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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum *“ KIRAZ YAPRAGI EKSTRAKTLARININ
ANTIOKSIDAN KAPASITESININ VE OKSIDATIF DNA HASARI UZERINE
ETKISININ BELIRLENMESI ” bashkli bu ¢alismanm bilimsel ahlak ve geleneklere aykir:
diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildig1 ve yaralandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada yontemine uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu
belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Kasim TAKIM



OZET

Yiksek Lisans Tezi

KIRAZ YAPRAGI EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN
KAPASITESININ VE OKSIDATIF DNA HASARI UZERINE ETKISININ
BELIRLENMESI

Kasim TAKIM

Inénii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
66+13 sayfa
2010
Danigsman: Yrd.Dog¢.Dr. Tiirkan KUTLU

Bu calismada, Dalbasti Kirazi(prunus avium L.) kurutulmus yapragmmn farkh
ekstraktlarmnin( etanol, metanol, etil asetat, sicak su ve soguk su) antioksidan kapasiteleri
arastirilmistir.  Bu  ekstraktlarin  oksidatif ~DNA hasar1 iizerine koruyucu etkilerinin
belirlenmesine c¢alisilmistir. Bu c¢alismada antioksidan kapasite ABTS(2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ve DPPH(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siiplirme
aktivitesi , indirgeme giicii, OH' radikal siiplirme aktivitesi, H,O; siipiirme kapasitesi, Metal
selatlama aktivitesi, Deoksi riboz yontemi ve B-karoten beyazlatma yontemi ile belirlenmistir.
Toplam fenolik madde miktarlari Folin- Ciocalteus metodu ile belirlenmis ve BHT
(Biitillenmis hidroksi toluen), Trolox (6-Hidroksil-2,5,7,8-Tetrametil Kroman-2-Karboksilik
asit) ve a-tokoferol standart antioksidanlarla karsilastirilmistir. Metanol ve etanol ekstraktlar1
yapilan antioksidan kapasite yontemlerinde yiiksek radikal siipiirme aktivitesi gostermistir ve
Hidroksil radikalinin yapmis oldugu hasara karst DNA’y1r %90-98 oraninda korudugu
gozlenmistir. Toplam fenolik madde kiraz yapragi etanol, metanol, etil asetat, sicak su ve
soguk su ekstraklarinda sirasiyla 116.43;132.17;61.91;87.63 ve 66.88 mili esdegergram(meg)
gallik asit/g kuru yaprak olarak bulunmustur.

ANAHTAR SOZCUKLER: Antioksidan aktivite, DNA hasar1, Polifenol,Radikal



ABSTRACT
M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY AND OXIDATIVE DNA DAMAGE
OF CHERRY LEAVES(PRUNUS AVIUM L) EXTRACTS

Kasim TAKIM
Inonu University
Institute of Natural Sciences
Department of Chemistry
66 + 13 pages
2010

Supervisor: : Yrd.Dog¢.Dr. Tiirkan KUTLU

In present study, ethanol, methanol, ethyl acetate, hot and cold water and water
extracts of dalbasti cherry (Prunus Avium L.) leaves were investigated. These extracts were
studied for antioxidant capacity and examined for its DNA damage protecting activity. The
antioxidant capacity of these extracts were evaluated using different antioxidant tests,
including reducing power, free radical scavenging, hydroxyl radical scavenging, hydrogen
peroxide scavenging, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS radical scavenging,
Deoxyribose assay, B-Carotene bleaching assay and metal chelating activities. The content of
total phenolic compounds in the methanolethanol, ethyl acetate, hot and cold water extracts
of cherry (Prunus Avium L.) leaves was determined using Folin-Ciocalteus reagent and
compared with standart antioxidants BHT, Trolox and a-tocopherol. Metanol and ethanol
ekstrakts showed a concentration-dependent free radical scavenging capacity and protective
effect on DNA cleavage. Ethanol and methanol extracts of cherry leaves. at 400ug/ml
exhibited significant protecting activity against DNA strand scission by OH" on pBR322
supercoiled plasmid DNA(95-98%). Total phenolic compounds in the cherry leaves extracts
(ethanol, methanol, ethyl acetate, hot- water and water) were determined as gallic acid
equivalent (meq/g dried leaves) 116.43;132.17;61.91;87.63 and 66,88 respectively.

Keywords: DNA damage; Polyphenol; Antioxidant activity; Radikal
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1.GiRiS
Bilindigi gibi dogada bulunan birgok bitki, tibbi ve kimyasal olarak oldukca
degerli olup, giiniimiizde hastaliklardan korunma ve hastaliklar1 tedavi amaci ile gesitli

bitkilerden yararlanilmasi giderek daha fazla onem kazanmaktadir. Bu baglamda,

bitkilerle ilgili ¢aligma sonuglarma ihtiyag duyulmaktadir.

Aerobik organizmalarda oksijen kullanimmin dogal sonucu olarak ROT (
Reaktif Oksijen Tiirleri) olusur [1]. ROT olusumu ile organizmanin yapisal ve
fonksiyonel biomolekiilleri oksidatif stres altina girer. Organizmada oksidatif sitrese
yanit olarak endojen antioksidan sistemin aktivitesi artar. Prooksidan / antioksidan
denge fizyolojik kosullarda bile prooksidan lehinde oldugundan, organizmada siirekli
olarak belirli bir 6lciide oksidatif stres vardir [2,3]. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT),
cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarmi baglatabilirler
ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R’), peroksit radikalleri (ROO"), alkoksi
radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS’), siilfenil radikalleri (RSO’) ve tiyil peroksit
radikalleri (RSO,) gibi c¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar
[4,5].Organizmada serbest radikal olusturan olaylarin basinda, mitokondriyal elektron
transportu, ksenobiyotiklerin metabolizmas1 ve biyokimyasal yikim reaksiyonlar1 gelir
[6]. Eksojen kaynaklar ise anti-neoplastik ajanlar, aligkanlik yapan maddeler, hava
kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, ilaclar, radyasyon (X ray, gamma, pargacik
radyasyonu) ve strestir [4]. Reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagmin siiperoksit radikali
oldugu, onun da ana kaynagmin mitokondri oldugu diisiiniilmektedir [7]. Ciinkii
mitokondride oksijene her seferinde sadece bir elektron transfer edilebilmesinden
dolayi, elektron transferi smrasinda siiperoksit radikali olusumu kac¢imilmazdir. Oy
(stiperoksit), dismutasyon reaksiyonu ile bir bagka reaktif oksijen tiirii olan H,O, ’i
olusturur. H>O, ise reaktivitesi yiiksek olan OH' radikali olusturma potansiyeline

sahiptir. Mitokondride yasla beraber istikrarli bir sekilde O, ve H,O; iiretim hiz1 da artar
[4].

Oksidatif stres altindaki biomolekiiller okside olarak fonksiyonel dejenerasyona
ugrarlar [8]. Lipidler, karbonhidratlar, proteinler gibi DNA da ROT’e maruz kalir.
Oksijen radikallerinin olusumundaki artig, antioksidan enzim diizeylerinde veya DNA
onarim mekanizmalarinda bozukluk olmasi durumunda oksidatif DNA hasarinin

artmast kaginilmaz olur [9]. Oksidatif hasara bagh olarak DNA da tek ve ¢ift dal
1



kiriklari, abazik alanlar, proetin-DNA capraz baglanmalar1 ve oksidatif baz hasar1 gibi
lezyonlar meydana gelir [8]. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter
kazanmakta ve anti DNA antikorlar1 olusmaktadir [10]. Son yillarda yapilan
arastrmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz hasarlar
analizlenmistir. Cu”" iyonlari DNA’da G-C’den zengin bélgelerde yiiksek oranda
bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz “Guanin” dir. Bu nedenle en
yaygin olarak 6l¢iilen baz hasar1 “SOHdG”dir. 8OHdG oksidatift DNA baz hasarinin bir
“biomarker”1 olarak kabul edilmektedir [11].

Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu reaktif oksijen ve azot tiirlerini, etkin
bir sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iirtinlere doniistiiriirler.
Bu zarali bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar1 hayatin vazgecilmez
bir parcast haline getirmektedir [12].

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan {iretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alimabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararl serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar; vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler,
karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli
kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu
gosterilmistir [13].

M.O. 3000 yillarinda kullanilmaya baslanan sifali bitkiler, 1900’li yillarda
modern tibbin gelismesiyle popiilaritesini kaybetmeye basladi. Yerini biiyiikk 6lciide
kimyasal ilaglara birakt1 ve alternatif bir tip dali olarak anilmaya basladi. Yillar gectikce
kimyasal ila¢larin yan etkilerinin ortaya ¢ikmastyla ve modern tip ilaglarmin hala bir¢cok
hastalikta tam bir basar1 saglayamamasi nedeniyle bitkisel ilaglara doniis basladi [14].

Anadoluda 6zellikle Malatya ve cevresinde bol miktarda yetistirilen bir meyve
olan kirazin ekonomik yararliligini ve {iriin ¢esitliligini arttrmanin yollarindan biri de,
kiraz yan {rlinlerini daha verimli olarak degerlendirmektir. Bu bakimdan kiraz
yapraginin c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal 0Ozelliklerinin arastiriimasi
amaciyla yapilacak c¢alismalar bolgemizin kalkinmasina katki saglayacaktir. Bu
calismayla, kiraz yapraginin farkl ekstraktlarindan elde edilen antioksidanlarin radikal
siiptirme aktivitesinin incelenmesine ve bunlarin oksidatif DNA hasar1 tizerine koruyucu

etkilerinin belirlenmesine ¢alisiimistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE UYGULAMALAR
2.1. Kiraz ve Kiraz Yaprag

Kiraz (Prunus avium L.) Rosaceae familyasindan bir meyve olup anavatani
Hazar Denizi ile Karadeniz arasindaki bolgedir. Diinya tizerinde yaklasik olarak 1500
kiraz cesidi yetistirilmektedir Nisan-mayis aylarinda, demet halinde pembemsi beyaz
renkli ¢igekler agan, kirmizi, etli ve sulu meyveleri olan bir agagtir. Meyveler, dallarda
iki veya ticli bir arada demetler halinde bulunur ve iyice kizarip olgunlasinca toplanir.
Diinyada genis bir yayilim alanma sahip kiraz iiretiminde, Tiirkiye on siralarda yer
almaktadir. Cogu meyve tiirlerinde oldugu gibi, kirazin da kiiltiiriiniin yapildig1 en eski
yer Anadolu’ dur.

Kiraz yapragi iizerine bilimsel calismalar yok denecek kadar azdir. Kiraz
yapraklar1 almagh (spiral) bir diziliste, eliptik, oblong veya ovate seklinde, u¢ kismi1 dar
ve sivri, kenarlar1 ¢ift testere dislidir [115]. Kiraz yapragi Anadolu’ da ozelliklede
Malatya’ da fazlaca tiiketilen bir Uriindiir. Yapraklar ¢iktiktan iki hafta sonra sarma

yapilarak yenir. Kiraz Yapragi Sarmasi Malatya mutfaginin vazgegilmez geleneksel

yemeklerinden biridir.

Sekil 2.1. Kiraz yapragi ve meyvesinden bir goriiniim



2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron tasiyan ve genellikle
cok reaktif olan kimyasal maddelerdir. Bir atom veya molekiil bir orbital iizerinde bir
veya daha fazla eslenmemis elektron tasiyorsa radikal olarak tanimlanir. Normalde
kimyasal olarak baglanmis iki veya daha fazla elektron iceren molekiillerin elektron
diizeni, stabilitelerini belirler. Eger elektronun esi yoksa molekiil son derece reaktif
davranir ve stabil konuma ge¢mek i¢in bir elektronla ¢ift olusturma egilimi gosterir
[19]. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ise kimyasal olarak reaktif, bir veya daha fazla
oksijen atomu i¢ceren molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri serbest
radikalleri ve biyolojik molekiilleri okside edebilen radikal olmayan reaktif bilesikleri
kapsar. Bu nedenle reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda oksidanlar veya prooksidanlar
olarak da ifade edilmektedir [18]. Giiniimiizde yapilan arastirmalar alzheimer,
parkinson, hungtington gibi ndrodejeneratif hastaliklar basta olmak {zere,
arterosikleroz, diyabet, romatoid arterit, yaslanmaya bagli bazi hastaliklar otoimmiin
hastaliklar ve cesitli kanser tiirleri gibi birgok onemli hastaligin olusumunda serbest

radikallerin biiyiik bir rolii oldugunu gostermektedir [16,17].

2.2.1. Serbest Radikal Olusumunu Artiran Faktorler

Serbest radikaller endojen veya eksojen kaynakli olabilir.
Eksojen Kaynaklar:
Radyasyon Alkol ve uyusturucular Cevresel ajanlar: (ksenobiyotikler, hava kirliligi
yapan fotokimyasal maddeler, pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezik maddeler,
aromatik hidrokarbonlar gibi). [4]
Endojen Kaynaklar:
1. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Coziinebilir 6zelligi olan ve notral sivi
ortaminda oksido-rediiksiyon reaksiyonlarma girebilen kii¢iik molekiiller serbest radikal
olusturabilirler. ~ Ornegin; tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
flavoproteinler, tetrahidropridinler ve antibiyotikler.
2. Enzimler ve Proteinler: Bazi1 enzim ve proteinler de katalitik dongiileri sirasinda
serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup,

normalde Nikotinamid Adenin Diniikleotit (NAD) bagimli dehidrogenaz olarak etki
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eder ve herhangi bir radikal olusumuna neden olmaz. Fakat, invivo olarak olusturulan
iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniisiimiine ve siiperoksit
radikalinin olusumuna neden olur

3. Mitokondrial elektron transportu.

5. Peroksizomlar

7. Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon gibi.

