaksiyonlarina dayandigi
icin TAC yontemlerinden biri olarak kullanilabilir [69]. Folin-Ciolcalteu (FC)
reaktifi sadece fenolik bilesenlere 6zgii degil, pek ¢ok fenolik yapida olmayan
bilesenleri de indirgeme yetenegine sahiptir. FC temelli yontem, gergekte 6rnegin
indirgeme kapasitesini tayin etmektedir. Bu yontemde kullanilan CuSO4 (bakir(II)
stilfat) alkali ortamda protein veya antioksidanla kompleks yapar. Folin fenol reaktifi
(fosfomolibdik fosfotungstik asit) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir.
Protein veya antioksidanla Cu(II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu(I) olasilikla
molibdatotungstat ayiracini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye

doniisiir [22]. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de 6rnek absorbanslar 6lgiiliir [33] .

CUPRAC (Bakir(II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Bakir(IT)-neokuproin ~ (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)  reaktifi  (Cu(l1)-Nc)
kullanilarak polifenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin tayini i¢in gelistirilen
spektrofotometrik CUPRAC yontemi antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)-
Neokuproin kompleksinin renkli Cu(l)-Nc¢ kelatmma indirgenmesi ve bu kelatin

maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbans degerlerinin 6lgiilmesi esasmna

dayanmaktadir [33, 24].
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FRAP (Demir (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii) Yontemi

FRAP yontemine gore, demir (III) tripridiltriazin (Fe*+-TPTZ) kompleksi
antioksidan vasitastyla diisiik pH ortammnda demir (II) tripridiltriazin (Fe’+-TPTZ)
kompleksine indirgenir. Meydana gelen Fe*-TPTZ kompleksinin rengi kuvvetli
mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Diisiik pH (pH:3,6)’larda

demirin indirgenmesi demirli tripridiltriazin kompleksinin olusmasina neden olur

[76, 23] .

Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini

BHT ve ¢aligmada elde edilen ekstrelerin lipit peroksidasyonuna kars: etkileri,
yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
iirlinlerinin su i¢ine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine gore

calisan Ransimat cihazi ile test edilmesidir [71] .

Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

Hazirlanan 6rnek ekstresine trikloroasetik asit (TCA) ve tiyobarbitiirik asit
(TBA) cozeltileri ilave edilerek karistirilip, 532 nm’de spektrometrede absorbansi

okunma esasina dayanmaktadir.

Demir-tiyosiyonat metodu

Uygun ¢oziicli igerisinde hazirlanan Ornek ¢Ozelti {lizerine amonyum
tiyosiyanat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu karigim tizerine (0,1 ml %3,5’lik)
hidroklorik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmig (2x10-2 M) demir iki kloriir ¢ozeltisi

konulup bir siire sonunda 500 nm de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

p-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite)

B-Karoten renk acilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar difiizyon ve

spektroskopik yontem. Her iki yontem de linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
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konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun &lgiilmesine dayanmaktadir.
Reaksiyon sonunda c¢ozeltide P-karotenin kaybolan karakteristik sar1 renginin
absorbanst 470 nm’de UV-spektrofotometrede kaydedilerek sonuclar standart

olarak kullanilan sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir [50, 23].

DPPH siipiiriicii antioksidan aktivite tayin yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958), [72] tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH) radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
onerilmesi ile ortaya ¢ikmistir. Antioksidan aktivite dl¢limlerinin yogunlastigi
yillarda Brand-Williams ve arkadaslar1 [7] yontemi gelistirmis ve bu yontem pek
¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmistir. YoOntemin esasi;
antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6lgmeye dayali bir yontemdir. Bu
radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli
DPPH radikali 515 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH c¢o6zeltisine
antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve
antioksidanlarin varhigiyla radikalin rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem
antioksidanlarm radikal siipiirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir
yontem olarak bilinmektedir. Antioksidan etkinligi arastirilmak istenen bitkisel
ekstrelerin DPPH radikalini temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile
olugturduklar1 rengin 517 nm de Ol¢iimine ve standart madde ile

karsilastirilmasina dayanmaktadir [73].

1.3 Kan

Kan, hiicrelerden ve plazma adi verilen bir sividan olusmaktadir. Hiicreler
eritrositler (kirmizi kan hiicreleri), 16kositler (beyaz kan hiicreleri) ve trombositlerdir
(kan pulcuklarl). Hiicrelerin %99’undan fazlasini eritrositler olusturmaktadir.
Eritrositler kanin oksijen tagiyan hiicreleridir. Lokositler viicudu enfeksiyonlara ve
kansere karsi koruyan hiicrelerdir. Trombositler ise kanin pihtilagmasida gorev

alirlar [74].
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Damardan alindiktan sonra antikoagulan (kanin pihtilasmasina engel olan
madde) ilavesi ile pihtilagsmasi engellenmis kan 6zel bir tiipe alinip 10 dk santrifiij
edildigi zaman, tiipiin alt tarafinda hiicresel elementlerin, iist tarafinda sar1 renkte
plazmanin ayrildig1 goriiliir [75]. Kandan plazma eldesi, kan ve plazma oranlar1 Sekil
1.12°de gosterilmektedir.

L &4 ——
. A
» i i
)& = Plazma
% B i1 () i
N s Tdm kanin %55 i
- b
=~ Beyaz tabaka
Lokositler ve trombositler
Tum kanin %1i s
Sekilli
® . ® ifiii edili L Eritrositler elemanlar
Kan tupe alinir Santrifu] edilir i kan %461

Sekil 1.12: Kandan plazma eldesi, kan ve plazma oranlari

1.4 Serumda Bulunan Enzimler

Hastalik durumlarinda, hastaligin teshisi i¢in enzim degerlerinin belirlenmesi
cok Onemlidir. Serum ve plazmadaki pek cok enzim degisimleri dolayisiyla
aktiviteleri, bir dokunun hiicreleri tahrip oldugunda, enzimlerin hiicre disina

sizmalar1 artacagindan yiikselir.

Serum enzimlerini kokenleri ve islevlerine gore {li¢ gruba toplamak
miimkiindiir. 1- Plazmaya 0zgli enzimler, 2- Salgilanmigs enzimler, 3- Hiicresel

enzimler

Hiicre ve salg1 enzimlerinin serumdaki aktivitelerinin yiikselmesi, cogunlukla
bozulan hiicre membran1 ge¢irgenliginin degisimi sonucunda, hiicre i¢erisinden kana
gecmesi ile olmaktadir. Bu durum doku ve organlarda bir takim patolojik

degisikliklerin meydana geldiginin bir gostergesidir.

1.41 Aspartat transaminaz ( AST)

Aspartat amino transferaz, serum glutamik oksaloasetik transferaz ( SGOT )

olarak da isimlendirilir. AST O6nemli bir amino asit metabolizmasinda 6nemli bir

30



enzimdir. AST aspartat ve glutamat arasindaki bir a-amino grubunun geri
dondiiriilebilir transferini katalize eder. AST, karaciger, kalp, iskelet kasi, bobrek,

beyin ve kirmizi kan hiicrelerinde bulunur [76].
Aspartat (Asp) + a-ketoglutarat <> oxaloasetat + glutamat (Glu)

AST’nin iki tane izoenzimi vardir. Bunlardan anyonik olan hiicre

sitoplazmasinda , katyonik olan mitokondride bulunur .

1.4.2  Alanin aminotransferaz ( ALT )

Alanin transaminaz veya serum glutamik-piruvik transaminaz olarak da
isimlendirilir. ALT hiicre sitoplazmasinda bulunur [77].

ALT L-glutamat ve o-ketoglutarat arasindaki amino grubunun geri
dondiiriilebilir transferini katalize eder [76].

1.4.3 Gamma glutamil aminopeptit transferaz (GGT )

Gama glutamil pepti, amino-asit-gama-glutamik transferaz, gama- transferaz
(GT) diger isimleridir. GGT diizeyinin belirlenmesi, kolestatik hepatik hastaliklar
icin hassas ve spesifik bir testtir [77]. GGT, gama glutamil grubunun peptidler
arasinda veya L-amino asitlere veya bu aliciya geri doniisiimlii olarak tranferini
katalize eden bir enzimdir. Sitozolde bulunmasina ilaveten hiicre membraninda da
onemli oranda yer alir [78]. GGT aminoasit transportuna ve glutatyon ile diger
peptitlerin yapisma katilir, aminoasit ve peptitlerin hiicre membranindan hiicre

icerisine gama glutamil seklinde tasinmasini saglar [79].

