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OZET

Aromatik bitkiler agisindan oldukca zengin olan Labiatae familyasinin iiyelerinden
Sideritis cinsi, 46 tiir 53 taksondan olusmaktadir. Igerdigi taksonlardan 42 tanesi
endemiktir. “Dag cay1 ve Yayla cay1” olarak isimlendiren Sideritis bitkisi Tiirkiye
Florasi’nda oldukca dikkat ¢ekici bir 6zellige sahip olup cay ve halk ilaci1 olarak eski
yillardan beri kullanilmaktadir. Bu calismada, sideritis bitkisinin metanol extraktinin
antioxidant aktivitesi ve DNA ‘y1 radikallerden koruma etkisi incelendi. Bitkinin
antioksidan aktiviteleri in vitro sistemde farkli antioksidan testler kullanilarak bakildi.
Antioksidan aktivite icin toplam fenolik bilesen miktari, DPPH radikalini sondiirme giicii
ve si¢an beyni homojenatinda lipit peroksidasyonunu dnleme aktivitesi incelendi.

Fenolik bilesikler antioksidan aktivite gosteren molekiillerdir. Toplam fenolik bilesen
miktart Folin-Ciocalteu reaktifi yontemiyle belirlendi. Sideritis libanotica Labill. ssp.
linearis bitkisinin metanol extraktinin 1 mg’nin igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 179
+ 13 pg gallik aside esdeger olarak bulundu. 5-500 pg/ml derisim araliginda siderites
bitkisinin DPPH radikalini sondiirme giiciiniin % 7.5 + 0.70 - %91.0 £ 2.1 arasinda oldugu
tespit edildi. Sideritis bitkisinin metanol ekstrakti FeCl,-H,O, sisteminde giiclii lipit
peroksidasyonunu Onleme aktivitesi gosterdi. 0.25 mg/ml konsantrasyonda a-tokoferol ve
bitki ekstraktinin lipit peroksidasyonunu onleme aktiviteleri sirasiyla % 76.0 £ 1.5 ve %
66.0 = 1.3 olarak bulundu.

Ekstraktin ayn1 zamanda plazmid DNA’y1 hidroksi radikallerinin neden oldugu kesime
kars1 korudugu gozlendi. Elde edilen sonuglar sideritis bitkisinin antioksidan aktiviteye

sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sideritis, Antioxidan Aktivite, DNA Hasari, Lipid Peroksidasyonu.
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SUMMARY

Screening Of Antioksidant Activities Of Methanol Extract Of Sideritis libanotica

Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm’s

The genus Sideritis (Labiatae) is represented by 46 species and 53 Taxa in Turkey, 42
Taxa being endemic. Sideritis are widely used as herbal tea and folk medicine in Turkey
under the names dag cay1 and yayla cayi. In this study, the antioxidant properties of crude
methanol extracts of Sideritis libanotica Labill ssp linearis was examined for its
antioxidant potential and protective ability against DNA damage. The antioxidant activity
of crude methanol extract of plant was evaluated by several in vitro systems such as
determination of total phenolic compounds, DPPH radical scavenging activity and lipid
peroxidation in rat brain homogenate.

Phenols are very important plant constituents due to their radical scavenging ability.
The total phenolic content of extract was quantified with the Folin-Ciocalteu reagent and
total phenolic content of one-miligram of methanol extract was equivalent to 179+13.

The DPPH radical scavenging ability of crude methanol extract of sideritis was found
to be in the range of 7.5 = 0.70 % - 91.0 £ 2.1 % at the concentration range between 5-500
pg/ml. Methanol extract of Siderits showed strong inhibitory activity toward lipid
peroxidation of rat liver homogenate induced by FeCl,-H,0, system.

The inhibition of lipid peroxidation by a- tokoferol and methanol extract of Sideritis
was found to be 76.0 £ 1.5 % and 66.0 + 1.3 %, respectively. The extract was also
protected plasmid DNA from cleavege induced by hydroxyl radicals. These results showed

sideritis exhibits antioxidant activity.

Key Words: Sideritis, Antioxidant activity, DNA damage, lipid peroxidation
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1. GIRIS

Bu caligmada, Tiirkiye bitkilerinin antioksidan etkilerinin taranmasi amaciyla yapilan
ve halk arasinda ¢ay olarak yaygin olarak kullanilan bitkilerin basinda gelen Sideritis
tiirlerinden olan Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm bitkisi materyal
olarak kullanilmistir. Sekiz tanesi endemik olan toplam on Sideritis tiiriinden (S. amasiaca
Bornm., S. germanicopolitana ssp.germanicopolitana Bornm., S. vulcanica Hub.-Mor.,
S.dichotoma Huter, S. armeniaca Bornm., S. cilicica Boiss.&Bal., S. phlomoides Boiss.&
Bal., S. scardica Griseb., S. galatica Bornm., S. taurica Stephan ex Willd.) hazirlanan
ekstrelerin antioksidan etkileri incelenmistir. Ekstrelerin antioksidan etkileri in vitro olarak
lipit peroksidasyonlar1 Rancimat testi ile ve serbest radikal siipiiriicii etkileri ise DPPH
yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol olarak kullanilan BHT nin
antioksidan etkileri ile karsilastirilmistir [1]. Ayrica elde edilen ekstrelerin total fenol
miktarlari belirlenerek fenolik bilesiklerin varligi YBSK analizi ile tespit edilmistir.

Sideritis tiirlerinden endemik olan sekiz tiiri S. phlomoides, S. vulcanica, S.
germanicopolitana ssp. germanicopolitana, S. scardica, S. amasiaca’nin ugucu yag, S.
germanicopolitana ssp. germanicopolitana ve S.dichotoma’nin ise yag asidi igerikleri
baska arastirmacilar tarafindan daha once yayinlanmistir [2]. Yine baska bir ¢alismada,
Krimer ve Arkadaslari, Tiirkiye florasina ait 50 sideritis tiirliniin ucucu yag bilesenlerini
GC/MS ile analiz etmislerdir. Bu c¢alisma sonucu bu bitki tiirlerinin mono ve
sesquiterpence zengin oldugunu gozlemlemislerdir [3]. Baska bir calismada ise, Nakiboglu
ve Arkadaslart Sideritis sipylea bitkisinin antioksidant aktivitesine bakmislardir.
Antioksidan aktivite tayini icin toplam fenolik icerik ve DPPH radikalini sondiirme
yetenegini incelemislerdir. Sideritis sipylea’nin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
bulmuslardir [4]. Chalcat ve Ozcan calismalarinda, Sideritis tiirlerinden olan (Sideritis
Erythrantha Boiss.& Heldr.Var Erythrantha) bitkisinin ugucu yaglarimin bilesenlerini
aydmlatmiglardir. Bitkinin yaklasik 60 bilesenini bulmuslardir. Bu bitkinin baglica
bileseninin %25.13 oraninda B-pinene oldugunu saptamislardir [5].

Tepe ve Arkadaslann ise Tiirkiye florasina ait 4’ti endemik 5 farkli bitkinin
(Pelargonium endlicherianum Fenzl., Verbascum wiedemannianum Fisch. & Mey.,

Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)Borm., Centaurea mucronifera DC.



and Hieracium cappadocicum Freyn) metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesine
bakmiglardir. DPPH ve B- karoten /linoleik asit testlerini uygulamiglardir. Bu calismada
Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis bitkisinin ICsy degerinin 109 = 0.43 olarak
bulmuslardir [6].

Yesilyurt ve Arkadaslart Salvia cedronelle Boiss bitkisinin toprak iistiindeki
kisimlarinin aseton ekstraktinin toplam fenolik bilesen ve toplam flavonoid bilesen
miktarmi ilk defa arastirmislardir. Antioksidan potansiyel in vitro’da ii¢ farkli test
kullanilarak degerlendirilmigtir. Bunlar; toplam antioksidan aktivite icin B-karoten —
linoleik asit sistemi, radikal sondiirme aktivitesi icin DPPH, Metal selatlama icin Fe*? -
ferrozine test sistemleridir. Yiiksek derecede toplam fenolik bilesen icerigi, giiclii radikal
sondiirme giicii ve demir selatlama etkisi gozlenmistir. Bununla birlikte -karoten —linoleik
asit test sisteminde lipid peroksidasyonunun gozlenmedigi bildirilmektedir. Fitokimyasal
analizler sonucu p-hydroxyphenyylethyl docosanoate, oleanolik asit ve betulinik asitle
birlikte yeni kumarin (3-methoxy—4-hydroxy-methyl coumarine) elde edilmistir [7]. Yine
baska bir bitki caligmasinda ise, Tepe ve Arkadaglan tarafindan C.origanifolium bitkisinin
farkli polariteye sahip c¢oOziicii sistemleriyle ekstraktlarinin ve esansiyel yaglarinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini in vitro olarak arastirilmistir. Esansiyel yagi
giiclii antimikrobiyal aktivite goOsterirken diger polar olmayan ekstraktlar ve alt
fonksiyonlar1 1limli antimikrobiyal aktivite gostermisler ancak polar ekstraktlarinin
neredeyse hi¢ aktivite gostermedigi tespit edilmistir. 2,2-difenil—1-pikrilhidrazil (DPPH) ve
B-karoten-linoleik asit testleriyle antioksidan aktiviteleri incelenmis olup, polar ekstraktlar,
polar olmayan ekstraktlara gore daha fazla serbest radikal sOndiirme aktivitesi
belirlenmistir [8]. Liu ve Arkadaslan, Gingkgo biloba endofilik Xylaria sp. XY-28
meyvesinin antioksidant aktivitesini c¢esitli ¢oziicli sistemlerde Ol¢miislerdir. Toplam
fenolik bileseni en fazla olan metanol ekstrakt1 54.51 + 1.05 mg GAE/G kuru agirlik ve
en diisiik olan hegzan ekstrakti 9.71 = 0.57 mg GAE/g kuru agirhik olarak tespit
etmislerdir [9].

Chua ve Arkadaslar, Cinnamomum osmophloeum Kaneh. Bitkisinin butanol
fraksiyonunun toplam fenolik bilesen miktarina bakmislar ve 496,7 mg GAE/g olarak
tespit etmislerdir [10]. Topcu ve Arkadaslar, Pistacia terebinthus L. subsp. terebinthus L.
meyvelerinden elde edilen metanol ekstratinin toplam flavonid bilesen miktarina bakmuslar
ve metanol ekstraktinda 22.60 + 0.96 ng QUE/mg flavonid ekstrakti tespit etmislerdir [11].