8. Gegis metal iyonlar1: Ozellikle demir ve bakir radikal olustururlar [21, 22].
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Sekil 2.2. Oksidatif hasar1 artiran ¢evresel faktorler [20].

2.2.2. Siiperoksid Radikali (O;")

Stiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin bir elektron kabul etmesi ile olusur.
Oksijen toksisitesinin temel nedenidir. Diger radikallerin olusmasi siiperoksit
radikalinin birikmesine baghdir. Siiperoksit radikali en kolay ve en cok olusan
radikaldir ama aktivitesi diisiiktiir [23]. Ancak diger radikallerin olusmasina yol agmasi

bakimindan 6nemlidir. Siiperoksid olusumu 6zellikle mitokondri i¢ zarindaki solunum



zincirinde elektronca zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana gelir. Siiperoksid
radikali ksantin oksidaz ve bir grup flovoenzimler tarafindan olusturulmaktadir [24].

2.2.3. Hidrojen Peroksit H,O,

Hidrojen peroksit radikali oksijen molekiiliine iki adet elektron eklenmesi ile
olusur. Siiperoksit radikali sulu ortamlarda dismutasyona ugrayarak hidrojen peroksit
radikalini olusturur [25]. H,O, bir serbest radikal degildir, fakat biolojik membranlara
kolaylikla girebilmesinden dolay1 olduk¢a 6nemlidir. H,O, gecis metallerinin varliginda
en dnemli serbest oksijen radikali (ROS) (ROS reactive oxygen species; reaktif oksijen
tiirleri kisaltmasi) olan OH" radikalinin olusumunu saglar. [24].

2.2.4. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali oksijen molekiiliine li¢ elektron eklenmesi ile olusur. (OH")
biyolojik sistemlere diger ROT' lardan daha fazla hasar veren, biyomolekiillerle
reaksiyona girebilen gii¢lii bir radikaldir [24]. OH" radikali canli hiicrelerde bulunan
biitlin molekiillerle reaksiyona girebilmektedir [26]. Lipit peroksidasyonunu baslatabilir,
DNA iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve hemen her organik molekiilii, ayrim

yapmadan okside edebilir [27].

2.2.5. Singlet Oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarmi degistirerek
ayn1 veya farkl orbitale yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen
denir. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida

biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicrede zararl etkilere sebep olur [30].

2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar
sOyle siralanabilir:
a) DNA' nin tahrip olmasi,
b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikima,
c¢) Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
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d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
e) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,

h) Proteinlerin tahrip olmas1 ve protein “turnover” nin artmasi

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir [31].

2.3.1. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Hiicre membranlarindaki kolesterol ve doymamis yag asitleri serbest radikaller
ile kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatir. Lipid peroksidasyonu,
membranda bulunan (fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda yer alan)
poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijenradikallleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi c¢esitli iirlinlere yikilmasi
reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasar1 yayarlar. Lipid peroksidasyonu,
biyolojik zarlarin 6zelliklerinde ciddi hiicre hasarlarina yol acan degisiklikler yaparak
hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynarlar [4,25]. Lipit peroksidasyonu ile meydana

gelen membran hasari geri doniisiimstizdiir [32].

2.3.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller aminoasitler ile reaksiyona girerek siilfidril gruplarinin
kaybina ve karboksil gruplarinin olusumuna yol acarlar. Bu durum, protein yapisindaki
enzimlerin spesifik aktivitesini ortadan kaldirir [4]. En ¢ok etkilenen aminoasitler siilfiir
icerenlerdir [24]. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda
olusan degisiklikler fonksiyonlarini etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna
sahip membran proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin modifikasyonuna duyarl
olduklar1 icin protein oksidasyonu ile Onemli hiicresel ve membran fonksiyonlar
bozulmaktadir. Protein yapisindaki hasarin gosterilmesi icin, protein karbonillerinin

belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir gostergedir [4].



2.3.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Stabil bir molekiil olan DNA’ da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi
oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde
10° kez oksidatif hasara maruz kaldig1 one siiriilmiistiir [10]. DNA hasar1 ve onarimi
arasindaki denge nedeniyle, c¢ok diisiik diizeylerde hasar, saglikli bireylerde de
saptanmaktadir [33]. ROT olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki
azalma ve DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin
artmasima yol agmaktadir [34, 35]. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’ da, tek ve c¢ift dal
kiriklari, abazik alanlar, baz modifikasyonlari, seker hasar1 veya DNA ile protein
arasinda ¢apraz baglanma meydana gelmektedir [34,35]. Bu lezyonlardan bazilar1
fizyolojik kosullarda da olusabilmektedir. Ornegin piirin kaybi ile apiirinik alanlarin

olusmasi insan genomunda giin i¢inde 10* kez meydana gelebilmektedir [10].

2.3.4. Reaktif Oksijen Tiirlerin Bagisikhk Sistem Uzerindeki Etkileri

ROT’ e maruz kaldig1 taktirde, bagisiklik sistemdeki hiicrelerde, hiicreler
arasindaki iletisimi yapan bazi reseptdrlerin kayip oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla,
serbest radikallerin hem hiicre igerisindeki iletisimi, hem de diger hiicrelerle baglantilar1
olumsuz sekilde etkiledigi bildirilmistir. T-Hiicre tepkilerde gecikme, antikor
iiretiminde azalma ve infeksiyonlara karsi direncin diigmesi gibi etkiler gézlenmistir.

[36].

2.3.5. Reaktif Oksijen Tiirlerine Karsi Koruma Mekanizmalari

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baglamiglardir. Bununla es zamanli olarak, serbest radikallerin zararh
etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca
antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 yaratilmistir. Serbest
radikallerin ve antioksidanlarm diizeyleri arasindaki hassas denge korunmadigi takdirde
hiicre hasarma kadar giden bircok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir [37]. Insan
organizmasinin sistemlerinde antioksidan kapasite ile oksijen tiikketimi ve radikal tiretim
miktar1 degerleri eslesmektedir. Yiksek oksijen tiiketimine sahip, karaciger, beyin,

bobrekler yiiksek antioksidan enzim aktivitesine sahiptir. Iskelet kaslar1 da yiiksek
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oksijen tliketimleri nedeniyle olduk¢a yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir.
Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir. Vitamin C, E, A, B-karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin,
NADPH, adenozin, koenzim Q, iirat, ubikinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler,
sistein, homosistein, taurin, metionin, resveratrol, nitroksidler, GSH, glutatyon
peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sintaz, hem

oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz bu gruba girer [38].

2.4. Antioksidatif Sistemler

Antioksidan oksidasyonu inhibe eden her hangi bir madde olarak
tanimlanmaktadir. Antioksidan madde, serbest radikal olan hedef molekiilden bir
elektron alarak veya vererek onu nétrolize etmektedir. Dolayisiyla serbest radikal
zincirleme reaksiyonlarmi durdurmaktadir. Kendisi her durumda stabil oldugundan
dolayi, serbest radikal’e doniismemektedir ve boylelikle etrafindaki serbest radikalarin
stipiiriilmesi ve yok edilmesinden sorumludur [39].

Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar aracilifiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarmin
engellenmesi,

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi [37].

2.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve diet (eksojen) kaynakl
antioksidanlar olmak {izere baglica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin
meydana geligini 6nleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye

ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. [40].



2.4.2. Dogal Antioksidanlar

2.4.2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan bir veya daha fazla hidroksil
grubu tasiyan aromatik halkaya sahip olan ikincil metabolitlerdir [53]. Giiniimiizde
bitkilerde 8000°den fazla fenolik bilesigin yaygin olarak bulundugu bilinmektedir [54].
Polifenollerin yapilar1 ¢ok basitten ¢ok karmasiga degisebilmektedir. Ornegin fenolik
asit basit bir yapiya sahipken, tanin kompleks yapiya sahip olan bir polimerdir.
Polifenollerin sahip olduklar1 bu c¢esitlilik aromatik halkalarm yapisal farkliliklarina,
OH gruplarinin sayisina, ¢esitli karbonhidratlar ve organik asitlerle yapmis olduklar1
baglardan kaynaklanmaktadir [55]. Fenolik bilesiklerin, yakin zamana kadar protein,
karbonhidrat ve enzimler gibi makromolekiilleri baglayarak sindirimi olumsuz sekilde
etkiledigi bilinmektedir.

Ancak, son zamanda fenolik bilesiklerin antioksidan kimligi, serbest radikal
stipiiriicii 6zelligi ve buna iliskin saglik yararlar1 giindeme gelmistir ve sindirimi
olumsuz etkiledigi faraziyesini goélgede birakmustir [58]. Fenolik bilesiklerin
antioksidan Ozelliklerinin, icerdikleri OH gruplarindan kaynaklandig: bildirilmektedir.
Fenolik bilesiklerin indirgeyici, hidrojen iyonu veren antioksidan ve tekli O, emme
ozellikleri oldugu saptanmistir [59]. Ayrica, flavonoid gibi bazi fenollerin; serbest
radikal emme kapasitesi, vasodilator, anti-kanserojen, antiinflamatuvar, antibakteriyel,
anti-alerjik, anti-viral (HIV, herpes-simplex, influenza viriis, rhinoviris’a karsi),
estrojenik, fosfolipaz A2, siklo-oksijenaz, lipo-oksijenaz inhibitorii gibi degisik

etkinliklere sahip oldugu kanitlanmistir [55,58].

2.4.2.2. Fenolik Bilesiklerin Kimyasi

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi ile kimyasal yapilar1 arasinda 6nemli
bir iliski vardir. Polifenollerin serbest radikalleri uzaklastiric1 etkileri, B halkasindaki
orto 4-C pozisyonunda OH gruplarmin varligi, C-halkasindaki 4- oxo ile birlikte C2-C3
arasinda ¢ift bagm olmasi, A ve C halkalarmdaki 3-OH ve 5-OH veya 4’-OH ve 3 -OH

gruplarmin varhigindan kaynaklandigi gézlenmistir.
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Cizelge 2.1. Flavonoid smiflarmma ait bilesikler, siibstitlisyon konumlar1 ve besin

kaynaklar1 [59].
SINIFI ADI SUBSTITUSYON | BESIN
KONUMLARI KAYNAKLARI
Flavanol (+)-Katesin 3,5,7,3°,4-OH Cay
(-)-Epikatesin 3,5,7,3°,4’-OH Cay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4°,5°-OH, | Cay
gallat 3-gallat
Flavon Krisin 5,7-OH Meyve kabugu
Apigenin 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz
Luteolin 5,7,3°,4’-OH Kirmizi biber
Flavonol Kamferol 3,5,7,4’-OH Pirasa, brokoli,
Kuersetin 3,5,7,3’,4’-OH hindiba,
Mirisetin 3,5,7,3°,4,5°-OH | greyfurt, siyah cay
Rutin 5,7,3°,4’-OH, Sogan, marul, brokoli,
3-rutinoz , cay,
k.sarap, mor
meyveler,
zeytinyagi, elma
kabugu
Yabanmersini, {iziim,
k. sarap
, kara bugday,
domates kabugu,
turuncgiller
Flavanon Naringin 5,4’-OH, Turunggiller, greyfurt
Naringenin 7-ramnoglukoz Turunggiller
Taksifolin 5,7,4’-OH Turuncggiller
Hesperidin 3,5,7,3°,4’-OH Portakal
Eriodiktol 3,5,3’-OH,4’- Limon
OMe,7-rutinoz
5,7,3°,4’-OH
Izoflavon Genistin 5,4’-OH,7-glukoz | Soya fasulyesi
Genistein 5,7,4’-OH Soya fasulyesi
Daidzin 4’-OH, 7-glukoz Soya fasulyesi
Daidzein 7,4’-OH Soya fasulyesi
Antosiyanidin Apigenidin 5,7,4’-OH Renkli meyveler
Siyanidin 3,5,7,4’-OH,3, Kiraz, ahududu, ¢ilek
5-OMe
Flavanol (+)-Katesin 3,5,7,3°,4’-OH Cay
(-)-Epikatesin 3,5,7,3°,4’-OH Cay
Epigallokatesin 3,5,7,3°,4°,5’-OH,3- | Cay
gallat gallat
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Flavon Krisin 5,7-OH Meyve kabugu
Apigenin 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz
Luteolin 5,7,3°,4’-OH Kirmizi biber
Flavonol Kamferol 3,5,7,4’-OH Pirasa, brokoli,
Kuersetin 3,5,7,3°,4’-OH hindiba,
Mirisetin 3,5,7,3°,4°,5°-OH greyfurt, siyah cay
Rutin 5,7,3°,4’-OH, 3- | Sogan, marul,brokoli,
rutinoz , cay,
k.sarap, mor
meyveler,
zeytinyagi, elma
kabugu
Flavanon Naringin 5,4’-OH, 7- | Turunggiller, greyfurt
Naringenin ramnoglukoz Turunggiller
Taksifolin 5,7,4’-OH Turuncggiller
Hesperidin 3,5,7,3°,4’-OH Portakal
Eriodiktol 3,5,3’-OH,4’- Limon
OMe,7-rutinoz
5,7,3’,4’-OH
Izoflavon Genistin 5,4’-OH,7-glukoz Soya fasulyesi
Genistein 5,7,4’-OH Soya fasulyesi
Daidzin 4’-OH, 7-glukoz Soya fasulyesi
Daidzein 7,4’-OH Soya fasulyesi
Antosiyanidin Apigenidin 5,7,4’-OH Renkli meyveler
Siyanidin 3,5,7,4’-OH,3,5- Kiraz, ahududu, ¢ilek
OMe
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2.4.2.3. Fenolik Bilesiklerin Hastahklar Uzerine Olumlu Etkisi

Bir ¢ok calisma, cay, taze sebze ve meyve tiiketiminin bazi kanser tiirlerini ve
kardiyovaskiiler hastalik (KVH), katarakt, beyin ve bagisiklik disfonksiyonu gibi yasa
bagli dejeneratif hastalik riskini azalttigina isaret etmektedir [60,19,61,62].
Epidemiyolojik hastaliklarin bazisi, viicutta iiretilen serbest radikallarin DNA ve
dokulara verdigi hasarlardan kaynaklanmaktadir [63,64]. Meyve ve sebzelerde bulunan
bazi vitaminler, mineraller, diyet posalar, polifenoller ve flavonoidler gibi bir¢ok
fitokimyasallar, bu hastaliklara kars1 koruyucu rol oynayan 6gelerdir [60].