15 URE

Ure karbon, nitrojen, oksijen ve hidrojenden olusan kiigiik organik bir
molekiil olup kan ve diger viicut sivilarmin ortak bir unsurudur.Gama glutamil pepti,
amino-asit-gama-glutamik transferaz, gama (GT) diger isimleridir. GGT diizeyinin

belirlenmesi, kolestatik hepatik hastaliklar i¢in hassas ve spesifik bir testtir [77].
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GGT, gama glutamil grubunun peptidler arasinda veya L-amino asitlere veya bu
alictya geri dontigiimlii olarak tranferini katalize eden bir enzimdir. Sitozolde
bulunmasina ilaveten hiicre membraninda da 6nemli oranda yer alir [78]. GGT
aminoasit transportuna ve glutatyon ile diger peptitlerin yapisina katilir, aminoasit ve
peptitlerin hiicre membranindan hiicre igerisine gama glutamil seklinde tasmmasini

saglar [79].

1.6 Convolvulus ile Yapilan Kimyasal Cahsmalar

Tezimizin konusu Convolvulus cinsine ait olan C. phrygius ,C.galaticus ve C.
aucheri turlerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi ve farkli dokular uzerindeki

histolojik etkilerinin incelenmesidir.

C. arvensis bitkisi tizerine yapilmis bir ¢alismada bu bitki yapraklarindan elde
edilen asetik asit fraksiyonlar1 , total fenolik ve total flavon antioksidan aktivite
tayini i¢cin hazirlanmistir. Total fenolik ve total flavon antioksidan tayini, gallik asit ve
rutine esdeger olarak hesaplanmistir. DPPH ve B-karoten yonteimi ile antioksidan
aktivitesi 0l¢iilmiis, icerik tayini icin GC-MS ve HPLC analizi yapilmis bu analizlerle
p-hidroksibenzoik asit, syringik asit, vanilin benzoik asit, fenolik asit tespit edilmistir.
Bu calismada yiiksek fenolik igerigi bulunmus, giiclii antioksidan aktivite tespit
edilistir. Bu tespitler neticesinde C. arvensis bitkisinin gida sanayinde kullanima

uygun oldugu tespit edilmistir [80].

C. pluricaulis bitkisinin sinir sistemi lizerindeki koruyucu etkisi skopolamin
ajan1 ile indiiklenmis disi sigan beyin kabuguna etkileri incelenerek belirlenmeye
calisilmistir. Ayn1 zamanda ekstraktlarin ndrokimyasal enzimler tizerindeki etkilerine
bakilmis ve invivo olarak antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkilerine de
bakilmigtir. Tiim 6l¢iim parametreleri standart olarak kullanilan rivastigmin tetrat
Ol¢lim parametreleri ile karsilastirilmistir. Beyin kabugu ve hipokampus bolgesindeki
asetilkolinesteraz enzimi etkisi ekstraktlar tarafindan 6nemli dl¢iide indiiklenmistir.
Ekstraktlardaki skopolamin, korteks ve hipokampus icindeki glutatin rediiktaz,
stiperoksitdismutaz ve uyarilmis glutatin aktivitelerini azaltmistir. Tiim bunlar dikkate

alinarak C. pluricaulis bitkisinden elde edilen ekstraktlarin anti-AChE ve antioksidan
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faaliyetleri arttirici 6zelliginin oldugu ve sinir sistemi ilizerinde koruyucu ozelligi

oldugu soylenebilir [81].

Yapilmis olan bir ¢alismada da C. pluricaulis, Envolvulus alsinoides bitki
tiirlerinin notropik etkileri karsilagtirilmistir. Bu bitkilerden elde edilen ekstraktlar ve
standart olarak kullanilan pricetamlar ratlara oral yolla verilmistir. Elde edilen
bulgular sonucundan E. alsinoides bitkisinin daha yiiksek antioksidan etki gosterdigi

bulunmustur [82].

Yeni fenolik bilesikler olan doryknik asit ve vanilik asi , scopolin, kamferol 3-
rutinosid, scopoletin, metil kafeat, C. dorycnium L. bitkisinin ¢i¢eklerinden izole
edilmistir. Bu yapilar spektroskopik yontelerle elde edilmistir. Bu alt1 bilesigin
antioksidan aktivitesi DPPH yontemi ile belirlenmistir. Bu bilesiklerin i¢inde en

yiiksek antioksidan akitive gosteren bilesigin doriknik asit oldugu belirlenmistir [83].

Her bir bitkinin yapisinda olan aktif bilgenler etkili olabilecek maddelerdir.
Bundan dolay1 tlizerinde deney yapilacak bitkinin hangi aktif bilesenleri igerdigi

yapilan deneylerde yol haritasinin belirlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Ozbekistan’da yapilan ¢alismada C. subhirsutus un yeriistii kisimlarmda bazi
alkoloidler ve convolinine olarak adlandirilan bir alkoloid formu bulunmustur. Bu
yapimin N-Hidroksietil tiirevi oldugu ve yapisinin da spektral verilere ve X-Ray kristal
yap1 analizine dayanarak 3a-(3,4-dimethoksibenzol)-N-Hidroksietilnortropan oldugu

tespit edilmistir [84].

1.7 Tezin Amaci

Bu ¢alisma, daha 6nce bu tiir bir ¢alismaya konu olmamig C. phrygius, C.
galaticus ve C. aucheri tiirlerini icermistir. Bitkilerin fenolik i¢erik miktarlar1 tayin
edilmistir. Bu tiirlerin antioksidan kapasiteleri Ol¢iilmiis ve bu sayede tedavi edici
etkileri belirlenmistir. Hazirlanan solisyonlar yaklasik bes hafta boyunca siganlara
icirilecek, baslangicta, ikinci haftada ve tigiincii haftada kan 6rnekleri alinarak ALT
(alanin amino transferaz), AST (aspartat amino transferaz), GGT (gama-glutamil
transferaz) ayrica bobrek fonksiyonlarmi kontrol etmek i¢in URE degerindeki

degisim izlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1

Materyal

2.1.1 Bitkisel Materyal

Bu calismada kullanilan bitki materyalleri, arazi ortamimdan Akdeniz

Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yard. Dog. Dr. Candan

AYKURT onciiliigiinde toplanmistir. C. phrygius, C. aucheri ve C. galaticus

tirlerine ait yeterli miktarda 6rnek (0,3-0,5 kg yas kitle), tiirlerin ¢iceklenme

donemlerinde yayilis gosterdikleri alanlardan toplanmis ve her tiiri temsilen

herbaryum tekniklerine uygun bi¢imde hazirlanan herbaryum materyalleri AKDU

Herbaryum koleksiyonuna dahil edilmistir. Tablo 2.1°de tiirlerin toplandig1 lokaston

kayitlar1 goriilmektedir.

Tablo 2.1: Bitki Tiirlerinin toplandigi lokaliteler

TUR ISTASYON
C6 Hatay: NATO Radar Istasyonu Kisecik, sepentine
.| yamaglar, 885 m, 7.vi.2009, C. Aykurt (2665), N. Kemaloglu
C. aucheri (AKDU).
C. phrygius | C3 Antalya: Korkuteli, Korkuteli-Fethiye eski yol Aga Dag,
(endemik) yamaglar, step, 1215 m, 22.v1.2009, C. Aykurt (2815) (AKDU).
B3 Afyon: Emirdag, Kirkpmar Koyii, yol kenarlar1 ve nadas alanlari,
C. galaticus | 920 m, 7.vi.2008, C. Aykurt (2183), N. Kemaloglu (AKDU).

Afyon: Sandikli, Sandikli, yol kenarlarinda ve nadas alanlari, 1040
m, 15.vi.2009, C. Aykurt (2703), N. Kemaloglu, (AKDU) 8 km.
Eskisehir: Eskigehir ve Seyitgazi, 2 Derbent km, yol kenarlarinda ve
nadas alanlari, 950 m, 7.vi.2008, C. Aykurt (2170), N. Kemaloglu
(AKDU) arasinda.

Eskisehir: Sivrihisar, yol kenarlari, yamaglar, 1040 m, 16.vi.2009, C.
Aykurt (2725), N. Kemaloglu (AKDU.)