Sideritis turlerinin ucucu yag bilesenleri, ucucu yaglarinin veya crudu extraktlarinin
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antimikrobiyal veya antioksidan aktiviteleri ile ilgili ¢aligmalar bazi arastirmacilar
tarafindan yapilmistir. Bununla beraber Sideritis tiirlerinin lipid peroksidasyonu veya DNA
kesimini Onlemesi iizerine etkisi ile ilgili arastirmalara rastlanmamistir. Bizim bu
calismadaki amacimiz, i¢c Anadolu bolgelerinde yetisen Sideritis libanotica Labill ssp.
linearis bitkisinin methanol ekstraktinin antioksidan ve DNA’y1 serbest radikallerden
koruma etkilerini arastirmaktir. Sideritis libanotica bitkisinin metanol ekstraktinin

antioksidan aktivitesi in vitro sistemde farkli antioksidan testler kullanilarak aragtirildi.

Resim. 1. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm



1.1. Dogal Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlarin gidalardaki kullanimi 1940'l1 yillarda BHA ve gallik asidin
esterlerinin oksidasyonu onlediklerinin anlasilmasiyla baglamistir. Demir ve bakir gibi
transisyon metallerinin zararli etkileri sitrik asit (CA), etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
veya onlarin tiirevlerine metal deaktivator veya kelat ajan1 olarak etki ettikleri ondan
sonra bulunmustur [12]. 1954'te ABD'de BHT'nin gidalarda kullanilmasina miisaade
edilmistir. Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) 1972'de ticari ol¢iide kullanilmaya
baslamistir. Sentetik antioksidanlarin muhtemel karsinojenik etkileri biiyiiyen bir tepkiye
neden olmaktadir. Boylece Japonya ve cok sayidaki diger iilke BHA'min gidalarda
kullanilmasina izin vermemektedir. TBHQ'nun da Kanada, Japonya ve Avrupa
tilkelerinde kullanimina izin verilmemektedir. Bu yiizden sentetik antioksidanlarin yerine
dogal antioksidanlarin kullanimi i¢in genel bir istek mevcuttur. Fenolik maddeler dogal
antioksidantlarin en 6nemli gruplarimi olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda
goriilen polifenolik bilesenlerdir, en yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoitler,
sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bu maddelerin,
besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklar
bilinmektedir. Bu nedenle uzun yillardir besinlerin koku ve tad gibi 6zelliklerini arttirmak
icin katki olarak kullanilan baharat ve aromatik bitkiler giderek 6nem kazanmaktadir.

Aromatik bitkiler acgisindan olduk¢a zengin olan Labiatae familyasinda yer alan
Sideritis cinsinin Tiirkiye florasindaki revizyonu, A. Huber-Morath tarafindan
yapilmistir. Bu familyanin iiyelerinden Sideritis cinsi, 46 tiir 53 taksondan olugmaktadir.
Icerdigi taksonlardan 39 tanesi endemik olan bu cins, % 78.2’lik endemizm oram ile
Tiirkiye Florasi’nda oldukg¢a dikkat cekici bir 6zellige sahiptir [13]. Sideritis tiirlerinin
toprak iistii kistmlar1 ¢ay ve halk ilaci olarak eski yillardan beri kullamilmaktadir. Bu
tiirlerin antispazmodik, antifeedant (boceklerde istah 6nleyici), karminatif, analjezik, sinir
sistemi stimulani, sedatif, antitussif ve antikonvulzan etkilere sahip oldugu kayithdir [14].
Ayrica halk arasinda genellikle “Dag ¢ay1, Yayla ¢ayr” olarak isimlendiren bu tiirlerden
hazirlanan caylar soguk alginligi, o©ksiiriik ve sindirim sistemi rahatsizliklarda
kullanilmakta ve bal yapic1 6zelliklerinden dolay1 arilarca da tercih edilmektedir. Bu
tirler fitokimyasal olarak bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmis ve ucucu yag,
diterpenoid, yag asidi, kumarin ve flavonoit grubu bilesiklerin varliklar1 rapor edilmistir.

S. phlomoides’in Nigde dolaylarinda cay olarak kullanildigi, S. scardica’nin ise



dekoksiyon halinde Bulgaristan, Arnavutluk, Makedonya ve Rusya’da kullanildig
kayithdir [15].

1.1.1. Vitamin E

Cogunlukla hiicre membraninda bulunur ve eger gérevini yapmazsa serbest radikaller
membrana, DNA'ya ve diger hiicre komponentlerini etkiler. E vitamini (alfa tokoferol)
normal reprodiiksiyon, kas islevleri ve pek ¢ok diger viicut fonksiyonu i¢in gereklidir. E
vitamini siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini
ve diger radikalleri indirgeyen zincir kirici antioksidan olarak bilinir. Vitamin E
yiikseltgendikten sonra ve parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan
yeniden indirgenebilmektedir. Glutatyon ile E vitamini serbest radikallere kars1 birbirini
tamamlayic etki gosterirler.

Glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E peroksitlerin
sentezini engeller. Vitamin E selenyumun organizmadan kaybimi oOnleyerek veya onu

aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacim azaltir [16]

1.1.2. Vitamin C

Yillardan beri yapilan pek cok arastirma, C vitamininin etkili bir anti-kanser ajam
oldugunu bulmustur. Caligmalar C vitamininin antioksidant 6zelliginin kanseri yenmede
birka¢ yolla oldugunu savunmaktadir. Lipitlerin peroksidasyonunu Onleyerek
dejenerasyon ve yaslanma olaylarinda etkilidir. Yetiskin insanlarla yapilan bir ¢caligsma bir
yil siireyle giinlik 400 mg C vitamininin serumdaki lipit peroksitleri azalttigim
gostermistir. Vitamin C ayn1 zamanda DNA'ya verilebilecek serbest radikal hasarlarini da
engellemektedir. Son yillarda yapilan calismalar C vitamininin antiaterojenik ve
antikanserojen etkileri iizerinde yogunlasmistir. Zaitsev ve arkadaglari, C vitamininin
arteriyel  kolesterolin  mobilizasyonunda ve  kolesteroliin  safra  asitlerine
katabolizasyonunda hizlandirici rol oynadigini ve bdylece kalp hastaliklarinda koruyucu
gorevinin oldugunu belirtmislerdir [17].

C vitamininin giinliik hayatta en cok kullanim1 antiviral ve antibakteriyel etkisine
dayanmaktadir. C vitamininin hem kan lokositleri ve retikiilloendotelial sistemin
makrofajlarn tarafindan yapilan fagositozis icin gerekli oldugu, hem de interferon
yapimini arttirdigl ve boylece immiin cevap modiilasyonunda rol oynadigi vurgulanmistir

[18].



Son yillarda 6zellikle C vitamininin kanser hastalarinda, hastanin direncini saglayan
bircok mekanizma yaninda, kanser hiicre sitotoksisitesinde énemli rol oynayabilecegine
iliskin baz1 bulgular elde edilmis, antiviral aktivitesinden dolay1 viriisler tarafindan
olusturulan insan kanser tiirlerinde koruyucu ajan oldugu belirtilmistir [19]. Boylece
Pauling ve Cameron'un ¢alismalarinda da vurgulandigi gibi cok yiiksek dozlarda C
vitamini alinmasinin kanserli hastalarin tedavisinde yararli olabilecegi konusunda
tartismalar yapilmistir [20].

Pauling ve Cameron, C vitamininin kanserdeki yerini isaret ederken, malign
saldiridan sorumlu olan lizozomal glikozidazlarm feedback inhibisyonunda gerekli
oldugunu ve malign hiicrelere karsit secici bir sitotoksik etki olusturdugunu
savunmuglardir. C vitamininin aliminin artmasiyla interselliiller yapinin dayanikliligi da
artmaktadir. Askorbat tiimérlerin etrafinda koruyucu bir kapsiil olusturmakta, bdylece
neoplastik isgale kars1 fibroz bir engel meydana gelmektedir. Bu ve immiin mekanizmay1
destekleyici rollerinden dolay1r malign tiimorler etrafinda olusturulan infiltrasyon ve

metastaz ile meydana gelen akima kars1 dokunun dayanikliligi fazlalasmaktadir [21].

1.1.3. Karotenler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada ©Onemli gorevleri olan
pigmentlerdir [22]. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan -karotenin, singlet oksijeni
bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direkt olarak

etkileserek antioksidan vazife gordiigii tesbit edilmistir [23].

1.1.4. Flavonoidler

Flavonoidler bitkileri UV 1sinlarina ve mikroorganizmalara karsi korurlar. Bitkilerin
bol ve kisa dalga boylu giines 1s18ina ragmen gelismeleri bu pigmentleri ¢ok fazla
miktarda sentezlemesiyle miimkiin olabilmektedir. Giines 1sinlarinin etkisi ile bitki
yaprak ve dokularinda fenolik maddeler ‘inde sentezlenmesini saglayan fotomorfogenez
reaksiyonlari baslar. Insanlarda flavonoidler, bagisiklik sistemini giiclendirir ve kalp krizi
riskini azaltir. Bitki hiicre ve dokularinda basit fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismi,
fenolik asitler ve fenilpropanoidlerin sentez yollarinin ara ve son iiriinleridir [24].

Vaskiiler bitkilerde bulunan flavonoidlerin, 6400’den fazla farkli yapis1 aydinlatilmig
olup [25], bitkilerin ta¢ yapraklarimin ve meyvelerinin renk olusumuna etken

maddelerden olmasi [26], UV ve c¢esitli zararhlara karsi bitkiyi korumasi, otcul
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hayvanlara kars1 verdigi tiksindirici 6zelligi yaninda, hayvan ve insan iizerinde gostermis
oldugu antioksidant [27], antikanser, Ostrojenik, antifungal, antiviral [28], antibakteriyal
[29] ve son yillardaki arastirmalarda elde edilen kalp hastaliklarinda gostermis oldugu

olumlu etkisi gibi canlilar {izerinde bir¢ok fizyolojik 6zellik gosterdigi kanitlanmistir.