Hayvansal calismalarda, diyette polifenollerin eklenmesi ile agiz, mide,
duodenum, kolon, karaciger, akciger gibi farkli organlarda olusan tiimor hiicrelerinde
azalma kaydedilmistir. Kolon, prostat, meme ve pankreas kanserine neden olan
heterosiklik aromatik aminler (HAA), et pisirme sirasinda yanmis kisimda
bulunmaktadir ve sitokrom P450 enzim (IA2) sistem yardimiyla aktifleserek
prokanserojen maddeler iiretmektedir [66]. Sebzeler, yesil ve siyah cayda (teaflavin,
tearubigin) bulunan polifenoller, sitokrom P450 enzimin gen ekspresyonunu olumsuz
sekilde etkileyerek prokarsinojenlerin olusumunu engellemektedir ve faz Il enzimleri
tetikleyerek karsinojen maddelerin viicuttan atilmasini saglamaktadir. Bu mekanizma
ayni zamanda, toksik ksenobiyotiklerine karsi da viicuda bagisiklik kazandirmaktadir
[65,67].

Son zamanlarda alzheimer ve parkinson gibi yas ile ilintili fonksiyonel bozuklugu olan
hastaliklar ¢ok sik olarak rastlanmaktadir. 65 yas iizeri kisiler arasinda % 15 alzheimer
ve % 1 parkinson vakalarin goriilmesi miimkiindiir [67]. Bu tiir hastaliklar, beyin
dokularinin oksidatif strese maruz kalmasindan dolayr meydana gelmektedir ve

polifenol gibi antioksidanlarin varligi beyin hiicrelerini bu durumdan korumaktadir [32].
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2.4.2.4. Fenolik Bilesiklerin Riskleri

Fenolik bilesiklerin hastaliklara karsi olumlu etkilerinin yanisira, fazla miktarda
tilketimlerinin ise c¢esitli zararlar1 oldugu ve saglik lizerinde bazi riskler tasidigi
belirtilmistir. Hayvansal g¢alismalarda tanin igeren besinin diyette yiiksek oranda
bulunmasi, akut toksisiteye neden olurken insanlarda boyle bir duruma
rastlanamamistir. Fenolik bilesiklerin riskleri arasinda, flavonoidlerin tiroid peroksidaz
aktivitesini diistirerek tiroid hormon fonksiyonlarini etkiledigi ve guatr olusumuna
neden oldugu bildirilmistir. Ayrica polifenoller, Fe’" iyonu ile selat olusturdugundan,
bagirsaktaki non-heme Fe emilimini etkilemekte ve bireylerde anemi olusturmaktadir.
Bu nedenle cay, kahve, sarap gibi yiiksek polifenol iceren sivilarin, besin ile
tiiketilmemesi tavsiye edilmektedir [58]. Fazla polifenollerin tiiketimi, homosistinemi

artisina neden olmakta ve kardiyovaskiiler risk tasimaktadir [68].

2.4.2.5. Diyetle Fenolik Bilesiklerin Alimi

Fenolik bilesikler bitkilerde yaygm olarak bulundugundan yeterli miktarda
sebze-meyve tiikketen bireylerin polifenol tiikketimi 1 g/glin olarak tahmin edilmektedir
[69]. ABD’de yapilan bir calismada fenolik bilesik tiikketiminin % 16’smin
flavonollerden, % 17’sinin antosiyaninden, % 20’sinin katesin ve % 45’inin
‘biflavonlerden’ kaynaklandigi belirtilmistir. Sebze ve meyvede bulunan en yaygin

flavonoid grubun ise tahminen alinimi, 100 mg/giin olarak bildirilmistir [70].

2.4.2.6. Fenolik Bilesiklerin Emilimi

Besinlerde fenolik bilesikler glikosidler, esterler veya glikosid polimer olarak
bulunmaktadir. Hidrofilik olan glikosidler ince bagirsakta emilemezler, kalin bagirsakta
bulunan mikroorganizmalarin yardimiyla farkli 6gelere parcalanir, kismen emilir ve
enterohepatik dolagima girerler (70). Kalin bagirsakta, fenolik bilesikleri pargalamaktan
sorumlu iki bakteri Eurobakterium ramulus ve Enterococcus casseliflavus tespit
edilmistir. Caligmalarda, polifenollerden en yaygin olan flavonoidlerin mikrobiyel
hidrolizi incelenmistir. Polifenollerin tiilketimden sonra plazma konsatrasyonlari, idrar
ve safra ile atimi, polifenollerin dogasma ve besin kaynaklarma gore biiylik 6lciide

degiskenlik gostermektedir [72,75]. Fenolik asitler (6rnegin elma suyunda bulunan

14



ferulik asit) tek olarak kolayca emilir. Ancak tahillarla alindig1 zaman, emilmelerinin
zorlastig1 gosterilmistir. Flavonoid glukosidleri, ince bagirsakta sodyuma bagl glukoz

tastyic1 (SGLT1) araciligiyla direkt olarak emilmektedir.

2.4.2.7.Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar etkilerini 6 degisik mekanizma ile gosterirler;
1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltabilirler.
2. Katalitik metal iyonlarin1 baglayarak radikal olusumunu onleyebilirler.
3. Anahtar rol oynayan siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen tiirlerini
uzaklastirirlar.
4. Hidroksil, alkoksil, peroksil radikallerini temizleyebilirler. Peroksitleri alkol gibi
nonradikal fiiriinlere doniistiirerek etkilerini gosterebilirler. Ornegin; glutatyon
peroksidaz, peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.
5. Baglamis olan oksidan donem zincirini kirarlar. Zincir olusumuna neden olan serbest
radikallerle reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen
iyonusalinimini 6nleyebilirler.
6. Membran lipitlerine etkileyerek peroksit olusturabilen tekil oksijeni baskilayabilir ya
da temizleyebilirler [74].Antioksidanlar dort farkli sekilde etki ederler .
1- Toplayict etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1
tutma veya cok daha zayif bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir.
2. Bastiric1 etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki
denir. A vitamini ve flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.
3- Onarict etki (repair etki)
4- Zincir kirict etki (Chain breaking etki) : Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarmi engelleyici etkiye zincir kirici etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler.
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2.5.1. DNA Yap1 ve Fonksiyonu

Insan somatik hiicrelerinde tiim genom iki kopya olarak bulunmaktadir. Genomu
olusturan ¢ift sarmal bicimindeki DNA, yaklasik 3 milyar baz cifti igerir. insan DNA s1
23 ¢ift ( 46 tane) kromozoma bdliinmiis sekilde bulunur. Bunlardan islevsel proteinleri
kodlayan gen sayis1 yaklasik 20-30 bindir. Bu genler embriyogenez, biiyiime gelisme,
ireme ve cesitli metabolik islevleri denetlerler. Genomdaki islevsel gen sayisi, tim
genomun yaklasik %10 u kadardwr. Digerleri genomda c¢ok sayida benzer kopyalar
(yineleyen diziler) seklinde dagilmistir. Bu diziler binlerce, bazen milyonlarca kopya
olusturabilir. Bunlarin islevleri heniliz tam olarak anlasilamamistir. Bazilar1 genlerin
ekspresyonunda ve kromozomlarin yapilanmasi ve islevlerinde rol oynayabilir [76,77].

DNA, polimerik bir niikleik asit (NA) makromolekiiliidiir (poliniikleotid). Baz,
fosfat ve sekerden olusan bilesimler niikleotid olarak bilinir. DNA makromolekiiliiniin
temel taslari; seker (deoksiriboz), dort farkli baz (adenin, guanin, timin, sitozin) ve
fosfat grubundan olusur (Sekil 2.3). Niikleotidler 5 ' ve 3 ' fosfodiester baglar1 ile
birleserek poliniikleotid makromolekiillerini olustururlar. insandaki genetik bilgi, DNA
molekiiliindeki dort fakli bazin swralanisi ile kodlanmistir. DNA’nin yapisi, genetik
bilginin ana hiicreden yavru hiicreye aktarilmasini ve proteinlerdeki aminoasitlerin nasil
dizilecegini belirler. Cift sarmal bicimindeki DNA zincirinde birbirine zit yonde
ilerleyen iki poliniikleotid zinciri vardir. Bu zincirlerde adenin (A), timin (T), ile,
guanin (G) ise sitozin (C) ile karsilikli gelecek sekilde siralanir ve bu zincirlerden
birindeki baz siralanist bilinirse 6teki zincir de okunabilir. Hiicre boliinmesi sirasinda
iki zincir birbirinden ayrilir ve yavru hiicreye gecen her zincir ortamdaki niikleotidleri
kullanarak kendi esini tamamlar. Mitoz bdliinmede yavru hiicre ile ana-baba hiicrenin
kromozom sayis1 esittir. Mayoz bdliinmede ise atasal kromozomun yarisina sahip yavru
hiicreler olusturulur, boylece her DNA kopyasindan bir tane konmus olur. Diploid

organizmalarda bilgi azalmas1 olmamaktadir [77,78].
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Sekil 2.3. DNA’ nin yapis1

2.5.1.1. Oksidatif DNA Hasar ve Klinik Onemi

Stabil bir molekiil olan DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi
oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde
10° kez oksidatif hasara maruz kaldig1 6ne siiriilmiistiir [10]. DNA hasar1 ve onarimi
arasindaki denge nedeniyle, c¢ok diisiik diizeylerde hasar, saglikli bireylerde de
saptanmaktadir. ROT olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve
DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarmin artmasina yol
acmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik
alanlar, baz modifikasyonlari, seker hasar1 veya DNA ile protein arasinda c¢apraz
baglanma olabilmektedir [11,35]. Bu lezyonlardan bazilar1 fizyolojik kosullarda da
olusabilmektedir. Ornegin piirin kaybr ile apiirinik alanlarmn olusmasi insan genomunda
giin icinde 10° kez meydana gelebilmektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA

antijenik karakter kazanmakta ve anti DNA antikorlar1 olugsmaktadir [32].
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2.5.1.2. DNA’ da Oksidatif Hasar Mekanizmalari

DNA’da oksidatif hasarin olusumu iki hipotez ile agiklanmistir [79]. “Fenton
Kimyas1” hipotezinde OH radikalleri DNA’ya saldwrarak hasar olusturur. OH
radikalinin DNA iizerinde etkili olabilmesi i¢cin DNA’da veya ¢ok yakiminda olusmasi
gerekmektedir. Reaktivitesi ¢cok yliksek olan OH radikalinin hiicre i¢inde diffiize olarak
niikleusa gecme olasiliklar1 azdir. Olasi mekanizma membrani kolayca gegebilen H,O,
’in nukleusta Fe-Cu iyonlar ile reaksiyonlasarak (Fenton ve Haber Weis reaksiyonlari)

hidroksil radikallerini olusturmasidir.

H,0, +Fe”* —— OH +OH +Fe’"......(1)

H,0,+ Cu'"— OH +OH + Cu*"......(2)
H.0,+Fe®® —» HO,+H +Fe* .. ...... (3)

H,0, +Fe** ——» OH +OH +Fe’"....... 4)

(1, 2, 3 ve 4 numarali reaksiyonlar Fenton reaksiyonlaridir)
0,y +H,0, ——» O, +H,O0+0OH ....... (5)

(5 numarali reaksiyon Haeber Weis raksiyonudur) [80].

DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplar1 igerdiginden, c¢esitli katyonlar1

2+/3+ 1+/2.

baglama yetenegine sahip biiylik bir anyondur. Fe ve Cu '~ iyonlar1 negatif yiikli
DNA’ya siirekli bagli bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre icinde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif transisyon metal iyonlarmin baglanmalart DNA molekiiliinii H>O’in
hedefi haline getirmektedir [10]. DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile H,O,’in DNA
iizerinde reaksiyonlagsmasindan olusan OH radikalleri, OH radikal temizleyicileri
tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, OH radikal temizleyicilerinin olusturdugu
radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir [81]. Doku kiiltiir ortammin Fe’* ve Cu®’
iyon konsantrasyonunun arttirilmasi ile oksidatif DNA baz hasarinin arttigi ve H,O; ’e
maruz brrakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir selatorlerinin kulanimmin DNA’daki
oksidatif hasar1 Onledigi gosterilmistir. OH radikali dort DNA bazina da saldiri

yapabilirken singlet oksijen (O,) ¢ok daha se¢icidir. (O;) dal kirigindan daha ¢ok,
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guanin tiirevi Uriinler olan 8-hidroksi-guanin olusturmaktadir [82]. Hiicrede DNA ile
birlikte bulunan Cu* iyonlarinin bazi fenollerle reaksiyonlagmasi ile ROM olusmakta
ve sonucta baz modifikasyonlari, dal kiriklar1 ve DNA bazfenol katilma firtinleri gibi
cesitli DNA lezyonlar1 meydana gelmektedir [83]. Oksidasyona ugrayan lipidler de,
serbest radikal olusturarak hiicresel makromolekiillere hasar verebilmektedir.
Membranm integral veya periferal proteinlerine ve DNA’ya ¢ok yakin mesafede
bulunan lipidlerden olusan lipid alkoksil (LO") ve lipid peroksil (LOO") radikalleri,
hiicrenin kritik 6nem tasiyan molekiillerine, OH radikalinden daha etkin olarak hasar
yapabilmektedir. Ayrica lipid radikalleri de (O,") gibi OH radikallerinden daha 6zgiin

davranir ve tercihen guanin bazina etki eder [84].

2.5.1.3. DNA" da Oksidatif Hasar Ile Olusan Bazi Lezyonlar

DNA’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklaridir. Dal kiriklar1t DNA
onarmmi sirasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA
hasarin1 gostermemektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi dogru okunarak
“hasarli dal onarici enzimlerle” onarilabildiginden ¢ift dal kiriklar1 daha 6nemlidir (86).
OH radikali piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar meydana getirmektedir.
Glinlimiizde 100 kadar oksidatif DNA baz hasar1 tanimlanmistir (85). DNA’nin
replikasyonu veya onarimi swrasinda da bazlar oksidasyona ugramaktadirlar. Bazi
oksidatif DNA modifikasyonlar1 somatik mutasyona yol acarak hiicrenin
fonksiyonlarmi bozmaktadir [10].

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes
karbon atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir. Seker
radikalleri bir¢cok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4’
merkezli radikaller parcalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve
degisiklige ugramis seker serbest kalir. Klor merkezli radikallerin oksidasyonu ile seker
laktonu olusumu ve saglam bazin salinimi gergeklesir. Oksijen yoklugunda, baz
radikalleri kendilerine komsu olan seker grubundan H atomu alarak seker radikallerini
olustururlar ve sonugta zincir kirilmalarina neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon
merkezli seker radikaline molekiiler oksijenin eklenmesi sonucu peroksil radikalleri
olugsmaktadir. Seker peroksil radikallerinin en karakteristik 6zelligi karbon-karbon

bagimi kirarak alkali bolge olusturmalaridir. C5° merkezli peroksil radikali oksil
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radikaline doniistiiriilerek parcalanma ile DNA zincirinin kirilmasina saglam bazin ve
degismis sekerin serbest kalmasma yol agmaktadir. DNA’daki degisiklige ugramis
seker gruplart DNA zincirinden salmabilir ya da fosfat baglariyla DNA’ya bagh
kalabilir. Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler,
kontrolsiiz baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein ¢apraz baglarini meydana
getirirler. Oksidatif DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar kanserogenezise ve

yaslanmaya yol agmaktadir.

2.5.1.4. 8-OHdG Olusumu

Son yillarda yapilan arastrrmalarda oksidatif DNA hasar gdstergesi olarak
siklikla baz hasarlari analizlenmistir. Cu®" iyonlart DNA’da G-C’den zengin bdlgelerde
yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz “Guanin” dir.
Bu nedenle en yaygin olarak dl¢giilen baz hasar1 “8-OHdG”dir. 8-OHdG oksidatif DNA
baz hasarmin bir “biomarker1 olarak kabul edilmektedir [34, 35, 10].

Hidroksil radikali, DNA’da ve diger molekiillerde hasarlara neden olmaktadir.
Hidroksil radikali piirin bazlar1 ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirasiyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikallerini olusmaktadir [87]. 8-OH-
guanin ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar lriinii oldugundan oksidatif
DNA hasarlarmin 6l¢iilmesinde hasar indeksi olarak ol¢iilmektedir. Cogu zaman 8-

hidroksideoksiguanozin(8-OH-dGua) niikleoziti seklinde ol¢iilmektedir [88].
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tamir yollar1 ile tamir edilmektedir [89].
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edilmektedir.
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tamir mekanizmalarina sahiptir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli DNA

gibi ¢esitli DNA tamir mekanizmalarina
sahiptirler. Ultraviyole 1s18mmin neden oldugu siklobiitan pirimidin dimerleri gibi ¢esitli

DNA hasarlar1 NER mekanizmasi, oksidatif hasarlar ise BER mekanizmasi ile tamir



2.6. Beslenmenin DNA Uzerine Etkisi

Mikrobesinler (micronutrient); genellikle eser elementleri ve vitaminleri kapsar.
Bugiine kadar yapilan bir ¢ok epidemiolojik ¢alisma beslenme ve diyetin kanserle
iligkisini  gostermistir  [21,91,92]. Kanserlerin en azindan %35'inde diyet rol
oynamaktadir [21,94]. Insan diyetinde yaklasik 40 kadar mikrobesin'e gereksinim vardir
ve diyet'le en kuvvetli iliski kurulan kanserler: yetiskinlerde kolon-rektum, prostat ve
meme kanserleridir. Gelismekte olan {lkelerde, o©zellikle c¢ocuklarda goriilen
kanserlerde de, sosyo ekonomik faktorlerin ve beslenmenin kanserin farkli tiplerinin
olusmasindaki roliine dikkat ¢ekilmektedir [92]. Vitaminierden B6, B12, folik asit,
niacin, vitamin A, vitamin C ve vitamin E'nin kanserden korunmada etkili
olabildiklerine dair veriler vardir [21, 94, 96]. Diette 8 mikrobesin eksikliginin, (vitamin
B12, folik asid, vitamin B6, niacin, vitamin C, vitamin E, Zn ve Fe eksikligi ile beraber)
radyasyonun DNA da yaptig1 hasara benzer sekilde, tek veya ¢ift DNA sarmalinda
kirilmalara neden oldugu gosterilmistir [21]. ABD'de popiilasyonun %2 ile %?20's1
tavsiye edilen mikrobesin dozlarinin yarisindan daha azini almakta ve bunlarin
yarisinda ise en az bir mikrobesin eksikligi goriilmektedir.

Eser elementler 6zellikle Zn, Se ve Cu canlilarda bir ¢cok biyosimik olayda rol
oynarlar. Bunlarin en 6nemlileri "hiicre solunumu”, "DNA ve RNA yapimi1", “hiicre
membranin biitlinligi" ve "serbest radikallerin"' giderilmesidir [96]. Boylece Zn, Se ve
Cu, yaglanmadan kansere kadar degisen genis bir spekturumda rol oynayan serbest
radikalleri enzim sistemleriyle tahrip ederler. Oksijen radikallerinin olumsuz etkilerinin
bertaraf edilmesi, hiicre membran biitiinliigiinii saglayarak kanser riskini azaltir ve
yaslanmay1 da yavaslalatabilir [96, 97]. Ote yandan incelenen cesitli yetiskin kanser
tiplerinde, hatta ¢ocukluk kanserlerinde Oncelikle kanda Zn ve Se’ un diisiik oldugu
gosterilmistir. Ileri evrelerde ise Cu genellikle yiikselmektedir [29, 98, 99]. Ayrica
mikrobesinlerin; tiimor gelisimini, tiimorun baslangi¢ fazinda inhibe ettigi, genotoksik
simik ajanlardan ve viriislerden organizmay1 korudugu gosterilmistir [91, 96]. Ozetle
mikrobesinler, belli basl bir kag mekanizmayla kanser olusumunu engellemekte etkili

olabilmektedirler [100].
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2.7. Kaynak Ozeti

Cogu arastrmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp
hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu saptannustir [13]. M.O.
3000 yillarinda kullanilmaya baslanan sifali bitkiler, 1900°li yillarda modern tibbin
gelismesiyle popularitesini kaybetmeye basladi. Yerini biiyiik 6lgiide kimyasal ilaglara
birakti ve alternatif bir tip dali olarak anilmaya basladi. Yillar gegtikge kimyasal
ilaclarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla ve modern tip ilaglarmin hala bir¢ok
hastalikta tam bir basar1 saglayamamasi nedeniyle bitkisel ilaglara doniis bagladi [14].
Kiraz yapragi lizerine bilimsel ¢calismalar yok denecek kadar azdir. Kiraz yapraginda
bulunan antioksidanlarm DNA hasar1 lizerine koruyucu etkisi ile ilgili bilimsel
calismaya uluslararasi bilimsel literatiirde rastlanmamistir. Kiraz yapragi Anadolu’ da
ozelliklede Malatya’ da fazlaca tiiketilen bir {irlindiir. Yapraklar ¢iktiktan iki hafta sonra
sarma yapilarak yenir. Kiraz Yapragi Sarmasi Malatya mutfagmin vazgecilmez
geleneksel yemeklerinden biridir. Iste bu yiizden bizde ¢alismamizi ydremizde fazlaca
tiketilen bu irlin tlizerine yaptik. Bitkiler iizerine daha Once yapilan bilimsel
calismalarda bitklerin meyve ve yapraklarinin antioksidan aktivitelerine bakilmis [117]
ve bunlarmm DNA hasar1 izerine yaptiklar1 koruyucu etkileri gozlemlenmistir.

Ara Kirakosyan vd kiraz {riinlerinin ¢esitli recellerinde bulunan toplam
antosiyanin ve toplam fenolik bilesik miktarina HPLC ile bakmislar ve toplam
antosiyanin; 722 + 87 ug/g, toplam fenolik bilesik miktar1; 2541 + 371 ug/g olarak
bulmuslardir [117].

Mathew ve Abraham, tar¢in bitkisinin kabuk ekstraktinda (2006a) ve yaprak
ekstraktinda (2006b) yaptiklar1 iki ayr1 ¢alisma ile bu bitkinin antioksidan aktivitesi ve
yakalama etkisini, c¢esitli antioksidan maddelerle karsilastirarak (Troloks, BHA ve
askorbik asit) incelemistir. Arastiricilar toplam fenolik madde tayin metodunun (Folin-
Ciocalteu) yanm swra 7 farkli antioksidan aktivitesi yonteminden (DPPH, ABTS,
siiperoksit anyon yakalama, indirgeme potansiyeli, metal selatlama aktivitesi, linoleik
asit emiilsiyon sistemi ve hidroksil radikal yakalama) yararlanmislardir. Calisma
sonunda bitkinin kabuk ekstraktinda %90 radikal yakalama aktivitesi, %88 linoleik asit
oksidasyonu inhibisyonu ve %96 ABTS radikali yakalama aktivitesi bulunmus ve

ayni analizlerin sonuclar1 yaprakta sirastyla %82, %82 ve %92 olarak tespit edilmistir
[101]. Caillet vd. (2006), yaptiklar1 caligmada bir¢cok bitkisel {iriiniin su ve etanolik
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ekstraksiyonunda antioksidan aktivitesini hidroksil radikal yakalama yontemiyle ve
ayrica ¢ozgen sistemlerinin etkinligini incelemis, adagayir ve nanenin ¢ogu ticari
kimyasal gida katkisindan daha ytliksek oranda antioksidan aktivite icerdiklerini ortaya
koymuslardir (%70,4 ve %71,7) [113].

Wang ve Lin (2000), bogiirtlen, ahududu ve c¢ilegin meyvesi ve yapraklarinda
yaptiklar1 ¢calismada, orneklerin antioksidan aktivitelerini, toplam fenolik madde miktar1
icin Folin-Ciocalteu, antioksidan kapasitesi i¢in ORAC yontemlerini kullanarak
belirlemis, meyve ve yaprak kisimlar1 arasindaki aktiviteyi, elde edilen sonuglar
dogrultusunda karsilagtirmistir. Meyvelerinin yiiksek oranda antioksidan aktivitesi
icerigine sahip oldugu bilinen bu bitkilerin yapraklarinda da kayda deger oranda aktivite
oldugunu ortaya konulmustur [52].

Brahma N.ve arkadaglar1 moringa oleifera bitkisinin DNA hasar1 iizerine koruyucu
etkisine bakmislar ve % 20’ ye kadar koruyucu etki gézlemlemislerdir [115].

Sevil Emen ve arkadaslar1 Cyclotrichium niveum bitkisinin etanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesine ve DNA hasar1 lizerine koruyucu etkisine bakmislar; yiiksek
antioksidan aktivite ve %90’ a kadar koruyucu etki gézlemlemislerdir.

Murat Kizil ve Bircan Ceken bazi hypericum ve achillea bitki tiirlerinin etanol
ekstraktlarmin DNA’ y1 serbest radikallerden koruma etkilerini arastirmis; pBluescript
M13+ plazmid DNA’nin H,O, fotolizi sonucu olusan OH radikallerine ile etkilesmesi
Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmis, bitki ekstraktlarmin 100-400 pg/mL
konsantrasyon araliginda DNA’y1 OH radikallerine kars1t koruma etkisine bakilmis,
Hypericum bitki ekstraktlarmin plazmid DNA’y1 hidroksil radikallerinin neden oldugu
kesimine karsi 84-99 % korudugu gozlenmistir. Achillea bitki ekstraklarmin ise DNA
kesimini 67-98 % oraninda onledigi tespit edilmistir [116].