Toplanan bitkiler direkt giines 15181 almayan ve hafif hava akiminin oldugu

bir ortamda kurutulmustur. Kuruyan ve toz haline getirilen bitki drnekleri 20-25 gr

kadar tartilip iizerlerine 200 ml ¢0Oziicii (etanol, metanol, benzen, aseton icin
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terkrarlandi) eklenerek 6 saat siireyle ¢alkalamali su banyosunda 50 °C'de iki kez
ekstraktsiyon islemine tabi tutulmustur ( Sekil 2.1, 2.2, 2.3).

Sekil 2.1: Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon sonucu elde edilen karisim filtre kdgidindan siiziilmustiir. Elde
edilen ¢ozeltideki ¢oziicliniin uzaklastirilma iglemi i¢in rotary evaporatér cihazi
kullanilmis ¢6ziicii 50 °C’de ugurulmustur. Ekstrede kalan su Freeze Dryer cihazinda

dondurularak ¢ekilmistir. Geride kalan ekstreler -20 C’ de saklanmuistir.

Sekil 2.2: Rotary evaporator Sekil 2.3: Freeze dryer
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2.2 Yontemler

2.2.1  Antioksidan aktivite analiz yontemler

2211 Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin  antioksidan aktivitesi [-karoten-linoleik asit sistemiyle
belirlenmistir [85]. B-karoten ¢ozeltisi i¢in, 0,2 mg B-karotenin 1 ml kloroformda
¢Oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin 1 mililitresine cam balon i¢inde 0.02 ml
linoleik asit ve 0,2 ml (%100) Tween 20 ilave edilmistir. Bu karigimdaki kloroform
rotary evoparotorde 40 °C” de 10 dk buharlastiriimig daha sonra 100 ml dH,O ilave
edilerek seyreltilmistir. Hazirlanan bu emiilsiyondan 4,8 ml alinarak igerisinde 0,2
mg Ornek iceren 0,2 ml ekstrakt ¢ozeltileri bulunan test tiiplerine aktarilmistir.
Kontrol i¢in test tiipline B-karoten olmaksizin ekstrakt yerine sadece 0,2 ml ¢oziicii
(metanol, etanol, aseton ve benzin) konulmustur. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir
edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak baslangig
absorbanslar1 470 nm' de Ol¢lilmiistiir. Tiipler 50 °C' de inkiibasyona birakilarak
absorbans Olglimlerine yarim saat araliklarla 2 saat boyunca B-karotenin rengi
kayboluncaya kadar devam edilmistir (120 dakika). Toplam antioksidan aktivite
AA: [ 1- (AO-At / A0° - At°) x 100 formiilii ile hesaplanmistir. Burada A0Q: 6rnegin
ilk absorbansi, At: kontroliin ilk absorbansi, A0°: 6rnegin 120 dk sonraki absorbansi,

At°: kontroliin 120 dk sonraki absorbansidir [86].

2.2.1.2 DPPH serbest radikal giderim aktivitenin
belirlenmesi yontemi

Hazrlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan
yontem izlenerek yapilmistir [87]. Bu yontem, kararli serbest radikal 2,2-dipheniyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH)’in, elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan
kimyasallar1 tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin
acilmasmin, spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu
yontemde 4 mL %0,004’lik (w/v) metanolik DPPH ¢ozeltisi ile 1 ml (0,2-1,0 mg)
ekstrakt ¢ozeltileri karistirilmistir. 30 dakikalik karanlik ortamda ve oda sicakliginda
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inkiibasyondan sonra, 6rneklerin absorbansi 517 nm’de 6l¢iilmiistiir. Pozitif kontrol

olarak BHT kullanilmustir.

Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri %

Inhibisyon = A kontrol — A érnek / A kontrol x100 olarak hesaplanmistir:

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen 0ziit

derisimlerine kars1 grafige gecirilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmustir.

2.2.2 Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Ekstraktlarm toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asite esdeger olarak belirlenmistir [88]. 1 mg extrakt 1 mL
metanolde ¢oziilmiistiir. 46 mL dH,O ve 1 mL FCR extrakt ile karistirildiktan 3 dk.
sonra %?2’lik Nay;COsz’dan 3 mL eklenmistir. 2 saat siiresince oda sicakliginda
inkiibasyona birakilip periyodik araliklarla ¢alkalanmistir. Siire sonunda ¢ozeltilerin
absorbanslart UV Spektrofotometresi’'nde 760 nm’de okunarak toplam fenolik
madde miktarlar1; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg olarak gallik asite

esdeger olacak sekilde hesaplanmistir.

2.2.3  Histolojik Yontemler

Keskin ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismadaki [89]
histolojik yontemler izlenerek yiiriitilen ¢alismada, tiirlerin etanollii ekstrelerinin
%0,5’lik ve %1’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmustir ve her grupta 6
sican olacak sekilde yedi grup sigan kullanilmustir. Bir grup kontrol, diger 6 grup
deney grubu olarak ayrilmistir. Toplamda deneyde 42 si¢an kullanilmigtir.

Sonuglar Minitab paket programinda degerlendirilmistir. Varyans analiz testi
(ANOVA) ile gruplar (kontrol, %1’lik ve %0,5’lik ) ve deney zamanlar1 (Baslangic,
2. hafta ve 4. hafta ) karsilastirilmigtir. Anlamli farklilik tespit edilenlerde, farkliligi

meydana getiren grubu belirlemek i¢in Tukey testi kullanilmistir.

37



Gruplar

Grup 1: Kontrol grubu A: Fizyolojik
su verilmistir.

Grup 2. C. galaticus %0,5
konsantrasyonda solisyon verilmistir.

Grup 3: C. galaticus %l
konsantrasyonda solisyon verilmistir.

Grup 4: C. aucheri  %0,5
konsantrasyonda solisyon verilmistir.

Grup 5: C. aucheri %1
konsantrasyonda solisyon verilmistir.

Grup 6: C. phyrigus %0,5
konsantrasyonda solisyon verilmistir.

Grup 7: C. phyrigus %1

ko nsantrasyonda sollsyon Verl|m1$t]1‘. Sekil 2.4: Deney hayvanlarinin gruplandiriimasi

Sekil 2.5: Kal alma iglemi; a: Kardiyaktan kan alinmasi, b: Deri altina serum fizyolojik enjeksiyonu

Kan alma islemi solisyonlar icirilmeye baslanmadan Once, igirilmeye

baslandiktan 15. giin ve 30. giin sonunda olmak {izere {i¢ kez tekrarlanmistir.

Ratlara yapilan cerrahi miidahale 6ncesi ratlarin hepsinin ayni tiir ve 300-340
gr agirrhiginda olmasma, ayrica disi bireyler sec¢ilmesine Ozen gdosterilmistir.
Anestezik olarak Alfazin (50 ml) ve Ketamin (10 ml) kullanilmigtir. 40 cc Ketamin
60 cc Xylazine (Alfazine) bir enjektore ¢ekilerek karigtirilmistir. Her bir rata
hazirlanan karigimdan  intraperitoneal (IP) bolgesindenden  enjektdrle 30cc
anestezik madde verilmistir.  Ratlarda anestezikler etkisini gosterene kadar

beklenmis kardiyaktan enjektor yardimiyla 10 cc kan almmistir ve santrifiij
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edilmistir. Kalan serumda; karaciger enzimlerinin belirleyici degerlerini bulmak i¢in
Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Labratuvarinda ALT (alanin amino
transferaz), AST (aspartat amino transferaz), GGT (gama-glutamil transferaz) ayrica
bobrek fonksiyonlarmi kontrol etmek i¢in URE degerine bakilmustur.

Bu calismada belirlenen tiirlerin %1 ve %0,5 ekstraktlarinin kan dokusu tlizerindeki
olas1 etkileri histolojik yontemlerle incelenerek ALT (alanin amino transferaz), AST
(aspartat amino transferaz), GGT (gama-glutamil transferaz) ayrica bdbrek
fonksiyonlarmi1 kontrol etmek icin URE degeri takip edilerek meydana gelecek

degisim belirlenmeye ¢alisilmstir.
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3.

BULGULAR

3.1 Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesi

311

Toplam antioksidant aktivitenin belirlenmesi

C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin sirasiyla metanol, etanol,

aseton ve benzen ile hazirlanan ekstraktlarmm [-karoten-linoleik asit sistemiyle

antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir. En yiliksek antioksidan aktivite C.

aucheri tiirliniin etanollii ekstrelerinde tespit edilmis olup (%66,88 + 0,8) , en diisiik

antioksidan aktivite (%17,48 + 3,02), C. galaticus tiiriiniin benzenli ekstresinde

gorilmiistiir.