1.1.5. Fitosteroller

Fitosteroller dogada serbest halde veya yag asitleri, fenolik asitler veya glikosidlerle
esterlesmis hallerde bulunurlar [30]. Genel olarak, bitkisel gidalarda bulunan fitosteroller
ve fitostanoller, 4-desmetil steroller kategorisinde yer almaktadirlar. Fitostanollerden
yaygin olanlar ise sitostanol ve kampestanol’diir [31]. Fitosteroller, kolesteroliin
bagirsaktaki emilimini engelleyerek, kandaki toplam ve LDL-kolesterol seviyelerini
diisiiriicti etki gostermektedir. Bu faydanin temin edilebilmesi icin diyetle 1g/giin
fitosterol alinmasi gerekmektedir . Giinliik alinan fitosterol miktarinin 2-3 g olmasi
halinde en iist seviyede etki olustugu bildirilmektedir[32]. Kolesterol emiliminde dnemli
azalma saglanabilmesi icin yaklasik 150 mg/giin ve kanda LDL-kolesterol diizeyinin
disiiriilebilmesi icin bu miktara yaklasik 800 mg/giin ilave fitosterol alinmasi gerektigi
ifade edilmektedir [33]. S6z konusu miktarlarin alinabilmesi icin giinliik diyetin ¢ok iyi
hazirlanmas1 veya diyetin fitosterollerle zenginlestirilmis gidalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Fitosterollerin beslenmedeki tiiketim diizeylerinin bilinmesinde ve insan
saghgma bu mindr  bilesiklerin  dogal  konsantrasyonlardaki  etkilerinin
degerlendirilmesinde bitkisel gidalarin fitosterol igeriklerine ve kompozisyonlarina ait

verilere gereksinim bulunmaktadir [34].

1.1.6. Fenolik Bilesikler

Fenlik bilesikler bitkilerde dogal olarak olusan maddelerdir.Bir veya daha fazla
aromatik benzen halkalar1 ile bir veya daha fazla hidroksil gruplarinin bir araya
gelmesiyle olusurlar. Fenolik bilesikler, asidiktir ve kolayca parcalanabilirler.Fenolik
bilesikler bitkileri ultraviyole 1sinlardan, hastalik ve zararlilardan korurlar.Renk ve
aromaya katkida bulunurlar, ayn1 zamanda biiyiimeye ve iiretime yardim ederler.Bu dogal
bilesiklerin cogu bitkilerde belirlenmistir [35].

Fenolik bilesikler bitki dokularinin normal gelisimi sirasinda enfeksiyon, yaralanma
ve UV i1sinlarina maruz kalma gibi stres kosullar1 altinda sentezlenmektedir.Fenolik

bilesiklerin dokulardaki ve hiicrelerdeki diizeyleri daima aymi degildir.Farkli meyve ve



sebzelerin toplam fenolik bilesik icerikleri arasinda genis bir gesitlilik vardir. Fenolik
bilesiklerin antioksidant aktivitesi; serbest radikalleri temizlemesi ve hidrojen atomlarim
veya elektronlarin1 vermesinden kaynaklanmaktadir.Fenolik bilesiklerin yapilar serbest
radikallerin belirlenmesinde bir anahtardir.Ayrica,fenolik bilesiklerin sagliga faydalan

onlarin emilimine ve meteboliszmasina baglidir [36].

1.1.7. Kumarinler
Kumarinler, benzen ve a-piron halkasindan meydana gelmis fenolik bilesenlerdir.
Warfarin iyi bilinen bir kumarindir, antikoagulant olarak kullanilir. Kumarinler

makrofajlar1 uyararak infeksiyon iizerinde indirekt etkiyapar [37].

1.2. Serbest Radikaller

Canlilar yasamlarim siirdiirebilmek icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Oksijenin dig
yoriingesine bir veya daha fazla eslesmemis elektron eklenmesiyle bu molekiil giiclii bir
toksine yani bir serbest oksijen radikaline doniisiir [38]. Bu bilesikler de son
yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igerdikleri icin kolayca diger molekiillerle
reaksiyona girerek onlar tahrip edebilen bilesikler olustururlar ve organizmada cok etkili
bir hasar meydana getirirler [39].

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bagin yapisia girebilir. Ayrica iki
elekronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru donen bir
elektronun esi asagiya dogru donen bir elektrondur. Bir bag koptugunda elektronlar ya
birlikte kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da ayrilirlar (biri bir atoma, digeri digerine).
Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest radikaller
olusur. Bu eslesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip
islerine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli hemde kullanish yapar.

Serbest radikaller yasam icin gereklidir. Elektron taransferi enerji iiretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olusturur. Ama eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Cogu elektronlar ¢ift halde bulunurken,
serbest radikal bu elektronlart birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonugta
serbest radikal kendine bir ¢ift elektron alarak elektron cifti haline gecer, diger elektron

serbest radikal olur.



Normal kosullar altinda bu serbest radikallerin yikimi ve tiretimi bitki hiicresi i¢cinde
diizenlenmektedir. Buna ragmen cevresel stresler (yiiksek 1sik yogunlugu, herbisitler,
patojen saldirilar, kuraklik, tuzluluk, hava kirliligi vs.) sonucunda serbest radikaller ile
antioksidan sistemin aktivitesi arasinda denge bozulmakta ve protein denaturasyonu, lipid
peroksidasyonu ve DNA mutasyonlarinida igine alan oksidatif hasarlar meydana

gelmektedir [40].

1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler Oksijen, temel halde eslesmemis iki elektronu olan kararli bir radikaldir
[41]. Baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere oksidan
molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS)’de denilmektedir[42].

Reaktif Oksijen tiirleri (ROS) normal fizyolojik olaylar sirasinda olugmaktadirlar ve
membran lipitlerinin peroksidasyonunu baslatip, lipit peroksitlerin birikmesine Onciilitk
edebilirler. Ancak, ROS antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilirlar. ROS
olusumu ve antioksidan sistem tarafindan etkisizlestirilmesi arasinda bir denge vardir.
Patolojik durumlarda bu denge bozulup, ROS olusumu Oksidatif strese neden olmaktadir.
ROS ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik hiicresel membranlar
veya hiicrei¢i molekiillerde oksidatif modifikasyonlara yol acar [43].

ROS aktiflesmemis oksijenin c¢esitli formlaridir. Bu formlar, siiperoksit anyon
radikali (O,7) ve hidroksil radikali (HO'), serbest radikal olmayan hidrojen peroksit
(H,0,) ve singlet oksijen (102)’dir [44,45]. Oksijenin bu oldukga reaktif ve zehirli tiirlere

indirgenmesi sonucu zararl etkiler olusur [46].

1.3.1.Siiperoksit Radikali (0, )

Siiperoksit radikali ( 02'_) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir

elektron alarak indirgenmesi sonucu olugur. Indirgenmis gegis metallerinin

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir.

F62+ + 02 E— FC3+ + O



Cu" + O I Cu," + O

Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen

peroksit meydana gelir.

HOz‘ + 02 + HY EEE— 02 + H202

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom c¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak

davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.

- . +
Sitc(Fes™) + O, + O, _ O, + sitc(Fey")

Siiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak davranarak bir

elektron alir ve hidrojen perokside (H,0,) indirgenir. Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir
serbest radikal olan nitrik oksit (NO.) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan
peroksinitrit (ONOO_) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NOZ_) ve nitrat (NO3_)
olusturmak iizere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit (NO2.), hidroksil radikali

. + .
(OH), nitronyum iyonu (NO, ) gibi toksik iriinlere doniisebilir ki nitrik oksitin (NO )

zararh etkilerinden peroksinitrit sorumludur [47].

1.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron

almas1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu

+
olusan peroksitin iki proton (H ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
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0, +e¢ +2H — H0,

O, +2e + 2H" E— H,0,

Siiperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir.

Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan perhidroksi

radikali (HO, ) olusturmak iizere protonlanir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin

asil {retimi, siiperoksidin (02') dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit molekiilii,

siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijeni olustururlar.
20, +2H ————— H0, + O

Bu reaksiyon, radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.,8'de en hizhidir, enzimatik dismutasyon ise
spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH'da daha belirgindir.

Hidrojen Peroksit yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi
tagtmaz, reaktif bir tiir degildir. Hidrojen Peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni, demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
davranmasidir. Hidrojen Peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir
ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)

2+
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe veya

diger gec¢is metallerinin varlifinda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin
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(0, ) varhginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH ) olusturur [48].

Fenton Reaksiyonu Haber — Weiss Reaksiyonu
Fe* 0y
+ +
H,0, H,0,
H*
Fe'* (o}
+ +

OH H,O
+ +

OH OH

1.3.3. Hidroksil Radikali (OH )

Hidroksil radikali (OH.), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan
radikaldir, yarilanma Omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen

tirlerinin (ROS) en giicliisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS ), karbon merkezli organik

radikaller (R ), organik peroksitler (RCOO ) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta

biiyiik hasara neden olur [49].
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R-SH + ~"OH E— RS + HO

CHy + OH — CH™ + H)O

1.4. Hiicrede Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Kaynag:

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara {iiriinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest
radikal ara iirlinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle kazara
etkilesirler ve sonucta serbest oksijen radikalleri olusur. Normalde hiicrelerde en biiyiik
serbest oksijen radikali kaynagi mitokondrial elektron transport zincirinden sizintidir.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda
indirgendigi zaman mitokondrial siiperoksit radikal iiretimi artar [50].

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi, membrana
bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Bircok enzimin katalitik dongiisii
sirasinda da serbest radikaller ortaya cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir.
Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin
yikilim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden iirik asit olusumu basamaklarinda

elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O,) daha ¢ok NAD" kullanilir.

Oksijensizlige bagli olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunun azaldigi durumlarda
(iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin bazi, ksantin oksidazin bir oksidaz olarak
etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin oksidazin oksidaz olarak aktivite
gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniisiirken molekiiler

oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir [51].