Anadoluda 6zellikle Malatya ve cevresinde bol miktarda yetistirilen bir meyve
olan kirazin ekonomik yararliligini ve {iriin ¢esitliligini arttrmanin yollarindan biri de,
kiraz yan drlinlerini daha verimli olarak degerlendirmektir. Bu bakimdan kiraz
yapraginin c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal 06zelliklerinin arastirilmasi
amaciyla yapilacak c¢alismalar bolgemizin kalkinmasina katki saglayacaktir. Bu
calismayla, kiraz yapragmin farkli ekstraktlarnin antioksidanlarin radikal siipiirme
aktivitesinin incelenmesine ve bunlarin oksidatif DNA hasar1 iizerine koruyucu
etkilerinin belirlenmesine ¢alisiimistir.
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3. ARAC GEREC ve YONTEMLER

3.1. Materyal

Yaptigim ¢alismanin deneysel kisminda kullanilan arag-gere¢ ve kimyasallar asagida

verilmistir.

3.1.1. Arag Geregler

Deneylerde, Memmert (WBU 45) sitic;, ika (RV 05 Basic 1B) Rotari
Evaporator, Heraeus (Fuktion Line) etiiv, Shimadzu (AX 200) 0,0001 duyarhlikta
terazi, Hana (HI 190M) magnetik karistirici, Hana (pH 211) pH metre, Memmert
(WB14) calkalamali su banyosu, Shimadzu (UV-1601) Spektrofotometre, Heidolph
(Reax Top) vorteks, santrifiij cihazi (Minstral 1000), Hettich (Universal 32R) santrifiij,
Brand (transferpette) otomatik pipetler, teknik (B8) distile su iiretme cihazi, 3 ml-
disposable kiivet (Pharmacia LKB Novaspec II), Whatman filtre kagidi, parafilm,
eppendorf tube (Biorad), Jel goriintiileme sistemi (Bio Rad Gel Doc XR), elektroforez
cthazi (Biorad) Otoklav cihazi1 (Hiyarama), bilender (Argelik) kullanildi.

3.1.2. Kimyasallar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler; pBR322 supercoiled plasmid
DNA(Vivantis), Agarose (Vivantis), Ethidium bromide (Vivantis), Tris-Borat-EDTA
Jel tamponu (Vivantis), Bromophenol blue (Vivantis), EDTA (Vivantis), -Mercapto
ethanol (Merck), MnCl, (Merck), BHT (Safc), Ferrozine (Fluka), Iron chloride
tetrahydrate (Merck), Sodyum thiosulfate (Merck), Amonyum molibdat tetrahydrate
(Sigma), Sulfuric acide (Merck), 2-Deoxy-D-Ribose (Alfa Aesar), Aluminum cloride
hexahydrate (Sigma Aldrich), Sodium nitrite (Sigma Aldrich), Sodium carbonate
decahydrate (Sigma Aldrich), trolox (Sigma Aldrich ), a-tokopherol (Sigma Aldrich),
Ethanol (Sigma Aldrich ) Methanol (Sigma Aldrich), Etilasetat (Sigma Aldrich ),
DPPH (2,2-Diphenyl-1-pirlhydrazyl) (Sigma), Tween 20 (Sigma), Trikloroasetik asit
(Alfa Aesar), Demir (III) kloriir (Merck), Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel), Hidrojen
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peroksit (Sigma Aldrich), Linoleik asit (Sigma), ABTS (2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6sulphonic acid) (Fluka), Ks;Fe(CN)¢ (Fluka), Linoleik asit

(Sigma), Metanol (Fluka), Trans-beta-karoten (Sigma), Kloroform (Merck), potasyum

ferri siyaniir (Merck), FeSO4 (Merck) , sodyum salisilat (Merck), temin edilmistir.

3.2. Yapraklarin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Ekstraksiyonu

Yapraklar haziran aymin ilk haftas1 icerisinde Malatya yoresinde yetisen

Dalbast1 Kiraz(prunus avium L) Agaci’ndan toplandi. Bir hafta icerisinde golgede

kurutuldu. Bilendirda ogiitiiliip agz1 kapali posetler icerisinde oda sicakliginda

muhafaza edildi.

I.

Soguk su ekstraksiyonu; 100gr dgiitiilmiis yaprak 2L 25°C de su ile 24 saat
karigtirilldi. Kahve rengi-kirmizi renkte bir ekstrakt elde edildi.Ekstrakt siizme
islemine tabi tutuldu. Siiziintli celik taslar icerisinde dondurulup liyofilizatorde
kurutma islemine tabi tutuldu. 2,3 gram kuru madde elde edildi. Kuruyan madde
hava ile fazla temasina izin verilmeden (¢iinkii igerisindeki fenolik maddeler
nemden etkileniyor) +4°C de buz dolabinda muhafaza edildi. Not: 2 L’ lik
ekstraktan yaklasik 10 gr kuru madde elde edildi.

Sicak su ekstraksiyonu; 50gr ogiitiilmiis yaprak 1 L 100°C de su ile 24 saat
karstirildi. Agik kahve rengi-kirmizi renkte bir ekstrakt elde edildi. Ekstrakt
sizme 1islemine tabi tutuldu. Siiziintii celik taslar icerisinde dondurulup
liyofilizatorde kurutma iglemine tabi tutuldu. 2,0 gram kuru madde elde edildi
Kuruyan madde hava ile fazla temasma izin verilmeden (giinkii igerisindeki

fenolik maddeler nemden etkileniyor) +4°C de buz dolabinda muhafaza edildi.

3. Metanol ekstraksiyonu; 20gr dgiitiilmiis yaprak 300ml 25°C de metanol ile 72

saat karanlikta karistirildi. yesil renkte bir ekstrakt elde edildi. Ekstrakt siizme
islemine tabi tutuldu. Siiziintiiniin evaporatdrde ¢dziiciisii uzaklastirildi. 4°C de

buzdolabinda muhafaza edildi.

4. Etanol ekstraksiyonu; 20gr dgiitiilmiis yaprak 300ml 25°C de etanol ile 72 saat

karanlhikta karistirildi. Yesil renkte bir ekstrakt elde edildi. Ekstrakt slizme
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islemine tabi tutuldu. Siiziintiiniin evaporatdrde ¢dziiciisii uzaklastirildi. 4°C de

buzdolabinda muhafaza edildi.

5. Etilasetat ekstraksiyonu; 20gr dgiitiilmiis yaprak 300ml 25°C de etilasetat ile 72
saat karanlikta karistirildi. Koyu yesil renkte bir ekstrakt elde edildi. Ekstrakt
stizme islemine tabi tutuldu. Siiziintiiniin evaporatorde ¢oziiclisii uzaklastirildi.

4°C de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.3. Antioksidan Aktivite
3.3.1. indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii 6lgiimiinde Hwang [102] vd'nin kullandigi yontem
degistirilerek uygulanmistir. Cam tiiplere ekstrakte edildikleri ¢oziiciilerindede
hazirlanmis 50pg/ml, 100pug/ml, 150pg/ml olacak sekilde maddelerimiz konuldu.
Kontrolde 6rnek yerine saf su kullanilmistir. Her tiipe 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu
(pH: 6,6) ve 2,5 ml %1’lik potasyumferrisiyaniir ilave edilerek karigim su banyosunda
50° C’de 20 dk inkiibasyona birakilmustir. Su banyosundan alman tiiplerin tizerine 2,5
ml %10'" luk trikloro asetik asit eklenip, reaksiyon durdurulmus, tiipler ¢calkalanmig daha
sonra santrifiij cithazmnin tiiplerine alman 6rnekler, 3000 dev/dak’da 10 dk santrifiij
islemine tabii tutulmustur. Santrifiij sonucu ayrilan siipernatantdan 1,25 ml alinarak
iizerine 1,25 ml destile su ve 0,25 ml %0,1' lik FeCl;.6H,O ¢o6zeltisi ilave edilmis
renklenen ¢dzeltinin 700 nm’ deki absorbansi kére kars1 okunmustur. indirgeme giicii,

absorbansa gore karsilagtirilmistir.

3.3.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

Antioksidan aktivitesi hesaplamada tercih edilen yontemlerinin basinda DPPH
serbest radikal yakalama yontemi gelmektedir. Yontemde DPPH, antioksidan
molekiilleriyle etkileserek hidrojen vererek indirgenir ve bdylece absorbansin
diismesine neden olur. Absorbanstaki azalma ne kadar yiiksek olursa radikal yakalama
aktivitesi o kadar yiiksektir[101].

Diphenyl Picryl Hydrazyl (DPPH) sentetik radikali kullanilarak maddelerin RSG
degerinin Ol¢iimii, Yen ve ark.,[105]’a gore ve deney sartlarinin gerektirdigi bazi
degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir. 20mg DPPH tartip iizerine 100ml etanol
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ekledik.UV spektrofotometrede 700nm de 0,700+/-20 absorbans degeri verene kadar
¢oziicii eklendi. Taze kullanmaya dikkat edilmelidir. Etanol, metanol, etilasetat, sicak su
ve soguk su ekstraklar1 (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 pg/ml) olacak
sekilde hazirlandi, spektrofotometre tiipili icerisine bu ekstraklarin 0,1ml’si ve iizerine
2,9ml DPPH c¢ozeltisi eklenerek karanlikta 30 dk bekletil dikten sonra UV
spektrofotometre cihazinda 517 nm’ de 6l¢iim alimip kaydedildi. Standart olarak BHT,

a-tokoferol ve trolox kullanildi. % Siiplirme giicii asagidaki formiile gore hesaplandi.

% Supurme aktivitesi RSG = 1- [A(');30+A](;30] * 100
Ao:30: Ornegin 30. dakikadaki absorbansi

Ax30: Kontroliin 30. dakikadaki absorbansi

3.3.3. ABTS Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi Re [104] vd yaptig1 calismaya gore belirlendi.
Nispi antioksidan kapasitesini ABTS radikalini kullanarak G6lgen bu metot hidrojen
verici ve serbest radikal zincirlerini kirici antioksidan maddelerin aktivitelerini
belirlemede etkilidir. Orneklere uygulanan ABTS yodntemi sonuglar1 % radikal
yakalama sekilde degerlendirildi. ABTS radikali; potasyum peroksodisiilfat (6,6 mg) ve
ABTS (30 mg)’nin 7,8 mL sulu ¢6zeltisinin oda sicakliginda 12-16 saat bekletilmesiyle
elde edildi. Elde edilen renkli ¢6zelti etanol ile absorbansi 734 nm’de 0,700+0,020
olacak sekilde seyreltilerek icin gerekli ABTS ¢ozeltisi elde edildi. 3 ml’lik kiivetlere
50ul, 100ul maddeler eklenip saf suyla 100ul’ye tamamlanmistir. Kor numune icin
kiivete 100 pl saf su konmustur. Boylece Orneklerin farkli konsantrasyonlar1 elde
edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilere 2,3 ml ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra kore karst 737 nm’de absorbanslar1 dlciilerek antioksidan aktivite (AA)

asagidaki formiille hesaplanmistir;
AA = 1- [Ao307Axk:30] * 100
Ao:30: Ornegin 30.dakikadaki absorbansi

Ax30: Kontroliin 30. dakikadaki absorbansi
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3.3.4. OH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

Hidroksil radikalleri hiicre memranlar1 ve diger biomolekiiller icin ¢ok
zararli bir serbest radikaldir. Hidroksil radikallerini siiplirme, hiicreleri oksidatif
hasardan korumada 6nemlidir. OH' indirgeme giicii 6l¢iimii Smirnoff and Cumbes’a
[106] gore yapildi. Hidroksil radikalleri FeSO4 ve H,O, igeren sisteme gore iiretildi
[60]. Toplam 3 ml reaksiyon karigimi i¢in 1 ml FeSO4 (1,5 mM), 0.7 ml H>O»(6 mM),
0.3 ml sodyum salisilat (20 mM) ve degisen konsantrasyonlardaki drneklere (100, 200,
300 pg/ml) eklendi, ve askobik asit ilave edili. 60 dakika 37° C’de inkiibasyona
birakildi. 562 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Antioksidan aktivite (AA) asagidaki gibi
hesaplandu.

AA:[ 1 -(A] -Az)/Ao] * 1 00
Ay: Kontroliin absorbansi
A;: Ornegin absorbansi

A;: Ornegin sodyum salisilatsiz absorbans

3.3.5. Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Gidalarin iceriginde bulunan toplam fenolik miktarinin belirlenmesi, antioksidan
aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan onemlidir.
Toplam fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda genellikle tercih edilen Folin-
Ciocalteu metodu, yonteme adini veren reaktif vasitasiyla olusan renk yogunlugunu
gore absorbans Olgiimiine dayanmaktadir. Ancak metot, ortamda bulunan ekstrakte
edilebilir proteinleri de ekstrakte ettigi icin gidalarin yapisinda bulunan biitiin fenolik
gruplar1 ortaya ¢ikarir. Bu nedenle spesfik bir metot kabul edilmemektedir. Ayrica
metodun en 6nemli dezavantaji analiz sirasinda ortamda bulunan askorbik asit gibi
indirgen maddelerle etkilesime ugramasidir [106]. Analiz sonucunda yiiksek absorbans
degeri yiiksek fenolik madde miktarinin gostergesidir. Bitkisel iirlinlerin, toplam fenolik
madde miktarlarinin hesaplanmasinda genellikle Folin-Ciocalteu (F-C) metodu tercih

edilmektedir [101].
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I mg/ml olacak sekilde yaprak ekstraklarindan 40 pl alinip 200 pl Folin-Ciocalteu
reaktifi ile karistirildi. 1160 pl distile su, 3 dakika sonra 600 pl % 20’lik sodyum
karbonat ( Na,CO; ) ilave edilir. Karistm 2 saat oda sicakliginda calkalanarak
karstirilir. 765 nm dalga boyunda absorbans oOlgiiliir. Standart olarak gallik asit

kullanilir.