C. galaticus, C. phrygius, C. aucheri tiirlerini sirasiyla metanol, etanol,

aseton ve benzen ile hazirlanan ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit sistemiyle

antioksidan aktivite degerleri Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin sirasiyla metanol, etanol, aseton ve benzen ile

hazirlanan ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri

Toplam Antioksidan Aktivite (%0)

Bitki Ekstraktlar
Metanol Etanol Aseton Benzen
C. aucheri 62,00+ 1,4 66,88 +0,8 | 39,78+ 1,56 | 37,96 + 0,75
C. phrygius 50,35+1,25 | 5541+05| 30,58+2,3 | 28,71+1,24
C. galaticus 34,65+ 085 |4814+128| 25444205 | 17,48 + 3,02
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C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin sirasiyla metanol, etanol,
aseton ve benzen ile hazirlanan ekstraktlarmm [-karoten-linoleik asit sistemiyle

belirlenen antioksidan aktivite degerleri Sekil 3.1’de verilmistir.

N
o
1

80
2 70
=
i+ |
& 60
g 50 - _
o - m C. aucheri
\ .
§340 = C. phrygius
< 907 w C. galaticus
S
<
S
|_

=
o
1

Metanol Etanol Aseton Benzen

Sekil 3.1: C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tirlerini sirasiyla metanol, etanol, aseton ve benzen ile
hazirlanan ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri

C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin sirasiyla etanol, metanol,
aseton ve benzen oziitlerinin -karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen 30, 60, 90,
120 dk absorbans degerleri, Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’de verilmistir.

1
0.9
—_—
E 0.8 | —— CAM
= 0.7 | —=—CAE
0.6
1 == CAA
w 0.5
f o ——cae
"E 0.3 | b Sl = Control E
% 02 —&—Control M
01 T %—d Control &
0 Control A
4] 30 60 a0 120
Zaman ( dk)

Sekil 3.2: B-Karoten-Linoleik asit yonteminde C. aucheri’nin hazirlanan etanol, metanol, benzen, aseton
ekstraktlarin absorbans grafigi.
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Sekil 3.3: B-Karoten-Linoleik asit yonteminde C. phyrigus’un hazirlanan etanol, metanol, benzen, aseton
ekstraktlarin absorbans grafigi.
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Sekil 3.4: B-Karoten-Linoleik asit yonteminde C. galaticus’un hazirlanan etanol, metanol, benzen, aseton
ekstraktlarin absorbans grafigi.

3.1.2  Serbest radikal giderim aktivite sonuc¢lar

DPPH serbest radikal giderim aktivite belirleme yontemini kullanilarak
yaptigimiz ¢alismada en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi C. aucheri tiiriiniin
1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis etanollii ekstresinde tespit edildi (%59,50 +
1,2). En diisiik serbest radikal giderim aktivitesi C. galaticus tiiriiniin 0,2 mg/mi

konsantrasyonda hazirlanmis asetonlu ekstresinde tespit edilmistir.
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C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin DPPH serbest radikal

giderim aktivite degerleri sirasiyla Tablo 3.2, 3.3, 3.4’te belirlenmistir.

C. galaticus, C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinin DPPH serbest radikal

giderim aktivite degerleri sirasiyla Sekil 3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.2 : DPPH C. aucheri tiriiniin bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri

DPPH (%)
C. aucheri ETANOL METANOL ASETON BENZEN
0,2 mg/ml 17,99+ 2,04 16,22 + 1,54 12,43 + 2,46 11,82 +2,21
0,4 mg/ml 27,42 + 3,04 2492 +1,02 18,15+ 2,0 19,92 + 1,75
0,6 mg/ml 44,40 + 1,25 37,96 +1,27 29,38+ 1,46 25,33+1,13
0,8 mg/ml 51,95 + 0,89 46,66 + 2,36 32,43 +1,20 28,03 + 0,87
1 mg/ml 59,50 +£1,2 53,18 £ 2,50 35,29 £ 0,95 37,51+1,64
BHT 96,12
C. aucheri
70
E 60
]
8 < 50
S g 40 = ETANOL
8 830 = METANOL
E S ASETON
g 10 = BENZEN
O .
0,2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1 mg/ml
Konsantrasyon

Sekil 3.5: DPPH yontemi ile C. aucheri’nin etanollii, metanollii, asetonlu ve benzenli ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlardaki serbest radikal giderim kapasiteleri.
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Tablo 3.3: C. phrygius tiiriiniin bitki ekstraktinin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH (%)
C. phrygius ETANOL METANOL ASETON BENZEN
0,2 mg 179+ 3,6 12,77 + 3,05 09,93+1,12 10,24 + 0,85
0,4 mg/ml 27,42 £ 2,57 22,57 +£2,15 15,71 +1,48 12,54+ 1,02
0,6 mg/ml 37,37 +1,98 32,38+ 2,04 21,59 + 2,05 16,39 + 2,30
0,8 mg/ml 46,47 + 1,56 42,66 + 3,2 21,24 +£2,31 19,47 + 3,05
53,28 +£ 2,01 50,02 +1,43 24,53 +1,88 24,08 + 2,42
1 mg/ml
BHT 96,12
C. phrygius
60
E 50
S =
o &40
s 3 ®ETANOL
TG 30
58 ® METANOL
g < 20 ASETON
2
g 10 = BENZEN
0 .
0,2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1 mg/ml
Konsantrasyon

Sekil 3.6: DPPH yontemi ile C. phrygius’un etanollii, metanollii, asetonlu ve benzenli ekstraktlarinin
farkl konsantrasyonlardaki serbest radikal giderim kapasiteleri.
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Tablo 3.4: C. galaticus tiiriiniin bitki ekstraktinin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH (%0)

C. galaticus ETANOL METANOL ASETON BENZEN
0,2 mg/ml 14,05 + 2,06 10,53 + 3,24 9,83 + 3,56 10,68 + 0,98
0,4 mg/ml 24,92 + 1,95 15,79 + 2,68 15,71 + 3,28 14,01 +1,24
0,6 mg/ml 33,61+1,15 19,58 + 1,96 19,24 + 1,45 14,34 £ 0,88
0,8 mg/ml 35,79+ 2,14 23,62 + 1,27 24,83 + 2,31 23,59 + 1,08

1 mg/ml 37,14 £ 2,46 27,20+ 2,12 30,42 + 2,42 30,04 +1,11
BHT 96,12
C. galaticus

45
£ 40
S 35
T -
6 X 30
;: g 25 ®mETANOL
8 & 20 m METANOL
gL 15 ASETON
(%
5 1 = BENZEN
wn 5

0 .
0,2 mg/ml 0.4 mg/ml 0.6 mg/ml 0.8 mg/ml 1 mg/ml
Konsantrasyon

Sekil 3.7: DPPH yontemi ile C. phrygius’un etanollii, metanollii, asetonlu ve benzenli ekstraktlarinin

farkl konsantrasyonlardaki serbest radikal giderim kapasiteleri.

3.1

Gallik asit derisimlerine karsi absorbanslar Glgiilerek bir standart calisma
grafigi olusturuldu Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar1 degerleri gallik asit
esdegeri olarak hesaplandi. Sonuglara gore fenolik madde miktar1 en yiiksek olan C.
aucheri tlirtiniin etanollii ekstresi (23,03 mg/g GAE), en diisiik olanin C. galaticus
asetonlu ekstresi (5,35 mg/g GAE) oldugu tespit edildi. C. aucheri , C. phrygius ve

Toplam fenolik madde miktari
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C. galaticus ekstraktlarinin 765 nm’de absorbanslar1 ve gallik aside esdeger

konsantrasyonlar1 tablo 3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.5: C. aucheri, C. phrygius ve C. galaticus tirlerinin bitki ekstraktlarinin 765 nm’de absorbanslari ve
gallik aside esdeger konsantrasyonlari

Toplam fenolik madde

cOzucU TUR (Mg GAE /g)*
C. aucheri 23,03
ETANOL C. phyrigus 21,52
C. galaticus 18,99
C. aucheri 15,45
METANOL C. phyrigus 11,82
C. galaticus 10,20
C. aucheri 10,81
ASETON C. phyrigus 10,10
C. galaticus 05,35
C. aucheri 09,80
BENZEN C. phyrigus 10,91
C. galaticus 08,79

3.2  Histolojik Cahisma Sonugclar

C. phrygius, C. galaticus ve C. aucheri”’nin etanollii ekstrelerinin %0,5’lik
ve %1’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir ve her grupta 6 sigan olacak
sekilde yedi grup sigan kullanilmistir. Hazirlanan solisyonlar hayvanlarin sularina
eklenerek, 30 (otuz) giin siiresince igirilmistir. Deneyin baglangicinda, ikinci
haftasinda ve dordiincii haftasinda alman kan Ornekleri tahlile gonderilerek tiim
gruplarin ALT, AST, GGT ve URE degerleri tespit edilmistir.