1.4.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniisiimii sirasinda
meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam igin vazgecilmez
olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen ve son
derece reaktif olan ara iirlinler olusur. Reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak bilinen
bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir. Serbest
radikallerin etkisiyle ortaya c¢ikan bozukluklarin basinda cesitli zarlardaki lipid
peroksidasyonu (LPO) gelmektedir. LPO, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve

13



zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal bir
olay olarak tanimlanmaktadir [52].

Serbest radikaller ve oksijen tiirevi serbest radikaller niikleik asitler, serbest amino
asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu
makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen
hemen biitiin simiflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir veya tersinmez hasar
meydana getirilebilmektedirler [53].

Kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamasyonlar, norolojik sinir dejenerasyonlari,
Alzheimer, mutasyonlar ve kanser gibi temel hastalik proseslerinde ¢ok biiyiik oneme
sahip olduklar1 bu konulardaki calismalar ilerledik¢e daha iyi anlasilmaktadir [54].
Bunlarin iskemi, reperfiizyon, kanserogenez[55], yaslanma[56] gibi temel hastalik
proseslerinde ¢ok biiyilk dneme sahip olduklar1 bu konulardaki ¢aligmalar ilerledikce

daha iyi anlasilmaktadir

1.4.2. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Biyolojik zarlarin tiimii, poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve zar
proteinlerinin birlesmesinden olusur. Lipit peroksidasyonu, coklu doymamis yag
asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar
seklinde uzayan, lipid peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu
bazi tiriinlere ¢evrilmesi seklinde sonlanan siirectir [57].

Lipit peroksidasyonu, membranlara yakin bolgelerde ortaya c¢ikan "OH radikalinin
membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur [58]. Reaksiyon
‘OH radikalini ortadan kaldirir, fakat membranda “C” merkezli lipid radikali olusur.
Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil ici ¢ift
baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dien yapilar1 ve daha sonra lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana
gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitleri ile
reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga c¢ikan
H parcacigi ile birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder [59]. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi
dolayist ile reaksiyonlarin ¢cogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksil
radikalleri ve aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve

polimerizasyonuna neden olur. Boylece membranlarda, reseptorleri ve membrana bagh

14



enzimleri inaktive etmek suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana
getirebilirler. Iyon transportunu etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve zellikle diisiik
dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre

fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler [60].

1.4.3. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere kars1 lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren amino
asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana
gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller ve
siilfiir radikalleri meydana gelir. Yapilarn bozulan proteinler normal fonksiyonlarini
meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde
degisiklikler meydana gelir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar
goriirler. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin oOlgiilmesi ile proteinlerin
oksidatif hasari 6lciilebilir. Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda enzim
aktivitesinde azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhihitor aktivitesinin kaybi,

protein agregasyonu ve immunojen aktivitede artis meydana gelir [61].

1.4.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar tizerine de 6nemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz
ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit ve hidrojen
peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein capraz
baglanmalarina yol acarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlasmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklar ileri
siriilmektedir [62].  Serbest radikaller, bu kabil etkilerinden dolayr cok cesitli
hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin
gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriasis, romatoid artrit, behget hastaligi,
cesitli deri, kas ve goz hastaliklari, kanser ve yaslhlik gibi bircok hastalikta serbest radikal
iretiminin arttiglt ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu
gosterilmistir [63]. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser
ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar [64]. Glikozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin

viskositesinde 6nemli rol oynayan hyaliironik asitin reaktif oksijen tiirleri ile etkilenmesi
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ile bag dokusu stabilitesi bozulur. Hyaluronik asit parcalanmasi inflamatuar eklem
hastaliklarinda sinovyal sivinin karakteristik bir 6zelligidir. Goziin vitreous humourunda
da bol miktarda hyluronik asit bulunur. Bunun da oksidatif hasar1 katarakt olusumuna

katkida bulunur [65].

1.4.5. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagli hiicre 6liimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin
reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirleri DNA c¢ift sarmalinin
ayrilmasina veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir [66]. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Eger hidroksil radikali
DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve primidin bazlarina saldirabilir ve
mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen c¢ikarir veya cift baglara katma tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha
stnirhidir.

Siiperoksit anyonu gii¢clii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron
yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer [67]. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre
cekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol
acabilir [68]. Reaktif oksijen tiirleri, DNA’nin oksidatif hasar1 sonucu karsinogenesis,

hastaliklar ve yaglanmada énemlidir [69].

1.5. Oksidatif Hasar Sonucu Olusan Hastaliklar
Serbest radikallere bagli olarak olusan hasar kanser, aterosklerotik kalp damar
hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklar ve normal yaslanma siireci de dahil olmak iizere

insanlarda goriilen bir¢ok hastaligin patofizyolojisinden sorumlu tutulmaktadir.

1.5.1. Yaslanma

Viicutta iiretilen oksijen radikallerinin ¢ok yonlii hasarlara neden oldugu artik kesin
olarak bilinmektedir. Bu radikaller hiicre zarlarinin temel yapisida bulunan lipidleri,
proteinleri, proteinlerdeki -SH gruplarim yiikseltger, -S-S- gruplarim indirger, protein-

protein capraz baglantilar olusturur, peptidleri pargalar, aldehitlerle tepkir, 6zellikle aktif
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merkezlerinde Fe-S bulunan enzimleri inaktive ederler. Niikleik asitlere de etki ederek
temel yapidaki cifte sarmalin kirilmasina, yeni baz ve seker gruplarinin eklenmesine ve
molekiiller aras1 capraz baglanmalara, yani biiyiik hasarlara neden olurlar. Hiicre hasar
hizi, reaktif oksijen radikallerinin iiretim hizi, bunlarin ortamdan atilma hizi ve hasar
tamir hizina baghdir. Oksidatif hasar hiz1 arttikca da yasam siiresi azalir. Mitokondride
antioksidant korunmanin artmasi yaslanma islemlerini geciktirir. Mitokondrial DNA
mutasyonunun onlenmesi hiicrenin solunum kapasitesini korur ve yaglanmanin gecikmesi
icin avantaj olusturur. Ayrica serbest radikal tepkimelerinin yasa baglhh olarak
kardiyovaskiiler ve sinir sisteminde onemli bozulmalara neden oldugu kabul edilir. O
halde radikal olusturucu ve oksidatif hasar yapici etken ve maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasi ile viicutta radikaller ve bunlarin sebep oldugu hasarlar azaltilarak yasam

siiresi artirilabilir [70].

1.5.2.Ateroskleroz

Oksidadif hasarin temel 6zelliklerinden birisi lipid peroksidasyonudur. Ateroskleroz;
damar duvarinda kolesterol, lipid birikimi ve bag doku artimi ile gelisen patolojidir [71].
Ateroskleroz ve komplikasyonlari, bati toplumlarindaki gibi yasl niifusun yogun oldugu
ilkelerde, en 6nemli 6liim sebebidir. Aterosklerozun baslangici lipoprotein birikimi ve
modifikasyonu ile baslar. Yagh cizgilenme aterosklerozun baslangi¢ lezyonudur. Bu
erken lezyonlarin olusumu en sik olarak arter duvariin intima bolgesindeki lipoprotein
iceriginin artmasindan kaynaklamiyor goriinmektedir. Aterosklerozun ilerlemesinde,
mekanik zedelenmenin oldugu bolgede agiga cikan oksijen radikalleri dnemli bir role
sahiptirler [72].

Serbest oksijen radikalleri, yeni iiretilen endotel ve bag doku hiicreleri ile
proteoglikan ve kollagen gibi bag doku proteinleri lizerine zararl etkiler yapmaktadirlar.
Damar duvarinda biriken lipidler ve kolesterol burada okside olarak kolesterol
oksidasyon {iriinlerine (oksisterollere), LDL de okside-LDL (OK-LDL)'ye doniismektedir
[73]. Okside LDL molekiilleri, makrofajlarin ¢opcii (scavenger) reseptorleri aracilifiyla
hiicre icine alinip, aterosklerotik lezyonlarin erken gostergesi olan kopiik hiicrelerinin
olusumunu kolaylastirmaktadir. OK-LDL, lipoksijenazi uyararak makrofajlardan O,
salinmmina yol agmakta ve oksidatif zedelenmenin ilerlemesine neden olmaktadir.
Boylece OK-LDL, inflamasyona, damar endotelinin zedelenmesine ve tromboza da yol

acmaktadir [74].

17



1.5.3. Kanser

Oksidatif ve Serbest radikaller somatik hiicrelerde DNA mutasyonunu
gerceklestirerek (baslangic asamasi), tiimorjenik hiicrelerin yayilmasinmi hizlandirarak
(gelisme asamasi) ve maling tiimorleri kansere cevirerek (ilerlme asamasi) tiim
asamalarda kanser olusumunu ve gelisimini tetiklerler. Reaktif oksijen tiirlerinin kanserin
baslangicinda, gelismesinde ve metastazinda bircok etkisinin oldugu, kanser tedavisi ve
onlenmesinde antioksidant kullaniminin etkisini arastiran klinik c¢aligmalarda
belirtilmektedir. Hiicre ¢ogalmasi ve Oliimii arasindaki dengeyi saglamak icin ROS
seviyesinin diizenlenmesi gerekir. Asir1 antioksidan tikketimi de dengeyi bozup
istenmeyen etkilerin meydana gelmesine neden olabilir. Bazi kemoterapi ilaglar1 ve
radyoterapi yiiksek seviyede ROS iireterek kanser hiicrelerini 6ldiiriir, bundan dolay1
antioksidant kullamimi1 bazi kanser tedavilerini engelleyebilir. Bununla birlikte bazi
sonuclar antioksidant kullaniminin kemoterapide yan etkileri engelledigini ve uzun
siireli tedaviyi gerektirdigini gostermistir [75]. Karsinogenezin ilk basamagi, DNA’nin
dontigiimsiiz hasan ile baslar. DNA’nin oksidatif hasar1 kimyasal veya yapisal olabilir
[76]. Hidroksi radikali DNA molekiiliniin tiim komponentlerine, deoksiriboz
omurgasina, piirin ve piirimidin bazlarina saldirir. Hidroksi radikallerinin deoksiriboz ile
kimyasal reaksiyonu sonucu piirin ve piirimidin bazlar agiga ¢ikar. Bu DNA baz iiriinleri
DNA’da mutajenik bolge meydana getirirler. En yaygin Oksidatif DNA baz1 8-
hidroksideoksiguanozindir. Normal insan hiicrelerinde yaklasik olarak 10° guanidin
kalintisindan bir tanesi 8-hidroksideoksiguanozine doniigiir [77]. 8-
hidroksideoksiguanozin-deoksiadenozin hatali ¢iftlesmesi sonucu olarak GC baz cifti, TA
baz ciftine doniisiir [78]. Yiiksek konsantrasyonlarda intraseelliiler Ca™, proteinkinaz C
ve S6-kinaz gibi diger protein kinazlar1 aktive eder. Hem protein kinaz hem de S6 kinaz
cesitli fosforilasyon olaylarinda transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu diizenlerler ve
bunun sonucunda hiicre cogalmasimi etkilerler. Karsinogenezin son basamaginda
kontrolsiiz biiyiime, bagisiklik denetiminden kurtulma, doku istilasi ve metastazi gibi

malingnat 6zellikler gelisir [79].