3.3.6. H,O, Siipiirme Kapasitesi Tayini

H,0, Tek basina bir radikal degildir, ama Fenton ve HaberWeis reaksiyonlariyla
OH™ radikali olusumuna neden oldugu icin oksidatif sitreste 6nemli etken bir maddedir.
Dolayisiyla ortamdan H,O; uzaklastirma aktivitesi antioksidatif aktivite icin belirleyici
bir yontem olabilir. HO, uzaklastirma aktivitesi 6l¢iimii i¢in Zhao [107] yontemi kiiclik
degisikliklerle beraber esas alindi.
I ml 0,1mm H,0O, ve 1 ml ¢esitli konsantrasyonlarda (150, 300, 450 ng/ml) hazirlanmig
ornekler karistirtlir. 100 ul % 3’liikk amonyum molibdat eklenir. 2 M 10 ml H,SO4 ve
1,8 M 7,0 ml KI ilave edilir. Karistirilan ¢ozelti 5 mM NaS,0; ile sar1 renk
kayboluncaya kadar titre edilir. Standart olarak askorbik asit kullanildi. % Siipiirme

Aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi.

% Siiplirme Aktivitesi=(Vo- V1)/V*100 olarak hesaplanar.

Vo=Ornek yokken kontrol i¢in harcanan H,O, miktar

V=Ornek varken harcanan H,O, miktari

3.3.7. Deoksiriboz Yontemi

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes
karbon atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir. Seker
radikalleri bir¢cok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4’
merkezli radikaller parcalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve
degisiklige ugramis seker serbest kalir. Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari;
degisik modifiye baz ve sekerler, kontrolsiiz baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-

protein ¢apraz baglarini meydana getirirler. Hidroksil radikal yakalama aktivitesinin
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Olciimii deoksiriboz metoduyla yapilmaktadir. Bu yonteme gore; diisiik absorbans
degeri; yiiksek deoksiriboz parcalanmasmin inhibisyonu anlamina gelmektedir. Yiiksek
oranda reaktif hidroksil, DNA, yaglar ve proteinler iizerinde oksidatif zararlara neden
olabilmektedir. Hidroksil yakalama aktivitesi yiiksek olan iirinler, OH grubunu
notralize edip hidrojen atomuna doniistiirerek inaktif hale getirdikleri i¢in dnemlidir
[101].

Bu deney kiiclik degisikliklerle beraber Halliwell at al. Yontemine gore
yapildi.[109]. Reaksiyon karisimi; bitki ekstrakti ( 20, 40, 60, 80, 100 pg/ml) 50 mM
pH 7.4 potasyum fosfat tamponu icindem10 mM deoksiriboz 50 mM H,0O, , 10 mM
FeCl; 1 mM EDTA 10 mM ascorbik asit ile 37° ¢’ de inkiibe edilir, raksiyona 1 ml
%1’ lik TBA ve 1 ml %2’ lik TCA ilave edilerek raksiyon durdurulur. Daha sonra
tiipler kaynar sicak su banyosunda 15 dk 1sitilir. Tiipler oda sicakligina gelinceye kadar
sogutulur.Ve karisimin 532 nm’ de absorbansi kore kars1 6lgiiliir.

Karisimin absorbans miktarindaki azalma deoksiribozun oksidasyonunun

azaldigin1 gosterir. % Inhibisyon asagidaki formiilden hesaplandu.

% Inhibisyon= (Ac-As)/Ac*100

Ac= kontroliin absorbansi

As= Ekstaktlarin veya standartlarin arliginda 6l¢iilen absorbans

3.3.8. p-Karoten Beyazlatma Yontemi

Antioksidan aktivite Ol¢iimii, Moure [56] vd gore ve deney sartlarmin
gerektirdigi bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir. 2 mg kristal trans-beta-karoten,
10 ml kloroform i¢inde ¢oziilerek stok beta-karoten ¢ozeltisi hazirlanmistir. 250 ml'lik
yuvarlak tabanli bir balona; 20 ug linoleik asit ve emiilgator olarak 200 pl tween-20
konularak {izerine beta-karoten ¢oOzeltisinden 1 ml konulmus ve hizla karistirilarak
balon igeriginin homojen bir sekilde c¢oziinmesi saglanmistir. Kloroform rotary
evaporatorde 40° C’de vakum altinda 5 dakikada uzaklastirilmistir. Balona 50 ml destile
su, yavasca konularak ve kuvvetlice ¢alkalanarak tam bir emiilsiyon olusmasi
saglanmistir. Bu emiilsiyon 1siktan ve havadan etkilenmeyecegi soguk bir yerde
kullanilincaya kadar saklanmistir. Bu emilsyondan 50 pg/ml 6rnek iceren her bir tiipe 5

ml ilave edilmis, tiipler 50° C’de su banyosuna konulmus, belli araliklarla (15 dk ) 90
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dakika boyunca emiilsiyonlarin 470 nm’de absorbans Olgiilerek antioksidan aktivite
asagidaki formiille hesaplanmistir; Kontrol i¢in 100l metanol kullanilmistir. Standart

olarak; trolox, a-tokoferol, BHT ve askorbik asit kullanilmistir.
AA=[(Ao:90-Ak:90)/(Ak:0-Ax:90)] *100
Ao : Ornegin 90. Dakikadaki absorbansi
Ak.99 : Kontroliin 90. Dakikadaki absorbansi
Ak.o : Kontroliin 0. Dakikadaki absorbansi
3.3.9. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin analizinde ¢ok c¢esitli yontemler kullanilmakla beraber tiim
laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezidir.

Molekiillerin sahip olduklar1 net elektrik yiikleri bu molekiillerin bir elektriksel
alan i¢indeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi de bu prensibe dayanir. Niikleik
asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflagtirilmasi, ve ayrilmasi i¢in kullanilan en yaygin
yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle cesitli amaglar icin izole edilen DNA ve
RNA’larin tanimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiyiikliigiiniin
saptanabilmesi ve Ozellikle genetik miihendisligi teknikleri ile DNA yapisinda
olusturulan degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden
agaroz jel elektroforezi teknigi, molekiiler genetik alaninda 6nemli bir deneysel sistem
olusturmaktadir.

Agaroz jelde ornekler yatay pozisyonda, sabit giic ve yondeki elektriksel alanda
yiritilmektedir. DNA seker fosfat omurgasindan dolayr negatif yiiklidiir ve bir
elektrikselalana konuldugu zaman bu negatif yiikiinden dolay1 anottan katoda dogru

hareket eder.
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Form | Form Il Form Il

Form II

Form Il

Sekil 3.1. DNA’ nin farkli formlar1

DNA’nin Konformasyonu: Plazmid DNA’nin ii¢ formu vardir. i) Supercoiled (siliper
kivrimli cembersel DNA; kirik yok, Form I); ii) open circular (tek zincir kirig1 igeren
cembersel DNA; DNA zincirlerinden birinde kirik var, Form II); iii) linear (dogrusal
DNA, iki zincirde de bir veya birden fazla kirik, Form III) Agaroz Jel Elektroforezinde
bu formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yiik yogunlugu fazla hacmi de diisiik
oldugu i¢in jelde en hizli hareket eder. Form II’nin yogunlugu daha az oldugu i¢in daha
yavas hareket eder. Form III ise Form I ve Form II’nin arasinda bir hiza sahiptir (Sekil

3.1).

Elektroforez Tamponunun bilesimi: DNA’nin elektroforetik hareketi elektroforez
tamponunun bilesimi ve iyonik giicii tarafindan etkilenir. Iyonlarm yoklugunda
elektriksel iletkenlik minimum diizeyde oldugu icin DNA’nin hareketi ¢cok yavastir.
Cok yiiksek iyonik gilicteki tamponun kullanilmasi halinde elektriksel iletkenlik c¢ok
fazladir ve cok miktarda 1s1 a¢iga ¢ikar. Bu durumda jel eriyebilir veya DNA denatiire
olabilir. Dogal ¢ift zincirli DNA’lar icin degisik tamponlar kullanilabilir. Bunlar
arasinda EDTA (pH 8.0), pH’s1 7.5-8.5 olan 50 mM konsantrasyondaki Tris-asetat
(TAE), Tris-borat (TBE) ya da Tris-fosfat tamponlar1 sayilabilir. Elektroforez
tamponlar1 genellikle konsantre c¢ozeltiler halinde hazirlanir ve oda sicakliginda

saklanirlar.
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Cizelge 3.2. Siklikla kullanilan elektroforez tamponlari

Tampon Calisilan ¢ozelti Konsantre stok cozelti (litrede)

1x: 0.04 M Tris-asetat 50x: 242 g trizma base
Tris-asetat
(TAE) 0.001 M EDTA 57.1 mL Glasiyel asetik asit
100 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

1x: 0.09 M tris-fosfat 50x: 540 g trizma base

Tris-fosfat
(TBE) 0.002 M EDTA 77.5 mL %85 fosforik asit (1.679 g/mL)
40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1x: 0.09 M tris-borat 50x: 540 g trizma base
Tris-borat
(TBE) 0.002 M EDTA 55 g borik asit

40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Gerekli malzemeler

Mikropipet ve pipet ucu (1-20 pL)

Otoklav band1

Elektroforez aygit1

Gii¢ kaynagi

Agaroz

Elektroforez tamponu (TAE 50x stok pH 8.0: 242 g trizma base, 57.1 mL
Glasiyel asetik asit, 100 mL 0.5 M EDTA son hacim 1000 ml olacak sekilde su

AN

ilave edilir.)

7. Etidyum Bromiir (10 mg/mL)

8. Yiikleme tamponu [Bromfenol blue (BFB) 6x stok: % 0.25 bromfenol mavisi,
%40 (w/v) sukroz(su icerisinde)]

9. Plazmid DNA 0Ornekleri
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DENEYIN YAPILISI
Bu deneyde pBR322 supercoiled plasmid DNA’s1 agaroz jelde ytriitiilmiistiir.

3.3.9.1. DNA ‘da Oksidatif Hasar Olusturma ve Bitki Ekstraktlarinin Koruyucu

Ozelliginin Gézlenmesi:
A. Etanol ve Metanol Ekstraktlarii¢in;

10 Tane kiiclik ependorf tiipline swrasiyla miktarlar;; 1. Pbr322 supercoiled plasmid
DNA’s1: 200 ng SuL 2.Fosfat tamponu: 7,14mmol 5 pL 3. Bitki ekstraktlar:: 2 pL 4.
H,0,: 1 pL olacak sekilde konuldu.

1.DNA

2.DNA +H,0, + UV

3.DNA + UV

4. DNA + H,0,

5. DNA + Etanol ekstrakti (200 pg/ml ) + UV

6. DNA + Etanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
7. DNA + Etanol ekstrakti (400 pg/ml ) + H,O, + UV
8. DNA + Metanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

9. DNA + Metanol ekstrakti (200 pg/ml ) + H,O, + UV
10. DNA + Metanol ekstrakti (400 pug/ml ) + H,O, + UV
B. Sicak su ve Soguk su Ekstraktlariigin;

13 Tane kiiciik eppendorf tiipiine sirasiyla miktarlari; 1. Pbr322 supercoiled plasmid
DNA’st: 200 ng SuL 2.Fosfat tamponu: 7,14mmol 5 pL 3. Bitki ekstraktlari: 2 pL 4.
H,0,: 1 pL olacak sekilde konuldu.

1.DNA

2.DNA +H,0, + UV

3.DNA + UV

4. DNA + H,0,

5. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV
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6. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV

7. DNA + Sicak su ekstrakt1 (400 pg/ml ) + H,O, + UV

8. DNA + Soguk su ekstrakt1 (200 pg/ml) + UV

9. DNA + Soguk su ekstrakti (200 ug/ml ) + H,O, + UV
10. DNA + Soguk su ekstrakti (400 pug/ml ) + H,O, + UV
11. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

12. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
13. DNA + Etilasetat ekstrakti1 (400 pg/ml ) + H,O, + UV

Sonra UV ile gosterilen tiiplerin hepsi yatay konumda ve ayni acgida olacak sekilde 4
dakika UV 1s1gina maruz brrakilarak ortamda bulunan H,O, ‘¢ nin OH radikaline
parcalanmas1 ve plasmid DNA’ da hasar olusturmasi ve bitki ekstraktlarinin koruyucu

ozelliginin ortaya ¢ikmasi saglandi.

3.3.9.2. Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

1. Elektroforez aygit1 ile saglanan plastik tepsinin kenarlar1 otoklav bandi ile sarilarak

bir kalip olusturulur ve plaka yatay konumda, diizgiin bir yere yerlestirilir.

2. Agaroz (1 g), 250 mL’lik bir erlen icerisinde bulunan 100 mL Tris asetat tamponuna
(40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) ilave edilir ve erlen agaroz eriyene kadar
kaynar su banyosunda ya da mikrodalga firinda tutulur. ( Agaroz taneciklerinin
miimkiin olan en kisa siirede erimesi saglanmalidir.)