Tablo 3.8’de goriilecegi gibi hemen hemen tiim sonuglarda rakamsal olarak

farkliliklar mevcuttur. Fakat sadece istatistiksel olarak anlamli bulunan farkliliklar
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degerlendirmeye alinmistir. Kaydedilemeyen sonuglar “ND” olarak gdsterilmis ve
degisimleri dikkate alinmamustir.

C. aucheri’nin ALT degerinde, %1’lik grupta, digerlerine (%0,5 ve kontrol)
gore anlamli bir farklilik tespit edilmistir ( F=16,29, SD=2,45, p<0,001). Ayni
zamanda baglangi¢c ve 4. hafta deneylerinin ALT sonuglarinda istatastiksel olarak
farklilik bulunmustur ( F= 4,93, SD=2,45, p<0,05). Bu farkliliklar incelendiginde,
%21’lik grubun ortalama ALT degerinin baslangigta %40,07 + 2,21 iken, 4. hafta
sonunda %70,87 + 5,31 oldugu gbzlenmistir.

AST degerine bakildiginda, kontrol verilerinin, digerlerine gore ( %1°lik ve
%0,5’lik) farkli oldugu sonucu ile karsilasilmistir ( F=8,90, SD=2,45, p<0,01) ve
kontrol grubunda AST degeri 4. hafta sonunda anlamli bir diisme gosterirken diger
ikisinde aksine bir yiikselme gozlenmistir.

GGT degerlerinde gruplar arsinda anlamli bir farklilik yokken genel olarak
deney zamanlarinda baslangi¢ ile 4. hafta arasinda anlamli bir farklilik mevcuttur
(F=5,75, SD=2,45, p<0,01). Incelendiginde genel olarak degerlerin diistiigii
gozlenmektedir.

URE degerlerinde %0,5’lik grubun, diger gruplardan farkli oldugu
istatistiksel olarak tespit edilmistir. ( F= 11,52, SD=2,45, p<0,001). Degerlerin 4.
hafta sonunda diger gruplara gore artis gosterdigi goriilmiistiir ve bu artis istatistiksel
olarak anlamhidir (F=17,40, SD=2,45, p<0,001).

C. galaticus”un ALT’sinde gruplar ve deney zamanlar1 arasmda anlamli bir
farklilik istatistiksel olarak gézlenmemistir.

AST ’sine bakildiginda %1°lik grubun diger iki gruba gore farkli oldugu tespit
edilmistir ( F=6,34, SD=2,45, p<0,01), ayni zamada 4. hafta verilerinde anlaml1 bir
farklilik da belirlenmistir (F=3,24, SD=2,45, p<0,05). %0,5’lik ve kontrol grubunda
4. Hafta degerlerde bir artig goriiliirken, %1°lik grupta anlamli bir diisiis tespit
edilmistir.

C. phrygius’un ALT degeri gruplar arasinda incelendiginde; %1°lik grubun
anlamli farklilik tagidigi goriilmiistiir (F=58,93, SD=2,45, p<0,001) ve degerlerinin
4. hafta sonunda diger iki gruba gore yiikseldigi sonucuna ulagilmistir.

AST’si %0,5’1ik ve kontrol grubu verilerinde anlamli farklilik gostermektedir
(F=5,25, SD=2,45, p<0,01). % 0,5’lik ve kontrol grublarinda AST degerleri diisiis
gosterirken, % 1°lik grupta artis gosterdigi gozlenmistir.
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Veriler genel olarak incelendiginde (Tablo 3.7) ALT bakimindan, C.
aucheri’nin diger gruplara gore farkli oldugu gorilmistir ( F= 5,85, SD=2,135,
p<0,01) bakildiginda rakamsal farkliliklari daha belirgin oldugu kaydedilmistir.

Genellikle %21’lik gruplarda anlamli bir farklilik oldugu istatistiksel olarak
onaylanmustir ( F= 40,51, SD=2,135, p<0,001) ve o6zellikle %1’lik grpta anlamli bir
artis oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.8).

AST’ye bakildiginda tiirler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
Kontrol grubu verilerinin digerlerine gore anlamli bir farklilik tasidigi gorilmiistiir
(F=11,95, SD=2,135, p<0,001) ve genellikle 2. hafta verilerinde farklilik tespit
edilmistir ( F=3,69, SD=2,135, p<0,05). Rakamsal olarak AST degerlerinde 2. hafta
sonunda biiylik artis veya azalislar oldugu goriilmiistiir.

GGT genel olarak degerlendirildiginde tiirler arasinda anlamli farklilik
oldugu tespit edilmistir (F=3,59, SD=2,135, p<0,05) ve C. galaticus ve C. phrygius
tiirlerinin  birbirlerinden farkli sonuclar verdigi gozlenmistir. Gruplar arasinda
belirgin bir fark tespit edilmemisken, 2. hafta verilerinde anlamli farklilik tespit
edilmistir (F=2,50, SD=2,135, p<0,001).

URE degerleri incelendiginde, tiirler arasinda anlamli bir farklhilik tespit
edilmemisken, tim gruplarda (F=4,88, SD=2,135, p<0,001) ve tim deney
zamanlarinda (F=32,18, SD=2,135, p<0,01) istaitstiksel olarak anlamli farklilik

bulunmustur.
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Tablo 3.6: Tiirlerin ALT, AST, GGT ve URE degerlerindeki anlamli farkhliklar ve farkhliklarin dereceleri B:
Baslangi¢ deneyi, 2H: 2. Hafta deneyi, 4. Hafta deneyi, ***; p<0,001, **; p<0,01, *; p<0,05

C. aucheri
ALT AST GGT URE

0,5% *kk

GRUP |1% FAK
Kontrol **

B * ** *k*k

ZAMAN | 2H folokad

4H * ** *kxk

C. galaticus
ALT AST GGT URE

0,5%
GRUP |1% falad
Kontrol

B *
ZAMAN | 2H flolel
4H * *k*k

C. phrygius

ALT AST GGT URE
0’5% **x *
GRUP |1% kol
Kontrol fakad

ZAMAN | 2H ** **
4H

Tablo 3.7: ALT, AST, GGT ve URE degerlerindeki anlamh farkhliklarin genel olarak degerlendirilmesi B:
Baslangic deneyi, 2H: 2. Hafta deneyi, 4. Hafta deneyi, ***; p<0,001, ** ; p<0,01, *; p<0,05

ALT AST GGT URE
C. aucheri ol *
C. galaticus
TUR |C. phrygius *
0,5% e
l% **k* **
GRUP | Kontrol * xx
B * ** **k*k
2H ** * *k*k
ZAMAN | 4H * ke
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Tablo 3.8: C. aucheri, C. galaticus, C.phrygius tiirlerinin 0,5 mg ve 1mg ekstratlari verilen sigan gruplarinin ALT, AST, GGT ve URE degerlerinin minimumtmaksimum,

ortalamatstandart sapma deger tablosu, B; deneyin baslangici, 2H; deneyin 2 hafta sonrasi, 4H; deneyin 4 hafta sonrasi,