1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek

icin viicutta bir¢cok savunma mekanizmalar1 geligmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma
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sistemleri’ veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinen; serbest radikalleri notralize eden,
serbest radikal hasarlarimi tamir etmeye yardimci olan ve viicudun onlardan etkilenmesini
minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerin bir sinifidir [80].
Antioksidanlar anlayabilmek i¢in onlarin notralize ettigi serbest radikallerin kaynagini ve
neler yapabilecegini bilmemiz gerekir. Antioksidanlar olarak adlandirilan mikro besin
maddeleri, yiyecekleri 6zellikle yaglar oksidasyon ve bozulmaktan koruyan maddelerdir.
Adlarindan da anlasilacag: lizere oksijenin diger maddelerle birlesmesini Onleyerek
canlidaki maddelerin okside olmasini engellerler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidan sistem biitiin bunlar1 yaparken temelde;
serbest radikalleri hiicre zarina, niikleik asitlere (DNA) ve hiicre bilesenlerine
saldirmadan kendine ceker ve baglar. Antioksidan 6zelligi bilinen bircok farkli madde
vardir. Bu maddelerin bir kismim1 6zellikle bitkilerden alirken, bir kismini viicut kendisi
tiretir. Antioksidanlar, endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli olmak iizere baglica
iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut
olanlan etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve
olmayanlar seklinde de siniflandirilabilirler. Hiicrelerin hem sivi hem membran
kisimlarinda bulunabilirler.
Endojen (Dogal) antioksidanlar:
—Enzimatik Antioksidanlar: Katalaz, Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz
—Enzimatik olmayan Antioksidanlar : B-karoten, E vitamini, Askorbik asit, sistein,
albumin, bilurubin, hemoglobin v.s.
Eksojen antioksidanlar:

Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz Inhibitorleri [81].

1.6.1. Antioksidan Enzimler

Zincir kiric1 antioksidanlar, peroksil radikalleri ile direkt olarak tepkimeye girerler ve
zincir uzunlugunu miimkiin oldugu kadar kisa tutarak peroksidasyonu engellerler.
Antioksidanlarin fonksiyonlari, genel olarak koruma, durdurma ve tamir olmak iizere 3
kisimda toplanabilmektedir. Radikal stresin baglangicinda meydana gelen primer radikal
(RO), lipid radikallerin (LO) olusumuna yol agmaktadir. Daha sonra olusan lipid peroksil
radikali, a-tokoferol radikalinin olusumuna neden olmaktadir. Askorbik asit (vitamin C)

ve a-tokoferol (vitamin E) membran1 oksidatif hasara karsi koruyabilen onemli

19



antioksidanlardir. Askorbik asit tokoferoksil radikalini indirgeyerek tokoferoliin radikal
temizleme aktivitesini diizenlerken, askorbik asitin redoks durumu hiicre ici GSH
tarafindan kontrol edilmektedir. Dolayisiyla, E vitamininin fonksiyonunun devami ve
rejenerasyonu i¢in askorbik asit ve GSH’a ihtiya¢ duyulmaktadir [82].

Oksijen radikallerinin etkisiyle ortaya cikabilecek oksidatif hasarlar1 ©nlemek
amaciyla canl sistem tarafindan gerceklestirilen pek ¢ok korunma mekanizmasi vardir.
Bunlar intraselliiler ve ekstraselliller olmak {iizere iki gruba ayrilir [83]. Intraselliiler
enzimlerin SOD, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GSSG-R) ve katalaz (KAT) oldugu
bilinmektedir. Sonraki savunma hatt1 ise ekstraselliller nonenzimatik antioksidanlar
tarafindan olusturulur. Bunlar; vitamin E, vitamin C, [-karoten, transferrin,

seruloplazmin, albumin, haptoglobin gibi bilesiklerdir [84].

1.6.1.1. Katalaz

Katalaz (KAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane
hem grubu igceren bir hemoproteindir. Molekiil agirligi 248,000 Dalton’dur. Daha ¢ok
peroksizomlarda lokalizedir. KAT’1n indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi  kiiciik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii  lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve
bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir [85]. Katalaz, hidrojen peroksitin su ve
oksijene doniistiiriilmesini katalizleyen ve boylece hidrojen peroksitin hiicresel bilesiklere
zarar vermesini engelleyen koruyucu bir enzimdir. Hidrojen peroksit, katalaz tarafindan
par¢alanmazsa viicut icin ¢ok tehlikeli bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin
onculii olarak davranir ve bu radikal hiicrede kalici hasarlara neden olur. Katalaz,
hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicis1 hemde elektron vericisi olarak

kullanmaktadir [86].

1.6.1.2. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit Dismutaz enzimi (superoxide oxido reductase, EC 1.15.1.1) oksijeni
metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine kars1 énemli bir defanstir.
Siiperoksit dismutaz’in fonksiyonu aerobik organizmalan siiperoksitin zararh etkisine
kars1 korumaktir. Siiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica dismutasyonunu
katalize eder. SOD katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir. Kofaktor olarak

icerdigi metal iyonuna gore ii¢ sinif dismutaz enzimi vardir:
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(1) Bakir ve Cinko iceren dismutazlar (Cu, Zn SOD) genel olarak okaryotik
hiicrelerin sitozoliinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disiilfit bagi ile birbirine bagh iki
aynm alt birimden olusur ve alt birim basina birer ¢inko ile bakir igerirler. Enzimin
etkinligi icin bakir mutlaka gerekli iken ¢inko; Co2+, Hg2+, Ca2+ ile yer degistirebilir.
Dismutasyon bakir ile siiperoksit radikali arasindaki etkilesimle basarilir.

(2) Mangan iceren dismutazlar (Mn SOD) prokoryotlarda ve mitokondri matriksinde
bulunur. Birbirinin ayn1 iki alt birimden olusan ve her alt birimde bir atom Mn iceren
dismutazlardir.

(3) Demir iceren dismutazlar (Fe SOD) prokaryotlarda ve bazi bitkilerde bulunur. Mn

siiperoksit dismutaza benzer yapidadir [87].

1.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirllmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Molekiil agirlhigr ise yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayn1 dort subiinitten
olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle
hiicreleri cesitli hasarlara kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir [88]. Bu
enzimin varlign ilk defa Mills tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde
saptanmistir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir [89]. Enzim
aktivitesinin % 60-75’1 Okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1 ise
mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir [90].

GSH-Px, intraselliler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en Onemli
enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim
hiicrenin yapisin1 ve fonksiyonunu korur [91]. Membran fosfolipid hidroperoksitlerini
alkole indirgeyen fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da
selenyum atomu icerir ve monomerik yapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana
bagh antioksidan olan vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin
peroksidasyonuna karsi korunmasim saglar [92]. Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile
meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazi (GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar
GSH’a doniisiir. GSH-Px’1n, hiicredeki dagilimi, GSSG-R’a bagimlidir. Her iki enzim de

sitozolde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur [93].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullamlan Bitkinin Ozellikleri ve Yayilhm

Sideritis bitkisi Labiatae familyasinin iiyelerinden olup, 46 tiirii, 53 taksondan
olusmaktadir. Sideritis tiirlerinin toprak ustii kisimlart c¢ay ve halk ilaci olarak
kullanilmaktadir. Yerel ad1 ” Dag cayi, yayla cayi, ada ¢ayi, cay otu, calba, dag salbasi
olarak isimlendirilen bu tiirlerden hazirlanan caylar soguk alginliginda, oksiiriikte, sindirim
sistemi rahatsizliklarinda, istah1 agmada ve agriy1 kesmede agn kesici olarak kullanilmakta
olup bal yapic1 Ozelliginden dolayr arilarca da tercih edilmektedir. Aromatik bitkiler
acisindan oldukca zengin olan Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm,
Labiatae familyasnin bir iiyesidir. Endemizm oram yiiksek olan cinsin Tiirkiye Florasinda
revizyonu, A. Huber—Morath tarafindan yapilmstir. i¢ Anadolu Bolgesinde yayilisi olan
bitki 1000-1400 m yiiksekliklerde yetismekte olup Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda cicek
acmaktadir.

2.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Gallik asit, 1.1-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH), biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
Dimetil Siilfoksid (DMSO), Biitillenmis Hidroksianisol (BHA), a-tokoferol, folin &
ciocalteu’s fenol reaktifi, sodyum Karbonat (Na,COs3), demir—2-kloriir (FeCl,), demir—3-
kloriir (FeCls), askorbik asit, etilendiamintetraasetikasit (EDTA), ferrozin, ferrisiyanit
[KsFe(CN)g], trikloroasetikasit (TCA), deoksiriboz (DNA), 2-tiyobarbitiirik asit (TBA),

NaOH, , agaroz, Sigma, Aldrich ve Merck’den ticari olarak temin edildi.

2.1.3. Kullanilan Aletler

UV Spektrofotometrisi  (Shimadzu, UV/Visible Recording Spektrofotometre), Jel
goriintiileme sistemi (Bio Rad Gel Doc XR), elektroforez (Bio Rad), giic kaynagi
(Wealtec),Santrifiij (Centruin 8000 Series), vorteks (Heidolph), sterilizatér (Heraeus),
otoklav (Hirayama), calkalayict (Memmert), terazi (Metler Toledo), pH metre (Metler
Toledo), evaporator (RE 100B, Bibby Strilin Ltd.), membran filtresi (Schleicher &
Schuell), blender, derin dondurucu (Sanyo), mikrodalga firin ve buzdolabi (Arcelik)
kullanildi.