3. Agaroz ¢ozeltisi 60 °C’ye kadar sogutulur. Daha sonra 1.5 pl etidyum bromiir (10
mg/mL) ilave edilir ve karigtirilir.

4. Cozelti kenarlar1 otoklav bandi ile sarilmis ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya
dokailiir.

5. Jel donmasi i¢in oda sicakliinda 40-45 dakika bekletilir. Jel donduktan sonra tarak
ve otoklav bandi1 dikkatle ¢ikarilir.
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3.3.9.3. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

1. UV’ den ¢ikarilan eppendorf tiiplerine 5 pl yiikleme tamponu ilave edildi.

2. Jelin kuyucuklar1 elektroforez tamponu ile dolduruldu ve hazirlanan DNA 6rnekleri
uygun bir pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yiiklendi.

A. Kuyucuklara sirasiyla asagidaki gibi yiikkleme yapildi (Etanol ve Metanol ekstraktlari

i¢in);

1.DNA

2.DNA +H,0, + UV

3.DNA + UV

4. DNA + H,0,

5. DNA + Etanol ekstrakti (200 pg/ml ) + UV

6. DNA + Etanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
7. DNA + Etanol ekstrakti (400 pg/ml ) + H,O, + UV
8. DNA + Metanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

9. DNA + Metanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
10. DNA + Metanol ekstrakti (400 ug/ml ) + H,O, + UV

B. Kuyucuklara sirasiyla asagidaki gibi yiikleme yapildi. (Sicak su, Soguk su ve
Etilasetat ekstraktlar1 i¢in);

1.DNA

2.DNA +H,0, + UV

3.DNA + UV

4. DNA + H,0,

5. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

6. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + HO, + UV
7. DNA + Sicak su ekstrakt1 (400 pg/ml ) + HO, + UV
8. DNA + Soguk su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

9. DNA + Soguk su ekstrakt1 (200 pug/ml ) + H,O, + UV
37



10. DNA + Soguk su ekstrakti (400 pug/ml ) + H,O, + UV
11. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

12. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
13. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (400 pg/ml ) + H,O, + UV

3. Jel elektroforez tankina yerlestirildi ve tank maksimuma kadar Tris asetat tomponu
(40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) ile dolduruldu. Tankin kapagi kapatildi ve
elektrik baglantilar1 yapildi. DNA katottan (siyah uctan) anoda (kirmizi uca) dogru
hareket eder. Elektroforez 40 V’ta 500 mA akim uygulanarak 3 saat siireyle
yurttildi.

4. Elektrik akimi kesildi, tel baglantilar1 ve kapak ¢ikarildi. Jel yiikleme tamponlar ii¢
amag icin kullanmilirlar: i) Ornegin yogunlugunu arttrarak DNA’nm kuyucuga
diizgiin olarak yiiklenmesini saglarlar, ii) Ornegi renklendirerek yiikleme islemini
basitlestirirler, i1i1) Elektriksel alanda anoda dogru hareket ederler. Jel yiikleme

tamponlar1 genellikle 6x konsantre ¢ozeltiler halinde hazirlanirlar [110, 111, 112 ].

3.3.9.4. Jel Goriintiileme Cihazinda DNA hasarinin 6l¢iimii

Jellerin fotografin1 ¢ekmek icin jeli, alttan ya da iistten aydinlatan ultraviyole 11k

kaynag1 kullanilir.

Bu deneyde fotograflar Bio Rad Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekilmistir.

Sekil 3.2. Biorad Jel Goriintiileme Cihaz1’ ndan bir goriiniim
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4.ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. lindirgeme Giicii Tayini Sonuclar
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Sekil 4.1. Trolox, BHT, a-Tokoferol, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Etilasetat
ekstrakti, Sicak su ekstrakti, Soguk su ekstraktinin 50, 150, 250 pg/ml’de indirgeme
gilicii antioksidan aktivite Olglim testinin karsilastirilmas: grafigidir. Her veri iki
bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir
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Grafikte diisiik absorbans yiiksek aktivite demek oldugundan standart olarak en yiiksek
aktivite yit BHT 50 pg/ml’de; 200.5 abs, 150 ug/ml’de; 312.5 abs, 250 pg/ml’de; 383.5
abs lik bir aktivite gosterirken ekstrakt 6rneklerinde ise en yiiksek aktiviteyi metanol
ekstrakt1 50 pg/ml’de; 110 abs, 150 pg/ml’de; 121 abs, 250 pg/ml’de; 133 abs, sonra
etanol ekstrakti; 50 pg/ml’de; 101.5 abs, 150 pg/ml’de; 109.5 abs, 250 pg/ml’de; 129
abs, sonra sicaksu ekstrakti; 50 pg/ml’de; 101 abs, 150 pg/ml’de; 112 abs, 250
pg/ml’de; 129 abs, sonra soguksu ekstrakti; 50 pg/ml’de; 98 abs, 150 pg/ml’de; 107.5
abs, 250 pg/ml’de; 117 abs, ve en son etilasetat ekstrakti; 50 pg/ml’de; 91.5 abs, 150
pg/ml’de; 100 abs, 250 pg/ml’de; 108 abs lik bir aktivite gostermistir.
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4.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini Sonuc¢lar

DPPH Radikal Supurme Gucu
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Sekil 4.2. Trolox, BHT, a-Tokoferol, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Etilasetat
ekstrakti, Sicak su ekstrakti, Soguk su ekstraktinin 100, 200 ve 300 pg/ml’de DPPH
radikal siipiirme giicii karsilastirmali grafigi. Her veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi
olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir
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Grafikte en yliksek aktiviteyi standartlardan trolox, sonra a-tokoferol, ve sonra
BHT gosterirken, ekstraktlardan ise en yliksek aktiviteyi metanol ekstrakti;, sonra sicak
su ekstrakti, sonra etanol ekstrakti, sonra soguk su ekstrakti, sonra etilasetat ekstrakti

gostermistir.

4.3.ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclar

B100ug/ml B200ug/ml 300pg/ml
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Sekil 4.3. Trolox, BHT, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Etilasetat ekstrakti, Sicak
su ekstrakti, Soguk su ekstraktinin 100, 200 ve 300 pg/ml’de ABTS radikal siipiirme
gilicii karsilagtirmali grafigi. Her veri lic bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata
cubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir

Grafikte en yiiksek aktivite 300ug/ml’ de; % 89.98 ile troloks standardi,
ekstrakt orneklerinde ise % en yiiksek aktivite 300pg/ml” de; % 88.57 ile soguk su
ekstarkt1 sonra sirastyla metanol, etilasetat, sicak su ve ensonda ise; etanol ekstrakti yer

almaktadir. Bu sonug diger deney sonuglariyla birebir parelel ¢ikmamustir.
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4.4. OH' Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini Sonuc¢lari

@ 100ug/ml E@200pg/ml @300pg/ml
120

100 -+

80 -

60 -

OH Radikal Siipiirme Aktivitesi %

Sekil 4.4. a-Tokoferol, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Etilasetat ekstrakti, Sicak su
ekstrakti, Soguk su ekstraktmin 100, 200, 300 pg/ml’de OH radikal siipiirme aktivitesi
antioksidan aktivite Ol¢iim testinin karsilastirilmast grafigidir. Her veri iki bagimsiz
tekrarin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalar1 ifade etmektedir

Grafikte goriildiigii gibi en yiiksek aktiviteyi standart olan o-tokoferol 100
pg/ml de; % 50.27, 200 pg/ml de; % 81.98 ve 300 pg/ml de; % 114.17 lik bir aktivite
gosterirken ekstrakt 6rneklerinde ise en yiiksek aktiviteyi sicak su ekstrakt: 100 pg/ml
de; % 62.84, 200 pg/ml de; % 66.75 ve 300 pg/ml de; % 67.94 lik bir aktivite

gostermistir.
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4.5. Toplam Fenolik Bilesik Tayini Sonuclari

160

mg Gallik asit egdegeri/g kuru
vaprak ekstrakt

Etanol Metanol Etilazetat Sicak su Soguk su

Sekil 4.5. Kiraz yapragmin etanol ekstrakti, metanol ekstrakti, etilasetat ekstrakti, sicak
su ekstrakti, soguk su ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin miktarinin gallik asite
gore karsilastirilmas: grafigi. Her veri iki bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata
cubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir

Grafikte en yiiksek fenol icerigi 132,1696 mg GAE/(g kuru yaprak ekstakti) ile
metanol ekstrakti, 116,4334 mg GAE/(g kuru yaprak ekstakti) ile etanol ekstrakti, 87,63482
mg GAE/(g kuru yaprak ekstakti) ile sicak su ekstrakti, 66,88 mg GAE/(g kuru yaprak
ekstakti)ile soguk su ekstrakti ve en sonda 61,91222 mg GAE/(g kuru yaprak ekstakti)ile

etilasetat ekstrakti yer almaktadir.
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4.6. H,O; Siipiirme Kapasitesi Tayini Sonuclan

@150pg/ml mM300ug/ml @450ug/ml
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Sekil 4.6. Kiraz yapragmin etanol ekstrakti, metanol ekstrakti, etilasetat ekstrakti, sicak
su ekstrakti, soguk su ekstraktlarmin askorbikasite karst H,O, siliplirme giicii
antioksidan aktivite Olglimii karsilastirmali grafigi. Her veri li¢ bagimsiz tekrarmn
ortalamasi olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir

Grafikte sicak su ekstraktmm 150 pg/ml de; % 46.37, 300 pg/ml de; % 59.42,
ve 450 pg/ml de; % 66.66 ik bir aktivite ile askorbikasitten ( 150 pg/ml de; % 16.66,
300 pg/ml de; % 33.3 ve 450 pg/ml de; % 58.33 ) daha yiiksek aktivite gdsterdigi

goriiliiyor.
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4.7. Deoksiriboz Yontemi Sonuclar
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Sekil 4.8. Kiraz yapragmin etanol ekstrakti, metanol ekstrakti, sicak su ekstrakti, soguk
su ekstraktlariin deoksiriboz yontemi ile OH™ radikal temizleme antioksidan aktivite
Olgtimii karsilagtirmali grafigi. Her veri iki bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, hata
cubuklar1 standart hatalar1 ifade etmektedir

Grafikte ekstraktlarin konsantrasyonunun artmasi ile inhibisyonun azaldiginm ve
en yiiksek inhibisyonu etanol ve metanol ekstraktlarinin yaptigini1 gériiyoruz. Bu sonug
4.5’ de yapilan toplam fenolik bilesik tayini sonuclar1 ile ve 4.10 ‘da yapilan DNA ‘da

oksidatif hasar olusturma ve bitki ekstraktlarmin DNA hasarin1 6nleyici 6zelliginin

gbdzlenmesi sonugclari ile paralel ¢ikmustir.
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4.8. p-Karoten Beyazlatma Yontemi Sonuglar
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Sekil 4.9. BHT, a-Tokoferol, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Etilasetat ekstrakti,
Sicak su ekstrakti, Soguk su ekstraktinin 30-60-90 dk araliklarinda [-karoten
beyazlatma % inhibsyonu antioksidan aktivite 6lgiim testinin karsilastiriimali siitun
grafigi

Grafikte en yiiksek aktiviteye sicak su ekstraktinin sahip oldugu, biitiin

ekstraktlarm birbirine yakin degerde aktivite gdosterdigi, ekstrakt orneklerini

standartlardan daha yiiksek degerde aktivite gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.10. a-Tokoferol, Etanol ekstrakti, Metanol ekstrakti, Sicak su ekstrakti, Soguk
su ekstraktinin 15-90 dk araliklarinda f-karoten beyazlatma % inhibsyonu antioksidan
aktivite ol¢ciim testinin karsilastirilmali ¢izgi grafigi

Grafikte en yliksek aktiviteye sicak su ekstraktinin sahip oldugu, biitiin ekstraktlarin

birbirine yakin degerde aktivite gosterdigi goriilmektedir.