iir Doz (%) zaman ALT Ort £ SH ( Min- Max) AST Ort £SH ( Min- Max) GGT Ort + SH ( Min- Max) URE Ort + SH ( Min- Max)
c.aucheri |05 B 49,43 + 3,65 (41,30-60,60) 130,40 +£14,84( 99,40-176,40) 0,17 + 0,33 (0-1,10) 55,93 + 3,59 (49,20-67,20)
c.aucheri |05 2H 41,23 + 2,76 (32,60-46,70) 115,90 +13,42(76,00-148,40) 0,50 + 0,35 (0-1,60) 43,33 + 1,33 (40,80-47,50)
c.aucheri |05 4H 45,10 + 5,44 (29,00-58,40) 156,27 £10,79 (127,20-186,30) (ND) 75,33 + 4,12 (67,90-88,30)
c.aucheri |1 B 40,07 + 2,21 (35,40-46,90) 94,43 + 4,48 (84,40-108,10) 0,13 + 0,12 (0-0,50) 42,23 + 1,14 (38,90-45,10)
c.aucheri |1 2H 56,77 + 4,06 (46,70-68,70) 150,87 £18,10 (121,20-208,10) 0+ 0,57 (0-1,60) 41,13 + 2,63 (34,10-48,50)
c.aucheri |1 4H 70,87 + 5,31 (54,70-82,90) 140,37 £1,10 (137,10-143,00) 0+ 0,40 (0-1,00) 57,30 + 5,85 (40,10-71,80)
c. aucheri | kontrol B 41,75+ 0,34 (41,00-42,50) 109,20 +1,70 (105,40-113,00) 0,60+ 0,18 (0,20-1,00) 52,30 + 1,48 (49,00-55,60)
c. aucheri | kontrol 2H 37,70 + 2,33 (32,50-42,90) 116,00 +2,82 (109,70-122,30) 0+0,02 (ND) 46,05 + 3,82 (37,50-54,60)
c. aucheri | kontrol 4H 40,40 + 1,92 (36,10-44,70) 80,50 £5,05 (69,20-91,80) 0,00 + 0,09 (0-0,20) 44,45 + 1,81 (40,40-48,50)
c. galaticus | 0,5 B 47,37 + 1,77 (42,60-52,30) 101,10 + 2,35 ( 96,80-108,50) 0,23 + 0,02 ( 0,20-0,30) 43,77 + 2,30 ( 37,60-50,20)
c. galaticus | 0,5 2H 42,30 + 3,45 (31,40-48,10) 97,17 + 8,14 (72,30-115,40) 0+0,12 (0-0,10) 46,00 + 2,73 (38,00-52,80)
c. galaticus | 0,5 4H 36,37 + 4,26 (26,00-49,00) 113,27 + 11,15 (80,00-140,00) 0,03+ 0,38 (0-1,10) 66,37 = 9,79(42,00-95,10)
c. galaticus | 1 B 41,75+ 0,34 (41,00-42,50) 109,20 + 1,70 (105,40-113,00) 0,60 + 0,18 (0,20-1,00) 52,30 + 1,48(49,00-55,60)
c. galaticus | 1 2H 37,70 + 2,33 (32,50-42,90) 116,00 + 2,82 (109,70-122,30) (ND) 46,05 + 3,82 (37,50-54,60)
c. galaticus | 1 4H 40,40 + 1,92 (36,10-44,70) 80,50 =+ 5,05 (69,20-91,80) 0,00 + 0,09 (0-0,20) 44,45 + 1,81 (40,40-48,50)
c. galaticus | kontrol B 40,07 + 2,21 (35,40-46,90) 94,43 + 4,48 (84,40-108,10) 0,13+0,12 (0-0,50) 42,23 + 1,14 (38,90-45,10)
c. galaticus | kontrol 2H 41,90 + 1,14 (38,30-43,80) 128,83 + 16,89(97,10-181,90) (ND) 40,53 + 1,34 (36,50-43,70)
c. galaticus | kontrol 4H 56,73 + 7,39 (45,00-80,10) 221,47 + 48,87 (143,70-376,00) 0,10+ 0,10 (0-0,40) 71,27 £ 6,72 (58,90-92,40)
c. phrygius | 0,5 B 44,63 + 2,71 ( 38,80-53,00) 130,17 + 20,00( 86,80-191,70) 0+ 0,66( 0-0,20) 50,40 + 1,08( 48,40-53,80)
¢. phrygius | 0,5 2H 36,33 + 2,48 (30,50-43,80) 177,83+ 33,11 (112,20-281,30) | 0+ 2,09 (ND) 43,27 + 0,55 (42,40-45,00)
¢. phrygius | 0,5 4H 27,37 + 2,11 (21,30-32,80) 113,83 + 14,85 (70,40-151,00) 0 +0,12 (ND) 49,13 + 2,98 (39,80-55,00)
c. phrygius |1 B 44,70 + 2,11 (40,20-51,20) 112,23 + 10,11 (88,20-142,50) 0,63 +0,24 (0,00-1,30) 53,03 + 1,44 (48,70-56,40)
c. phrygius |1 2H 51,17 + 1,66(48,40-56,40) 125,57 + 8,27(101,40-146,30 0 +0,53(0-0,50) 40,97 + 3,19(30,90-46,70)
c. phrygius |1 4H 62,13 + 0,19 (61,70-62,70) 140,97 + 6,66 (120,00-153,10) 0 +0,10 (0-0,10) 57,23 + 2,19 (50,50-62,00)
¢. phrygius | kontrol B 41,75 + 0,34 (41,00-42,50) 109,20 + 1,70 (105,40-113,00) 0,60 +0,18 (0,20-1,00) 52,30 + 1,48 (49,00-55,60)
c. phrygius | kontrol 2H 37,70 + 2,33 (32,50-42,90) 116,00 + 2,82 (109,70-122,30) (ND) 46,05 + 3,82 (37,50-54,60)
c. phrygius | kontrol 4H 40,40 + 1,92 (36,10-44,70) 80,50 + 5,05(69,20 -91,80) (ND) 44,45 +1,81(40,40-48,50)
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada C. aucheri, C. phyrigus ve C. galaticus tiirlerinin etanol,
metanol, benzen ve aseton ekstraktlarmin toplam antioksidan aktiviteleri, 3-karoten-
linoleik asit model sistemiyle belirlenmistir. Boyle bir sistemde linoleik asit
inkiibasyonu saglanmaktadr  ve bu tepkime sirasinda  peroksitli drlinler
olugmaktadir. Bu peroksitli iiriinler serbest radikaller olup B—karotenle etkileserek,
B—karotenin karakteristik sar1 rengini gidermekte ve boylece sistemde meydana
gelen absorbans degisimi spektroskopik olarak takip edilebilmekr. pB—karotenin
antioksidansiz ortamda sar1 rengi agilmakta ve absorbans degeri diismektedir. Bu
sisteme, tiirlerimizin ekstrakti ile olusturulan solisyon ilave edildiginde p—karotenin
karakteristik sar1 rengi daha ¢ok korunmaktadir. Dolayisiyla 6rneklerin daha yiiksek
absorbansi daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir. En yliksek absorbans
degeri C. aucheri tiiriiniin etanollii ekstrelerinde tespit edilmis olup, hesaplanan
antioksidan aktivite %66,88 + 0,8’dir. C. aucheri tiiriniin metanolik ekstraktmnin
antioksidan aktivitesi %62,00 + 1,4, C. galaticus metanolik ekstraktinin antioksidan
aktivitesi %50,35 + 1,25, C. phrygius tiiriniin metanolik ekstraktinin antioksidan
aktivitesi %55,41 + 0,5 olarak bulunmustur. En disiik antioksidan aktivite C.
galaticusun benzenli ekstresinde bulunmus ve %17,48 + 3,02 olarak hesaplanmuistir.

Ekstraktlarin, serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt igerisindeki
antioksidan bilesiklerin  hidrojenlerini  verebilmelerine ve bilesigin  yapisal
konformasyonuna bagl olmaktadir [90]. |,I-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) 517 nm
de dalga boyu maksimumuna sahiptir ve bazi dogal bilesiklerin antioksidan
aktivitesinin belirlenmesinde serbest radikal olarak kullanilmaktadir. DPPH serbest
radikali, asagidaki tepkime geregi kararli bir molekiil olabilmek i¢in antioksidan
molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kolaylikla alabilmektedir [91].

DPPH" + A-H DPPH-H+A»

Bir serbest radikal olan DPPH”1n karakteristik mor rengi, bu tepkime geregi
acilmaktadir. Burada sistemin absorbansinin diismesi ekstraktlarin serbest radikal
stiplirme yeteneginin varligini gostermektedir. Caligmada en yiiksek serbest radikal
giderim aktivitesi C. aucheri tiirtiniin 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis etanollii
ekstresinde tespit edilmistir (%59,50 = 1,2) . En diisiikk serbest radikal giderim
aktivitesi (%9,83) C. galaticus tiiriiniin 0,2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis
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asetonlu ekstresinde gozlenmistir. Uzerinde calistigimiz tiirler, BHT’ye gore
nispeten daha zayif olmasina ragmen, yinede giiclii bir radikal silipiirme etkisi
gostermektedir. Aynt zamanda bu sistemde, tir  ekstraktlar1  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmig olup, konsantrasyon arttik¢a serbest radikal giderim

aktivitesinin de arttig1 gorilmiistiir.