2.2. METOD

2.2.1. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan bitki materyali Adana ili Tufanbeyli ilgesinde toplandi. Bitki
Dicle Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, biyoloji boliimiinden Prof. Dr. Selcuk Ertekin
tarafindan teshis edildi. Teshis edilen bitki 6rnegi Dicle Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi Herbaryumunda (DUF No: 10621) saklandi. Bitki tiim kisimlariyla
(dal+yaprak+c¢icek)  almip blender yardimiyla iyice toz haline getirilip Ogiitiildii.
Ogiitiilmiis bitkiden 20g alinip 250 mL metanol ile 56 saat oda sicakliginda magnetik
karistiricr ile karistirlldi.  Coziinmeyen kisimlar filtre edilip atildi. Siiziintiiniin ¢oziiciisii
evaporatorde uguruldu. Sideritis libanotica Labill ssp.” den 8 g koyu yesil renkli metanol

ekstrat1 elde edildi.

2.2.2. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

Fenolik bilesenler antioksidan aktivite gosteren molekiillerdir. BHT, quercetin, a-
tokoferol ve gallik asit onemli fenolik bilesenledir. Ekstrakt i¢indeki toplam fenol miktar
Folin-Ciocaltaeu yontemine gore tayin edildi [94]. Standart olarak gallik asit kullanildi. Bu
yontemin dayandigi temel prensip gallik asit i¢indeki fenolik bilesen miktarimi gallik asitin
artan konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirip, bitki ekstraktlar igindeki toplam fenolik
bilesen miktarm gallik asite esdeger olarak hesaplamaktir [95]. Gallik asitin 5 mg/mL’lik
stok c¢ozeltisi hazirlanarak, bu stok c¢ozeltide 50-500 pg/mL konsantrasyonlarda
seyreltmeler yapildi. Calisilan ekstraktin 1 mg/mL konsantrasyonlarda c¢ozeltileri
hazirlanip, daha sonra hazirlanan gallik asit ve ekstrakt c¢ozeltilerinden 40 pL alinip,
tizerlerine 1160 pL saf su ve 200 puL folin&ciocalteu’s fenol reaktifi (2.0 N) ilave edilip
kanistirlldi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilip, iizerine 600 uL % 20’lik sodyum
karbonat cozeltisi ilave edilerek, 2 saat oda sicaklifinda g¢alkalayicida karistirildi. Daha
sonra 765 nm’de UV cihazinda absorbans degerleri okundu. Kor olarak saf su kullanildi.

Gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri gafige gecirildi ve
asagidaki esitlik elde edildi

Absorbans (A) = 0,0015 x gallik asit (ug)

Bu esitlik kullanilarak her bir ekstraktin igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 gallik

asite esdeger olarak hesaplandi.
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2.2.3. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi

Antioksidant maddelerin DPPH radikalini sondiirme etkileri, kendi hidrojenlerini
radikale verebilme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. DPPH serbest ve kararli bir
radikaldir, 1 elektron veya hidrojen alarak kararli diamagnetik bir molekiile donisiir.
DPPH radikalini sondiirme aktivitesi diger metotlara kiyasla antioksidant aktiviteyi kisa
zamanda kiyaslayabilme imké&n1 sagladigindan daha yaygimn olarak kullanilmaktadir [96].
Bu metot absorbansin azalmasi temeline dayanir. DPPH {izerindeki ortaklanmamis
elektron goriiniir bolgede 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir.

Antioksidant molekiil ile DPPH arasindaki reaksiyon DPPH’in ortamdaki derisiminin
azalmasina yani absorbansin diigmesine neden olur. Sonucta olusan yap1 radikalik olmayan
DPPH-H’dir (Sekil 2.2.3.). Bu olay reaksiyon karistminin renginin mordan sariya

donmesiyle gozlenir.

Sekil 2.2.3. DPPH radikalinin indirgenmesi

Bitki ekstraktimn 1 mg/mL’lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden
seyreltmeler yapildi. Seyreltilen bitki ekstraktindan 3 mL alinarak iizerlerine 0.1 mM
DPPH cozeltisinden 1 mL ilave edildi. Tiipler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra 30
dakika karanlikta oda sicakliginda bekletildi ve daha sonra 517 nm’de absorbans degerleri
Olctildii. Porzitif kontrol olarak BHT kullanildi. Negatif kontrol olarak ise Bitki icin

Methanol, BHT ve o-tokoferol i¢in ise Ethanol kullanildi. Sonug¢ olarak artan ekstrakt
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derisimine kars1 % inhibisyon degerleri grafige gegirilip, % Inhibisyon degerleri asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi [97].

% 1= (AKontrol— Asmek) / Akontrol ] X 100

2.2.4. Lipit Peroksidasyonunu Onleme Aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin lipit peroksidasyonunu 6nleme aktivitesine Wistar Albino disi (9)
sican beyini homojenat: iizerinde in vitro bakildi. 150 g agirhigindaki sigan beyni Once
iyice ezildi sonra 120mM KCI igeren 50mM, Ph 7.4 fosfat tamponu icinde sonikattrde
homojenize edildi. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Stipernanant -20
°C’de sakland: [98]. Hazirlanan beyin homojenatindan (siipernatant) 300uL alindi iizerine
sirayla 600uL bitki ekstrakti (0.025, 0.050, 0.100, 0.125, 0.250pg/mL konsantrasyon
araliginda calisildl). 300uL 10uM FeCl;, ve 300uL 0.1uM Askorbik Asit Oksidasyonu
baslatmak icin ilave edildi. Karisim vorteksle iyice karistirildiktan sonra 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibe edilen karisimin iizerine Proteinleri ¢oktiirmek icin 1500uL
%28’lik TCA ve Malondialdehit olusturmak igin ise 380ul. TBA (0.05M NaOH icinde
%2’lik BHA igerecek sekilde) hazirlandi ve 100 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildu.
Reaksiyon karigimi buz {iizerinde sogutulduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Son olarak 532 nm’de UV spektrofotometrisinde absorbans 6l¢iildii [99].

Pozitif kontrol olarak a-tokoferol kullanildi. Negatif kontrol olarak ise bitki ekstrakti
icin Saf su, a-tokoferol icin ise ethanol kullanildi. Artan konsantrasyona karsi %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi. %Inhibisyon degeri asagidaki formiile gore

hesaplandi.
% 1 = [ (Akontrol - Abrnek) ! Agontrol 1x 100

2.2.5. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Molekiillerin sahip olduklari net elektrik yiikleri bu molekiillerin bir elektriksel alan
icindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi de bu prensibe dayanir. Niikleik asit
parcalarinin tamimlanmasi, saflagtirilmast ve ayrilmasi i¢in kullanilan en yaygin yontem
agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle cesitli amaclar i¢in izole edilen DNA ve RNA’larin
tanimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiyiikliigiiniin saptanabilmesi

ve Ozellikle genetik miithendisligi teknikleri ile DNA yapisinda olusturulan degisikliklerden
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sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden agaroz jel elektroforezi teknigi,
molekiiler genetik alaninda onemli bir deneysel sistem olusturmaktadir. Agaroz jelde
ornekler yatay pozisyonda, sabit gii¢c ve yondeki elektriksel alanda yiiriitiilmektedir. DNA
seker fosfat omurgasindan dolayr negatif yiikliidiir ve bir elektriksel alana konuldugu
zaman bu negatif ylikiinden dolay1 katottan anoda dogru hareket eder. pBluescript M13+
plazmid DNA’nin H,0O, fotolizi sonucu olusan "OH radikali ile etkilesmesi Agaroz Jel
Elektroforezi ile incelenmektedir. Bu yontemde bitki ekstraktinin degisik konsantrasyon
araliginda DNA’y1 ‘OH radikaline kars1 koruma etkisine bakildi. Pozitif kontrol olarak "OH
radikali sOndiiriicii etkileri oldugu bilinen DMSO (Dimethyle Sulfoxide), tiyoiire ve
potasyum iyodiir kullanildi. Bitki ekstraktlarinin supercoiled DNA’y1 H,O; fotolizi sonucu
olusan "OH radikaline kars1 koruyucu etkileri % inhibisyon olarak verildi. % Inhibisyon

degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi [100].

P01 = 1-[ (Skem = Sc) / (Sk = Se) |

Sk+em = DNA’nin kesimi 6nleyen madde ile etkilestirilmesinden sonra geriye kalan
supercoiled formun yiizdesi.

Sc = Kontrol DNA’nin supercoiled formunun yiizdesi.

Sk = DNA’nin kesimi 6nleyen madde disindaki reaksiyon karigimiyla etkilestirilmesi

sonucu geriye kalan supercoiled formun yiizdesi.

2.2.5.1 DNA Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz (1 g) 100 mL Tris asetat tamponuna (40mM tris aseta, ImM EDTA, pH 8.2)
ilave edildi ve kaynamak iizere mikrodalga firina birakildi. Kaynadiktan sonra 60°C’ye
sogutuldu. 1.5 pL etiidyum bromiir(10mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Cozelti, kenarlar
otoklav bandi ile sarilmis ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Jel 40-45 dakika

donmak tizere oda sicakliginda birakildi.