4.9. DNA ‘da Oksidatif Hasar Olusturma ve Bitki Ekstraktlarinin Koruyucu
Ozelliginin Gozlenmesi Sonuclar

1. Su ve Etilasetat Ekstraktlar1 I¢in
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

e il 1 Ll 1 kL
e—

Sekil 4.11. Su ve Etilasetat ekstraktlar1 igin jel goriintiisii

1.DNA
2.DNA +H,0, + UV

3.DNA+ UV
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4. DNA + H,0,

5. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

6. DNA + Sicak su ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV

7. DNA + Sicak su ekstrakt1 (400 pg/ml ) + H,O, + UV

8. DNA + Soguk su ekstrakt1 (200 pg/ml) + UV

9. DNA + Soguk su ekstrakt1 (200 pug/ml ) + H,O, + UV
10. DNA + Soguk su ekstrakti (400 pg/ml ) + H,O, + UV
11. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml) + UV

12. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV
13. DNA + Etilasetat ekstrakt1 (400 pg/ml ) + H,O, + UV

Form 1: Siiper kivrimli gembersel DNA
Form 2: Tek zincir kirig1 iceren gembersel DNA

Form 3: iki zincir kirig1 iceren cembersel DNA
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Sekil 4.12. DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve etilasetat, sicak su ve soguk su
ekstraktlarmin koruyucu 6zelliginin gézlenmesi sonuglari grafigi
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Cizelge 4.1. DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve etilasetat, sicak su ve soguk su
ekstraktlarmmin koruyucu 6zelliginin gézlenmesi sonuglari

Supercoiled forml Open circular form1 Linear form1 (en
(en Ondekiler) (en Ondekiler)) arkadakiler)
1 70,68 29,04 0,28
2 - 49,83 50,17
3 67,36 32,16 0,48
4 67,80 31,85 0,35
5 65,82 33,81 0,37
6 - 76,14 23,86
7 4,20 5,66 90,14
8 69,46 29,74 0,74
9 - 79,07 20,93
10 1,89 83,19 14,91
11 69,95 29,74 0,31
12 8,82 88,80 2,39
13 9,57 86,06 4,37
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2. Etanol Metanol Ekstraktlari
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.13. Etanol Metanol ekstraktlar1 i¢in jel goriintiisii
1..DNA

2.DNA +H,0, + UV

3.DNA + UV

4. DNA + H,0,

5. DNA + Etanol ekstrakti (200 pg/ml ) + UV

6. DNA + Etanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + H,O, + UV

7. DNA + Etanol ekstrakti (400 pg/ml ) + H,O, + UV

8. DNA + Metanol ekstrakt1 (200 pg/ml ) + UV

9. DNA + Metanol ekstrakti (200 pg/ml ) + H,O, + UV

10. DNA + Metanol ekstrakti (400 pug/ml ) + H,O, + UV
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Sekil 4.14. DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve etanol ve metanol ekstraktlarmin
koruyucu 6zelliginin gdzlenmesi sonuglar1 grafigi

Cizelge 4.2. DNA ‘da oksidatif hasar olusturma etanol ve metanol ekstraktlarinin
koruyucu 6zelliginin gdzlenmesi sonuglari

Supercoiled forml | Open circular forml Linear forml (en
(en Ondekiler) (en Ondekiler) ondekiler)
1 76,04 23,87 0,07
2 - 45,97 54,03
3 74,40 25,50 0,10
4 75,87 23,36 0,27
5 75,16 24,56 0,28
6 74,84 25,00 0,16
7 75,15 24,82 0,04
8 74,18 25,74 0,08
9 72,77 27,03 0,20
10 73,13 26,74 0,13
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S. SONUC ve TARTISMA

Anadoluda 6zellikle Malatya ve c¢evresinde bol miktarda yetistirilen bir meyve
olan kirazin ekonomik yararliligini ve {iriin ¢esitliligini arttrmanin yollarindan biri de,
kiraz yan drlinlerini daha verimli olarak degerlendirmektir. Bu bakimdan kiraz
yapraginin c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal 0Ozelliklerinin arastirilmasi
amaciyla yapilacak calismalar bolgemizin kalkinmasma katki saglayacaktir.

Bu c¢alismayla, kiraz yapragmin farkli ekstraktlarindan elde edilen
antioksidanlarin radikal siipiirme aktivitesinin incelenmesine ve bunlarin oksidatif DNA
hasar1 iizerine koruyucu etkilerinin belirlenmesine ¢alisilmistir. Orneklerin icerigindeki
fenolik bilesiklerin eldesinde ve buna bagli olarak maksimum antioksidan aktivitesine
ulagilmasinda ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢dzgen sisteminin 6nemi agikca
goriilmiistiir. Buna gore, farkli ¢ozgen sistemleri ile ekstraksiyon denemesi icin elde
edilen sonuglarda, onemli diizeylerde farkliliklar saptanmistir. Elde edilen sonuglarda,
calisilan bitkileri ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarindaki farkliliklarin,
gosterdikleri antioksidan 6zelliklerini etkiledigi agik¢a goriilmiistiir.

Yaptigimiz calismada toplam fenolik miktarma bakildi standart olarak gallik asit
kullanildi. Toplam fenolik madde kiraz yapragi etanol, metanol, etil asetat, sicak su ve
soguk su ekstraklarinda sirasiyla 116.43, 132.17, 61.91, 87.63 ve 66.88 mili
esdegergram(meg) gallik asit/g kuru yaprak olarak bulunmustur. Bu sonuglar yapilan
diger antioksidan aktivitesi ¢alismalar1 ile cogunlukla paralel ¢ikt1 [117]. Buda
gosteriyor ki; ekstraktlarin toplam fenolik miktarinin yiiksek olmasi antioksidan
aktivitesini artmrabilir fakat bazi ¢aligsmalarimizla paralel olmayan sonucglarda elde
edildi. Ornegin: H,O, Siipiirme aktivitesi ve OH Radikal Siipiirme aktivitesi
deneylerinde en yliksek aktiviteye sicak su, sonra soguk su, sonra etanol ve en son
metanol ekstraktlarinin sahip olmasi toplam fenolik miktari ile paralel bir sonu¢ degildi.
Boylece; yiikksek fenolik miktarina sahip olmanm, tiim antioksidan aktivitesi
calismalarinda yiiksek sonu¢ vermedigi acik¢a goriilmiistiir. Boylelikle tek bir yontemle
antioksidan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim olmadigi
anlasilmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismalarda ABTS ve DPPH radikal siipiirme aktivitesine bakildi.
Ayni sonuca giden bu iki aktivitenin ikisinin de Olg¢iilmesinin nedeni sonuglarin

paralelligini karsilastirmakti. Gergekten de iki sonug ta birbiri ile paralel ¢ikti. Ayrica
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bu sonuglar yapilan diger antioksidan aktivitesi ¢alismalar1 ile gogunlukla paralel ¢ikti
[100, 113]. Yapilan deneylerde konsantrasyonun artmasi ile radikal siipiirme
aktivitesinin artti§1 goriilmiistiir. En yiiksek aktiviteyi standartlardan trolox 450
pg/ml’de % 96.16, sonra a-tokoferol 450 pg/ml ‘de % 81.92, ve sora BHT 450 pg/ml
‘de % 74 lik bir aktivite gosterirken, ekstraktlardan ise en yiiksek aktiviteyi metanol
ekstrakti; 450 pg/ml ‘de % 87.80, sicak su ekstrakti; 450 pg/ml ‘de % 80.95, sonra
etanol ekstrakti; 450 pg/ml ‘de % 54.24, soguk su ekstrakti; 450 pg/ml ‘de % 33.104,
sonra etilasetat ekstrakti; 450 pg/ml ‘de % 22.66 lik bir aktivite gostermistir. Bu sonug
toplam fenolik miktar1 ve deksiriboz yontemi ile dogru orantili olarak ¢ikmaistir.

Yaptigimiz calismalarda indirgeme giicii aktivitesine bakilmis standart olarak en
yiiksek aktiviteyt BHT 50 pg/ml’de; 200.5 abs, 150 pg/ml’de; 312.5 abs, 250 pg/ml’de;
383.5 abs Iik bir aktivite gosterirken ekstrakt orneklerinde ise en yliksek aktiviteyi
sirasiyla metanol ekstrakti 50 pg/ml’de; 110 abs, 150 pg/ml’de; 121 abs, 250 pg/ml’de;
133 abs, sonra etanol ekstrakti; 50 pg/ml’de; 101.5 abs, 150 pg/ml’de; 109.5 abs, 250
pg/ml’de; 129 abs, sicaksu ekstrakti; 50 pg/ml’de; 101 abs, 150 pg/ml’de; 112 abs, 250
pg/ml’de; 129 abs, soguksu ekstrakti; 50 pg/ml’de; 98 abs, 150 pg/ml’de; 107.5 abs,
250 pg/ml’de; 117 abs, ve etilasetat ekstrakti; 50 pg/ml’de; 91.5 abs, 150 pg/ml’de; 100
abs, 250 ug/ml’de; 108 abs’ lik bir aktivite gostermistir. Bu sonugta toplam fenolik
miktar1 ve deksiriboz yontemi ile dogru orantili bulunmustur.

Yaptigimiz calismalarda OH radikal siiplirme giicii aktivitesine bakildi. Ciinkii:
Hidroksil radikalleri hiicre memranlar1 ve diger biomolekiiller i¢cin ¢ok zararli bir
serbest radikaldir. Hidroksil radikallerini siipiirme giicii, hiicreleri oksidatif hasardan
korumada onemlidir. Deneyde en yiiksek aktiviteyi standart olarak o-tokoferol 100
pg/ml de; % 50.27, 200 pg/ml de; % 81.98 ve 300 pg/ml de; % 114.17 lik bir aktivite
gosterirken ornek ekstraktlarinda ise en yiiksek aktiviteyi sicak su ekstrakti 100 pg/ml
de; % 62.84, 200 pg/ml de; % 66.75 ve 300 pg/ml de; % 67.94 lik bir aktivite
gostermistir. Bu sonug¢ toplam fenolik miktar1 ve deksiriboz yontemi ile birebir

uyusmamistir.

Yaptigimiz c¢alismalarda [-karoten beyazlatma yontemi ile antioksidan
aktiviteye bakildi. Siirenin artmasi ile % inhibisyonun azaldig1 goriildii. En yiiksek
aktivite sicak su ekstraktinda gozlenmekle beraber biitiin ekstraktlarda yaklasik olarak

ayni aktivite bulundu (Ornegin; 60. Dakikada etanol ekstrakt:: % 70.24, metanol
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ekstrakti: %70.75, a-tokoferol: % 77.80, sicak su ekstrakti: % 77.37, etilasetat ekstrakti:
% 74.02, soguk su ekstrakti: % 72.71 inhibisyon gozlendi).

Yaptigimiz g¢aligmalarda hidroksil radikal yakalama aktivitesinin diger bir
Olciimii deoksiriboz metoduyla yapildi. Hidroksil yakalama aktivitesi yiiksek olan
irtinler, — OH grubunu nétralize edip hidrojen atomuna doniistiirerek inaktif hale
getirdikleri i¢in Onemlidir. Bu deney yapilan diger bitki ¢aligmalar: ile paralel ¢ikti
[102, 113]. Yapilan deneyde ekstraktlarin konsantrasyonunun artmasi ile inhibisyonun
azald1 ve en yliksek inhibisyonu etanol ve metanol ekstraktlarinin yaptigi gorildi. Bu
sonu¢ 4.5’ de yapilan toplam fenolik bilesik tayini sonuglari ile ve 4.10 ‘da yapilan
DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve bitki ekstraktlarmin DNA hasarin1 onleyici
ozelliginin gozlenmesi sonuglari, 4.2. ve 4.3. de yapilan DPPH ve ABTS radikal
siiptirme aktvitesi sonuclar1 ile paralel ¢ikmasi deneyin dogru yapildigmin kanitidir.
Hem bu deney 4.10 ‘da yapilan DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve bitki
ekstraktlarmin DNA hasarin1 6nleyici 6zelliginin gdzlenmesi deneyi i¢in bize yol
gosterici bir 6n deneme oldu. Ciinkii: Yiiksek oranda reaktif hidroksil, DNA’ da
oksidatif zararlara neden olmakta ve bu hasar deoksiriboz sekeri {izerinde
gerceklesmektedir.

Ve son olarak yaptigitmiz DNA ‘da oksidatif hasar olusturma ve bitki
ekstraktlarmin DNA hasarmi1 Onleyici 6zelliginin gdzlenmesi deneyi yukarida
bahsedildigi gibi deoksiriboz yontemiyle yapilan deneyle paralellik gostermesi dogru
yapildiginin kanitidir. Deneyde en yiiksek koruyucu aktiviteye 400 pg/ml de %
99.82’lik bir koruma aktivitesiyle metanol ekstrakti, sonra 400 pg/ml de % 97.17°lik bir
koruma aktivitesiyle etanol ekstrakti olarak belirlendi. Etilasetat ve su ekstraktlarinda
koruyucu aktivite ¢cok diisiik olarak belirlendi. Konsantrasyonun artmasi ile koruyucu
aktivitenin arttig1 gozlemlendi. (Belirli bir konsantrasyondan sonra koruyucu aktivitenin
degismedigi daha O6nce yapilan 6n denemelerde belirlenmisti). Bu sonu¢ ada cay1 ve
nane iizerinde yapilan diger ¢calismalarla paralel ¢ikti1 [115, 116].

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulardan asagidaki sonuglar ¢ikartilmistir;

- Orneklerin icerigindeki fenolik bilesiklerin eldesinde ve buna bagli olarak
maksimum antioksidan aktivitesine ulagilmasinda ekstraksiyon ydnteminde

kullanilan ¢6zgen sisteminin 6nemi agikga gorilmiistiir.
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- Yiksek fenolik miktarma sahip olmanin, tiim antioksidan aktivitesi
calismalarinda yiliksek sonu¢ vermedigi agikga goriilmiistiir. Boylelikle tek bir
yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim
olmadig1 ve antioksidan aktivite belirlerken bir¢ok parametre ile bakmanin
kesinlikle gerekli oldugu anlagilmistir.

- Fenolik bilesenlerin metanol, etanol ve su gibi polaritesi yiiksek ¢ozgenlerde
daha cok ¢oziinebilecegi ve daha yiiksek antioksidan aktivite gosterebilecegi
kanisina ulasilmistir.

- Kiraz yapragint yemek olarak tiiketen Anadolu halkmin bu yemegin lezzeti
yaninda, yliksek degerde antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve buna bagh
olarak DNA hasarmi Onleyebilecegini ve bodylece oksidatif DNA hasarmin

neden oldugu hastaliklar1 6nleyebilecegini in vitro kosullarda da olsa 6grenmis
olduk.

Bu c¢alismanin sonuglar1 1s1ginda ileride yapilacak caligmalar i¢in asagidaki Oneriler

siralanabilir;

- Bu calismanm invivo kosullarda hayvan deneyleriyle desteklenmesi faydali
olacaktr.

- Bu tiir calismalarin her yoreye has olarak tiliketilen gidalara uygulanmasi,
halkimizin bilinglenmesi ve saglikli bir gelecek i¢in organik gida iiriinlerine

ragbet etmesi agisindan faydali olacaktir.
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