Nacef ve arkadaslarinin (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada, Convolvulus
tiirlerinde  tropan alkaloidlerinin  bulunmasinin, bunlarin  kemotaksonomik
siniflandirmalarinda  6nemli bir ozellik olarak kullanildigini  bildirmiglerdir.
Calismalarinda [83], C. dorycnium tiirliniin igerik analizini yapmuslarve iKisi yeni
olmak tizere alt1 adet bilesen tespit etmislerdir (doriknik asit, vanilik asit, skopolin,
kamferol, skopoletin, metil kafeat). Oncelikle bu tiiriin antioksidan aktivitesini DPPH
yontemi ile belirlemisler, EtOAc (etilasetat) ile hazirlanan ekstrelerde 1Cso degeri
3,2, n-BuOH (butanol) ile hazirlanan ekstrenin IC50 degeri 6.9 mg/mL, olarak
tespit etmigler. Ayn1 zamanda belirlenen bilesenlerin antioksidan aktivitesi de DPPH
yontemi ile saptamislar ve en yiiksek antioksidan aktiviteyi doriknik asitten elde
etmislerdir. (IC50 degeri 31.5 uM).

Yine bazi arastirmacilar tarafindan Convolvulus cinsine ait bazi tiirlerin bir
kismi antioksidan aktiviteleri yoniinden incelenmistir. C. hystrix [92], C. althaeoides
[93], C. pluricaulis [94], C. fatmensis [95], ve C. arvensis tiirlerinin [96], fenolik
icerikleri ile baglantili olarak antioksidan 6zellik gdsterdikleri tespit edilmistir.

Bu calismada da C. aucheri, C. phyrigus ve C. galaticus tiirlerinin antioksidan
aktiviteleri %50’den fazla oldugu i¢in, antioksidan aktivitesi yiiksek tiirler olduklar1

sonucuna ulagilmistir.

Calisilan tirlerin  herbiri i¢in 4 farkli ¢Oziici kullanilarak ekstraktlar
hazirlanmis ve bu ekstraktlar birbirlerinden c¢ok farkli antioksidan aktivite
gostermislerdir. Bunun sebebi, ¢oziiciilerin polarite farkliligi olarak disiiniilebilir.
Gergeklestirdigimiz antioksidan aktivite g¢aligmalar1 sonucunda, biitiin tiirlerin
etanollii ekstrelerinin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterirdikleri, benzenli veya
asetonlu ekstrelerinin ise diisiik oldugu gozlenmistir. Bitkisel 6rnekler igerik olarak
yapisal farkliliklar gostermektedir ve bu nedenle ektraksiyon yontemlerinde her
ornek icin tek bir ¢oziicii kullanmak miimkiin olmamaktadir. Elde edilen sonuglarin

da agikca ortaya koydugu gibi, analizlerde farkli ¢ozgenlerle ¢alisilarak tiir igin en
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uygun c¢ozgen segilebilmektedir. Bu sayede, bitkilerin antioksidan kapasitesi
hakkinda dogru ve yiiksek sonuglar elde edilebilmektedir.

C. aucheri, C. phyrigus ve C. galaticus tiirlerinin toplam fenolik madde
icerigi mg/ml gallik asit cinsinden hesaplanmistir. En yiiksek C. aucheri tiirliniin
etanollii ekstresinin (23,03 mg/g GAE), C. galaticus asetonlu ekstresinin ise en
distik (5,35 mg/ml GAE) oldugu tespit edilmistir. Bu c¢aligmada en yiiksek
antioksidan aktivite ve fenolik icerik miktar1 C. aucheri tiiriinde tespit edilmistir. Bu
anlamda fenolik igerik miktar1 yiiksek olmasi, antioksidan aktivitesinin gii¢lii

olmasiyla paralellik gosterse de bunu sdylemek dogru olmamaktadir.

Elzaaely ve Tawata (2012) yapmis olduklari ¢alismalarinda [80], C. arvensis
tiiriiniin yapraklarindan elde edilen asetik asit fraksiyonlarini, total fenolik ve total
flavon antioksidan aktivite tayini i¢in hazirlamiglardir. DPPH ve B-karoten yontemi
ile antioksidan aktivitesini Glgmiisler ve giiclii bir antioksidan aktivite tespit
etmislerdir. C. arvensis tiiriiniin yapraklarinin asidik etil asetatli ekstrelerinin toplam
fenolik igerik miktar1 Folin- Ciocalteu yontemi ile belirlemisler ve 244,6 + 2,9 mg/g
GAE g olarak hesaplamiglardir. DPPH yontemi ile radikal siiplirme aktivitesi
hesaplanmis (1Csq degeri 66,9 + 0,1 pg/mL), B-karoten-linoleik asit model sistemiyle
toplam antioksidan aktivitesinin de gii¢lii oldugunu belirlemislerdir [55]. Elzaaely ve
Tawata”nin calismasi ile calsmamiz kiyaslandiginda, ¢alismamizda, en yiiksek
fenolik icerik C. aucheri tiiriiniin etanollii ekstresinde 23,03 mg/g GAE olarak
bulunmustur. Elzaaely ve Tawata yapmis olduklari ¢alismalarinda ise C. arvensis
tiirliniin fenolik igerik miktarim1 244,6 + 2,9 mg/g GAE g olarak bulmuslardir ve
calismamizda kullandigimiz tiirlerde, C. arvensis ’e gore ¢ok diisiik fenolik igerik
miktar1 tespit edilmesine ragmen C. arvensis tiiriiniin antioksidan aktivitesine ¢ok

yakin degerde antioksidan aktivite belirlenmistir.

Metin ve arkadaglarinin (2013 ) yaptiklar1 galismada [97], Cyclamen graecum
tiirlinlin fenolik icerik miktar1 Folin coicalteu yontemi ile arastirilmis ve en yiiksek
fenolik igerigin yaprak kisimlarinin etanollii ekstrelerinde bulundugu tespit
edilmistir. Fenolik igerik miktar1 %33,73 + 0,69 mg/g GAE olarak bulunmustur.
Antioksidan aktivitesi - karoten yontemi ile belirlenmistir. En yiiksek antiokisidan
aktivite yaprak kismimnin etanollii ekstraktinda %97,3 + 0,55 olarak kaydedilmistir.
Calismamizda C. aucheri tiiriiniin antioksidan aktivitesi %66,88 + 0,8, fenolik i¢erik

miktart 23,03 mg/g GAE degeri ile en yiiksek hesaplanmistir. Bu tiirlerin fenolik
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icerik miktari, Cyclamen graecum [97] tiiriiniin fenolik icerik miktar: ile yakin
degerlerde bulunmustur. Fakat, Cyclamen graecum tiiriiniin ¢ok daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir. Bu durumu su sekilde agiklamak
miimkiindiir: Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarini
olusturmaktadir. Ancak bu durum tiim fenolik bilesen miktar1 yiiksek olan
ekstraklarin giiclii antioksidan aktivite gosterecegi anlamina gelmemektedir. Aksine,
antioksidan aktivite toplam fenolik bilesen miktarindan degil; yalnizca giicii tam
aciga ¢cikmis olan aktif fenolik bilesen miktarindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla,
bir maddenin antioksidan etki yoniinden kuvvetli olmasmin, igerdigi fenolik madde
miktarma bagli olmadig: fakat, fenolik madde miktar tayininin, antioksidan aktivite

belirlemede 6nemli bir parametre oldugu séylenebilmektedir.

Calismamizda C. phrygius ,C. galaticus ve C. aucheri tiirlerinin %0,5 ve %1
konsantrelik etanollii ekstraktlari, her grupta alt1 rat olmak iizere toplam 30 (otuz)
giin siiresince hayvanlarm igme sularina eklenerek oral yollarla i¢irilmistir. Deneyin
baglangicinda, ikinci haftasinda ve dordiincii haftasinda hayvanlarda kan 6rnekleri
almmig ve ALT, AST, GGT ve URE degerleri tespit edilmistir.