2.2.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi Yapilmasi
Bitki ekstraktindan 0.005 gr alindi, iizerine 1 ml saf su ilave edildi, vortekslenip
siiziildii. 100-500mg/ml konsantrasyon araliginda calisildi. Bu deneyde 10 tane ependof

tiipii aliarak alinan tiiplerin hepsine sirayla 4 mikrolitre Trisasetat tampon ¢ozeltisi, 3
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mikrolitre DNA, 2 mikrolitre bitki ekstrakti ¢ozeltisi, 1 mikrolitre H,O, birakildiktan sonra
tiim tiiplere sirasiyla;

1.tiipe DNA, 2.tiipe DNA + H,0, + Ultraviyole Isin, 3.tiipe DNA + Ultraviyole Isin ,
4.tipe DNA + H,O,  S.tipe DNA + 200mg/ml bitki ekstrakti + Ultraviyole Isin , 6.tiipe
DNA + 100mg/ml bitki ekstrakti + H,O, + Ultraviyole Isin , 7.tiipe DNA + 200mg/ml bitki
ekstraktt + H,O, + Ultraviyole Isin , 8.tipe DNA + 300mg/ml bitki ekstrakti + H,O, +
Ultraviyole Isin , 9.tlipe DNA + 400mg/ml bitki ekstrakti + H,O, + Ultraviyole Isin ,
10.tiipe DNA + 500mg/ml bitki ekstraktt + H,O, + Ultraviyole Isin ilave edildikten sonra
hazirlanan bu DNA karigimlari, kullanima hazir hale gelen ve otoklav bandi acilarak taragi
cikarilan jeldeki kuyucuklara uygun bir pipetle 3 mikrolitre yiikleme tamponu + 3
mikrolitre DNA karigimlan aktarilarak, hazirlanan Jel 200 mL Tris asetat tamponu (40 mM
tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) iceren elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin kapagi
kapatild1 ve elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 40 V’ta 500mA akim uygulanarak
180 dakika siireyle yiiriitiildii. Elektrik akimi kesildi, tel baglantilar1 ve kapak cikarildi.
Daha sonra jelin fotografi ¢ekildi.

2.2.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS for Windows 12.0 paket programu ile bilgisayarda yapildi.
Coklu karsilastirmalar igin paremetrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonli
varyans analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra gruplar aras1 farkliliklar Tukey testi ile
belirlendi. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak gosterilsdi. Anlamlilik derecesi, p <

0.05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini

Bitkinin methanol ekstraktinin icerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 gallik aside esdeger
olarak hesaplandi. Standart olarak kullamlan gallik asitin 50, 100, 250, 350, 500pg/mL
konsantrasyon araligina karsilik gelen ¢ozeltileri hazirlanarak, 765 nm dalga boyunda 6l¢iilen
absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil 3.1.). Asagidaki denklem elde edildi.

Absorbans (A) = 0.0015 x gallik asit (ug)

Bu esitlik kullanilarak bitki ekstraktinin 1 mg’inin igerdigi toplam fenolik bilegsen miktar
gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis bitkisinin
methanol eksratraktinin 1 mg’inin igerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 179 + 13 ug gallik

asite esdeger oldugu bulundu.

y=0,0015x

alik asit
g R? = 0,9762

e e e

oo o

absorbans(765nm)
O = N W i o1 OO N o

0 100 200 300 400 500 600
konsantrasyon(Mg/mL)

Sekil 3.1. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm’in methanol  ekstraktinin gallik asitin
artan derisimlerine karsilik 6lciilen absorbans degerleri



3.2. DPPH Radikalini Sondiirme Aktivitesi
Bitki ekstraktinin DPPH (2,2 difenil-1-pikrilhidrazil) radikalini sondiirme aktivitesi

konsantrasyona karsi % inhibisyon olarak hesaplandi (Tablo 3.2.).

Tablo3.2. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm’in methanol ekstrakti ile hazirlanan,
pozitif kontrol olarak BHT ve a-tokoferol ‘iin kullamldig1 DPPH radikalini sondiirme aktivitele-
rinin % inhibisyon degerleri. Her deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi alinarak ve + standart

sapmalar hesaplanarak verilmistir (n=3).

Calisilan Konsantrasyon Sideritis libanotica Labill.
Araligi (ug/mL) BHT o- ssp. linearis (Bentham)

Tokoferol Bornm
5 7.5 £ 0.70 5.8 £0.8 6.0 = 3.9
15 8.0 = 1.90 94 + 0.6 13.0+ 5.7
25 32.6 + 2.80 323+ 0.5 200+ 4.2
50 65.3 + 3.10 65.7+ 2.1 66.0 £ 8.3
150 753+ 1.52 75.6+ 5.5 73.0+ 7.4
250 86.0 = 3.10 89.3+ 3.7 93.0+ 1.2
350 89.0 + 5.50 88.6 = 2.0 91.0+ 3.7
500 88.0 = 2.60 86.6 = 2.0 91.0+ 2.1

DPPH radikalini sondiirme aktivitesi incelenirken pozitif kontrol olarak o-tokoferol ve
BHT kullanild1. 5, 15, 25, 50, 150, 250, 350, 500pug/mL konsantrasyon aralifinda calisildi. Bu
konsantrasyon aralifinda Sideritis bitkisinin methanol ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme
aktivitesi sirastyla %6.0 = 3.9, %13.0 £ 5.7, %20.0 + 4.2, %66.0 + 8.3, %73.0 £ 7.4, %93.0 +
1.2, %91.0 £ 3.7, %91.0 + 2.1 arasinda, pozitif kontrol olarak kullanilan a-tokoferol i¢in %5.8
+0.8, %9.4 £ 0.6, %32.3 £ 0.5, %65.7 £ 2.1, %75.6 £5.5, %89.3 £ 3.7, %88.6 £ 2.0, %86.6 £
2.0 arasinda ve BHT icin %7.5 + 0.70, %8.0 £ 1.90, %32.6 + 2.80, %65.3 + 3.10, %75.3 +
1.52, %86.0 = 3.10, %89.0 £ 5.50, % 88.0+ 2.60 bulundu (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Sideritis libanotica Labill. ssp. Linearis (Bentham) Bornm’in methanol ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarda DPPH radikalini sondiirme aktivitesinin spektrometrik analiz verileri
icin pozitif kontrol olarak o-tokoferol ve BHT kullanildi. Veriler ii¢ deney (n=3) sonucunun
ortalamasidir ve * standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p<0.05)
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3.3. Lipid Peroksidasyonunu Onleme Aktivitesi
Bitki ekstraktinin in vivo Lipit peroksidasyonunu Onleme aktivitesi konsantrasyona karsi

% inhibisyon olarak hesaplandi (Tablo 3.3.).

Tablo 4.3. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis (Bentham) Bornm’in methanol ekstraktinin farkli
hazirlanan ve pozitif kontrol olarak a-tokoferol ‘iin kullanildig: lipid peroksidasyonunu dnleme
aktivitesinin % inhibisyon degerleri. Her deger iic deney sonucunun ortalamasi alinarak ve +
standart sapmalar hesaplanarak verilmistir (n=3).

Calisilan Konsantrasyon Sideritis libanotica Labill. ssp.
Aralig (ug/mL) a- Tocoferol linearis (Bentham) Bornm
0.025 50.0 £ 1.5 37.0 £ 1.0
0.050 58.0 £ 1.5 50.0 = 1.0
0.100 75.0 £ 1.5 58.0 £ 2.0
0.125 77.0 = 1.0 63.0 + 2.3
0.250 76.0 £ 1.5 66.0 + 1.3

Bitki ekstraktinin Lipit peroksidasyonunu onleme aktivitesi sican beyni homejanati
izerinde in vitro olarak arastirildi. Pozitif kontrol olarak o-tokoferol kullanildi. Sideritis
libanotica bitkisinin methanol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu ©nleme aktivitesi
incelenirken 0.025, 0.050, 0.100, 0.125, 0.250pug/mL konsantrasyon araliginda calisildi. Bu
konsantrasyon araliginda Sideritis bitkisinin methanol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu
onleme aktivitesi sirasiyla % 37.0 £ 1.0, % 50.0 + 1.0, % 58.0 + 2.0, % 63.0 = 2.3, % 66.0 £
1.3, arasinda ve a-tokoferol’tin %50.0 £ 1.5, %58.0 £ 1.5, %75.0 = 1.5, %77.0 £ 1.0, %76.0 £
1.5 arasinda bulundu (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Sideritis libanotica Labill. ssp. Linearis (Bentham) Bornm’in methanol ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu Onleme aktivitesinin spektrometrik analiz icin
pozitif kontrol olarak a-tokoferol kullanildi. Veriler ii¢ deney (n=3) sonucunun ortalamasidir

ve * standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (p<0.05)
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3.4. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kesiminin incelemenin bir yolu supercoiled DNA’nin (siiper kivrimli ¢embersel
DNA, kirik yok, Form I), Open circular (tek zincir kirigi iceren cembersel DNA, DNA
zincirlerinden birinde kirik var, Form II) veya lineer (dogrusal DNA, iki zincirde de bir veya
birden fazla kirik; Form III) forma doniisiimiinii incelemektir. Agaroz jel Elektroforezinde Bu
formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yiik yogunlugu fazla hacmi de diisiik oldugu
icin jelde en hizli hareket eder. Form II’ nin yogunlugu daha az oldugu icin daha yavas
hareket eder. Form III ise Form I ve Form II’nin arasinda bir hiza sahiptir. Caligmada
kullanilan pBluescript M13+ plazmid DNA’s1 (3.2kb) Qiagene plazmid kiti kullanilarak
saflagtinldi®. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin H,O, nin UV fotolizi sonucu olusturulan
"OH radikalleri ile etkilesmesi Agaroz Jel Elektroforezi ile test edildi. Sideritis libanotica
Labill. ssp. linearis’in methanol ekstraktinin 100-500 pg/mL konsatrasyon araliginda DNA’y1
"‘OH radikaline kars1t koruma etkisi arastirildi. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis’in
methanol ekstraktlarinin plazmid DNA’y1 hidroksi radikallerinin neden oldugu kesimine karsi
100-500 pg/mL konsatrasyon araliginda % 36.59-81.30 oraninda, konsantrasyona bagh
olarak onledigi tespit edildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Kuyucuklardaki pbluescript M13+ plazmid DNA’simin form I, form II ve form III yiizdeleri
(A). Sideritis libanotica Labill ssp. linearis (SL) bitkisinin farkli konsantrasyonlardaki
metanol ekstraktinin supercoiled DNA’y1 H,O, fotolizi sonucu olusan ‘OH’ne kars1 koruyucu
etkilerinin agaroz jel elektroforezi (B)

1. kuyucuk: DNA; 2. kuyucuk: DNA + H,0;, + Ultraviyole Isin; 3. kuyucuk: DNA +
Ultraviyole Isin ; 4. kuyucuk: DNA + H,0,; 5. kuyucuk: DNA + SL(200 pg/mL) +
Ultraviyole Isin ; 6. kuyucuk: DNA + SL(100 pg/mL)+ H,O, + Ultraviyole Isin; 7. kuyucuk:
DNA + SL(200 pg/mL)+ H,O, + Ultraviyole Isin; 8. kuyucuk: DNA + SL(300 pg/mL) +
H,0, + Ultraviyole Isin; 9.kuyucuk: DNA + SL(400 pg/mL)+ H,0, + Ultraviyole Isin; 10.
kuyucuk: DNA + SL(500 pg/mL)+ H,O, + Ultraviyole Isin.
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4. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniigiimii sirasinda
meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam i¢in vazgecilmez olmakla
birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen ve son derece reaktif
olan ara iriinler olusur. Reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak bilinen bu molekiiller
lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir.