Degerlendirmelerin sonucunda sadece istatistiksel olarak anlamli bulunan
sonuglar degerlendirilmistir. C. aucheri”’nin ALT degerinin baslangigta %40,07 +
2,21 iken, 4. hafta sonunda %70,87 + 5,31” e ¢iktig1 gézlenmistir. Kontrol grubunda
AST degeri 4. haftanin sonunda anlamli bir diisme gosterirken, diger ikisinde (%0,5
ve %1) AST degerinde artis gozlenmektedir. GGT degerleri incelendiginde ise genel
olarak degerlerin diistiigii gdzlenmektedir. URE degerlerin 4. hafta sonunda
baslangi¢c ve 2. hafta degerlerine gore artis gosterdigi goriilmiistiir (%55,93 + 3,59
—> %75,33£4,12)

C. galaticus”un AST degerlerine bakildiginda %0,5’lik ve kontrol grubunun
4. hafta degerlerinde artig goriilirken, %1°lik grupta anlamli bir diisiis tespit
edilmistir.

C. phrygius’un ALT degeri farkli gruplar arasinda incelendiginde; %1°lik
grubun ALT degerlerinin 4. hafta sonunda diger iki gruba gore arttigi sonucuna
ulagilmigtir. Bu tiiriin AST degeri %0,5’lik gruplarda ve kontrol grubu verilerinde
anlamli farklihk gostermektedir (F=5,25, SH=2,45, p<0,01). % 0,5’lik ve kontrol
grublarinda AST degerleri azalirken, % 1’lik grupta arttig1 gozlenmistir.
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Calisma sonucunda elde edilen veriler genel olarak incelendiginde (Tablo
3.7) C. aucheri tiriinin ALT degeri bakimindan, diger tiirlere gore rakamsal
farkliliklarin daha belirgin oldugu goézlenmistir ( F= 5,85, SH=2,135, p<0,01). Bu
tiriin ALT degerinin ¢alismada kullanilan diger tiirlere gore artis miktarmm daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Genellikle %1’lik gruplarda anlamli bir farklilik oldugu
istatistiksel olarak onaylanmustir ( F= 40,51, SH=2,135, p<0,001) ve 6zellikle %1’lik
grupta anlaml bir artis oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.8). ALT degerindeki artigin

konsantrasyonla paralellik gosterdigi sonucuna varilmistir.
AST degerlerinde ise tiirler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

GGT genel olarak degerlendirildiginde, tiirler arasinda anlamli farklilik
oldugu tespit edilmistir (F=3,59, SH=2,135, p<0,05) ve C. galaticus ve C. phrygius
tiirlerinin birbirlerinden farkli sonuglar verdigi gozlenmistir. %0,5°lik, %1’lik ve
kontrol gruplar: arasinda belirgin bir fark tespit edilmemisken, 2. hafta verilerinde
anlamli farklilik tespit edilmistir (F=2,50, SH=2,135, p<0,001). GGT’ nin ¢ogunun
sonucu, kaydedilemeyen veri (ND) olarak kabul edildiginden tam olarak

degerlendirmek miimkiin olmamistir.

URE degerleri genel olarak incelendiginde, tiirler arasmda anlamli bir

farklilik tespit edilmemistir.

Ozmen ve arkadaslarmin (1998) calismalarmda [98], transaminazlarm,
hepatositlerin direkt hasara ugramasi sonucu, kan dolagimina ge¢gmesi ile serum ALT
ve AST degerlerinde artisin oldugunu belirtmislerdir. Bu goriise gére C. aucheri ve
C. phrygius tiirlerinin %1°lik gruplarinda ALT degerinde artis tespit edilmesi, bu
tirlerin bitki ekstraktlarinin %21’lik dozu, dokuda toksik etki yarattigi sonucuna
ulastirmistir ve ALT’nin karacigere spesifik bir enzim olmasindan dolayr karaciger
harabiyetine neden oldugu kanisin1 uyandirmistir. Ayrica ALT degerleri genel olarak
incelendiginde C. aucheri tiiriiniin diger tiirlere gore daha fazla artis gosterdigi
bulunmustur ve bdylece bu tiiriin dokuda daha toksik oldugunu sdylemek miimkiin
olmustur. Ayn1 zamanda C. aucheri’nin %0,5’lik ve %21’lik gruplarinda ve C.

phrygius tiirtiniin %1°lik grubunda AST miktarinda artis gozlenmektedir.

Uygun ve Polat (2009), calismalarinda [99], AST degerlerinde artis tespit
edildiginde, bunun karaciger kokenli olup olmadigma karar vermek icin, AST ve

ALT degerlerininin birlikte degerlendirilmesi gerektigini vurgulamiglardir. AST
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degerlerinde artis meydana geldiginde, ALT degerlerinde de artis olusuyorsa bunun
karaciger kokenli oldugu sonucunu destekleyecegini belirtmislerdir. Bu ¢aligmaya
gore, calismamizda C. aucheri ve C. phrygius’un %1’lik grupta gbzlenmis olan ALT
ve AST diizeyinin birlikte artisi, dokuda yiiksek olasilikla karaciger harabiyetinin

meydana geldigi kanisma ulastirmistir.

Ayn1 zamanda C. aucheri’nin URE miktar1 4. hafta sonunda artis
gostermistir. Bu tiirlin bobrek fonksiyonuna da olumsuz etki gosterdigitespit

edilmistir.

C. galaticus tiirtinde dikkate deger bir sonu¢ ¢ikmamakla birlikte sadece AST
miktar1 %0,5 ve kontrol gruplarina gére %1°lik grupta bir diisiis tespit edilmistir. Bu

sonug yine olas1 toksik bir etkinin habercisi olma niteligi tasimaktadir.

Genel itibari ile GGT verilerinde kaydedilemeyen veri ( ND) ¢ok oldugu i¢in

degerlendirmeye alinamamustir.

Keskin ve arkadaglarinin (2012) yapmis olduklar1 ¢aligmada [89], Crataegus
aronia var. dentata Browicz tiiriiniin si¢an karacigeri tizerindeki etkilerine bakilmis
ve ALT ve AST degerlerinin diistiigii tespit edilmis ve hepatositlerin apoptazinda
olumlu etkileri bulundugu bildirilmistir. Yapilan g¢alismayla kiyaslandiginda C.
phrygius ve C. aucheri tiiriiniin ALT ve AST”yi arttiric1 etki gosterdigi sonucuna

ulasilmstir.

Bu c¢alismada kullanilan tiirler Aykurt (2010)’a gore habit 6zelliklerini goz
oniine alindiginda iki grup altinda toplanabilmektedir. ilk grup genellikle tabanda
odunsu yapili dik veya yatik duruslu cali veya yar1 ¢alilar ile 6bek olusturan ¢ok
yilliklar1 icermekte olup, ikinci grup tipik olarak genellikle ¢ok yillik sarilici ve
stirtiniicti formdaki tiirleri kapsamaktadir. Bu ¢alismada se¢ilen tiirlerden C. phrygius
tabanda odunsu yapili 6bek olusturan ¢alimsilar; C. aucheri odunsu yapili dikduruslu
tabanda ¢ok yilliklar; C. galaticus ise tipik sarilici ve siiriiniicii formdaki ¢ok
yilliklardir. Bu nedenle calismamiz, habit 6zellikleri bakimindan farkl olan {i¢
tirtin, antioksidan aktiviteleri ve fenolik igerik miktarmin kiyaslandigi ilk
orneklerdir. Calismada kullanilan tiirler icerisinde, odunsu yapili dikduruslu tabanda
cok yilliklar grubunda yer alan C. aucheri tiirii , antioksidan aktivitesi, serbest
radikal siipiiriicii etkisi ve fenolik igcerik miktar1 en yiiksek ¢ikan tiir olarak

bulunmustur.
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Bu ¢aligma genel goriiniis agisindan birbirinden oldukga farkli olan ve cins
icerindeki morfolojik farkliliklar1 temsil eden ¢ tiiriin segilerek antioksidan aktivite

ve fenolik igeriklerinin kiyaslandig1 6rnek bir calisma konumundadir.

Ayrica segilen tiirlerden C. phrygius iilkemize endemiktir, endemik bir tiiriin

yapilan ¢alismada yer almasi ¢aligmanin degerini arttirict niteliktedir.

Calisma sonucunda C. phrygius ve C. aucheri tiirlerinde yiiksek antioksidan
aktivite ve toksik etkiler tespit edilmistir. Bu durum, tiirler i¢in kimyasal igerik
calismalarinin ve doku hasarlarinin ileri diizey arastirildigi ¢aligmalarin yapilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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