Canlt organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi i¢in antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi durumlarda antioksidatif koruyucu
sistemin iyi ¢caligmamasindan dolayi, serbest radikallerin viicutta fazlalastigi goriiliir. Bu da
viicutta kalp hastaliklari, hipertansiyon, yaslanma, kanser, Parkinson ve Alzheimer gibi
hastaliklara neden olur. Tip bir yandan hastaliklarin tedavisinde yeni segenekler
arastirirken bir yandan da saglikli bir yasam siirdiirme ve hastaliklart onleme alaninda
yogun calismalar yapmaktadir. Bu baglamda, serbest radikal olusumunun ve antioksidan
kapasitenin belirlenmesi s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini azaltmak iizere
antioksidan diyet uygulanmasi ve/veya ila¢ kullanimi agisindan 6nemli olmaktadir. Ayrica,
pekgok arastirmaci uzun siiredir besin proseslemede kullanilan BHA ve BHT gibi bazi
sentetik antioksidanlarin canli organizmalarda karsinojenik etki gosterdigine dikkat
cekmektedirler. Tiiketiciler de genellikle dogal antioksidanlar1 sentetik olanlara tercih
etmektedir.

Bitkilerin mikroorganizmalar 6ldiiriicii ve insan saglig1 i¢in 6nemli 6zellikleri, uzun
yillardan beri arastirilmaktadir. Bitkilerdeki fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en
onemli gruplarini olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik
komponentlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, I¢ Anadolu bélgelerinde yetisen halk arasinda “Dag cayu,
Yayla cay1” olarak adlandirilan ve yaygin bir sekilde kullanilan bitkilerin basinda gelen
Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis bitkisinin methanol ekstraktinin antioksidan ve
DNA’y1 serbest radikallerden koruma etkilerini arastirdu..

Fenolik bilegenler radikal sondiiriicii 6zellikleri olan ¢cok énemli bitki bilesenleridir. Bu

bilesenler antioksidan aktiviteden sorumludurlar. Toplam fenolik bilesen miktar



tayininde amag¢ bitkinin icerdigi gallik asite ekivalent fenolik bilesen miktarini
bulmaktadir. Genellikle giiclii radikal sondiirme ve antioksidant aktivitesi olan maddelerin
yiiksek oranda fenolik bilesen igerdikleri bulunmustur. Bu nedenle bu yontem bitkilerin
icerdigi toplam fenolik bilesen miktarin1 6lgme temeline dayanmaktadir [101].

Sideritis bitkisinin metanol ekstratinin 1mg’nin icerdigi toplam fenolik bilesen miktari
179.4 + 13 ug gallik asite esdeger olarak bulundu. Sideritis bitkisinin metanol ekstraktinda
bulunan toplam fenolik bilegen miktarinin yiiksek olmasi, bu bitkinin antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Tunalier ve Arkadaslar1 tarafindan yapilan 10 siderites tiirlerinin fenolik bilesenleri ise
333.5 £ 0.9 ve 165.9 + 2.5 arasinda bulunmustur' Arastirmamizda toplam fenolik bilesen
icerigine yonelik elde ettiimiz sonuclar Tunalier ve arkadaglari tarafindan bulunan
sonuclarla uyum icerisindedir.

DPPH radikalini sondiirme yontemi, antioksidant aktivite 6lgme calismalarinda yaygin
sekilde kullamlmaktadir [102]. Bu yontem serbest kararli bir radikal olan DPPH’in
indirgenmesi temeline dayanmaktadir. DPPH’in ortaklanmamus elektronu 517 nm de giiclii
bir absorbsiyon vermektedir. Elektron veren bir antioksidantin varliginda bu absorbsiyon
azalmaktadir [103]. DPPH’in mor rengi anioksidant madde ilavesiyle gozle goriiniir
sekilde sartya doniismektedir [104].

Liu ve Arkadaslari, Ginkgo biloba endofilik Xyloria sp. XY-28 meyvesinin metanol
ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme aktivitesine bakmislardir. BHT ve askorbik asit
(Asc A) pozitif kontrol olarak kullanmilmistir. 400 pg/mL derisimde sirayla; Asc A (
9%90.16 £ 0.059 ), metanol eksrtrakti (%82.42 + 0.04), BHT ( % 60.24 + 0.05) inhibisyon
degerlerini elde etmislerdir [105].

Yesilyurt ve arkadaslari, Salvia cedronelle Boiss bitkisinin toprak iistiindeki
kisimlarinin DPPH radikal sondiirme aktivitesine (%) inhibisyon olarak bakmiglardir. BHT
ve a- tokoferol pozitif kontrol olarak kullanilmig. 100 pg/mL derisimde elde edilen
inhibisyon degerleri eksrtakt (%95.39 + 0.10), a- tokoferol (%94.79 + 0.50), BHT (%94.79
+ 0.28) olarak tespit edilmistir [106].

Bizim ¢alismamizda da DPPH Radikalini sondiirme aktivitesinin dl¢iilmesi i¢in pozitif
kontrol olarak antioksidan aktivite gosterdigi bilinen BHT ve a- tokoferol kullanildi. BHT ,
a- tokoferol ve Siderites bitkisinin inhibisyon giicii 50 pg/mL’de sirasiyla % 65.3 + 3.10,
%65.7 £ 2.1 ve % 66.0 £+ 8.3 ulastig1 ve 500 ug/mL’de ise BHT , a- tokoferol ve Sideritis
bitkisinin inhibisyon giiciiniin sirasiyla, % 88.0 = 2.6, % 86.6 + 2.0 ve %91.0 + 2.1 olarak
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artign gozlenmistir. Bitki ekstraktinda maksimum aktivite 250 pg/mL de gozlendi. Bu
konsantrasyonda bitki, BHT ve a- tokoferol’tin DPPH radikalini sondiirme aktivitesi
sirasiyla % 93.0 £ 1.2, 86.0 £ 3.10 ve 89.3 £ 3.7 bulundu. Bu amaca yonelik elde ettigimiz
sonuclar, Liu ve arkadaslarinin buldugu sonug¢lardan daha iyi, Yesilyurt ve Arkadaslarinin
bulduklar1 sonuglarla yaklagik ayni bulunmus olup, bulunan bu sonuglar bize bitki
ekstraktinin DPPH radikalini sondiirme aktivitesine sahip oldugunu ve bu ekstraktin iginde
bulunan maddelerin serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirdigiini
gostermektedir.

Ham maddelerin islenmesi ile iiriiniin saklanmasi sirasinda olugan lipit oksidasyonu
besinlerin acilasmasina neden olan ve bdylelikle bozulmaya yol acan bir siiregtir. Lipit
oksidasyon iiriinleri besinlerin icerisinde bulunan protein gibi diger maddelerin de
absorbsiyonunu etkileyebilir [107]. Okside olmus lipitlerin organizma iizerine istenmeyen
etkileri nedeniyle besinlerdeki lipit oksidasyon iiriinlerini inhibe etmenin énemi daha da
artmaktadir. Endiistriyel proseslerde besinlerin saklama siiresini uzatmak i¢in esas olarak
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir [108]. Lipid oksidasyonu, besinlerin kalitesini
kaybetmesinin diger bir deyisle renk, koku, tat, goriiniis ve besin degeri gibi 6nemli
ozelliklerinin kaybolmasinin nedenidir. Antioksidanlar ise yaglarin oksidatif bozulmalarini
onleyerek besinlerin kalitesini koruyan maddelerdir [109]. Gida endiistrisinde oksidatif
bozunmadan korumak icin rutin olarak BHA (Butillenmis hidroksianizol), BHT
(Butillenmis hidroksitoluol) PG (propilgallatjve TBHQ (Tersiyer-butilhidrokinon) gibi
sentetik antioksidanlar kullanmaktadir. Bu antioksidanlar olduk¢a etkin, stabil ve ucuz
olmalarma karsin, potansiyel yan etkileri konusunda kuskular vardir. Bu nedenle tiiketici
tercihleri, endiistriyi dogal antioksidan kaynaklari aramaya yoneltmistir [110]. Dogal
antioksidanlar; flavonoitler basta olmak {izere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler,
tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan fenolik
maddelerdir [111].

Bitki ekstraktinin Lipit peroksidasyonunu onleme aktivitesi ¢alismasinda sigan beyni
homejanati iizerinde in vitro olarak arastirildi. Lipit peroksidasyonunu énleme aktivitesi
incelenirken 0.025, 0.050, 0.100, 0.125, 0.250ug/mL konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Bu
konsantrasyon araliginda Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis’in methanol ekstraktinin
ve pozitif kontrol olarak kullanilan a-tokoferoliin Lipit peroksidasyonunu 6nleme aktivitesi
sirasiyla 0.025pg/mL’ de % 37.0 + 1.0 ve % 50.0 £ 1.5’e ulastig1, 0.250ug/mL’de % 66.0

+ 1.3 ve %76.0 £ 1.5’e ulastign gozlenmistir. Bitki ekstraktinda maksimum aktivite 0.250
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pg/ml de gozlendi. Bu sonuglar bize bitki ekstraktinin Lipit peroksidasyonunu onleme
aktivitesine sahip oldugunu ve bu ekstraktin i¢inde bulunan maddelerin serbest radikalleri
daha kararl iiriinlere dontistiirdiigiinii gostermektedir.

Emen ve arkadaslari, C.niveum bitkisinin n-biitanol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu
onleme aktivitesini % 89.9 olarak bulmuslardir [112].

Kizil ve arkadaglarimin Lipid peroksidasyonunu oOnleme aktivitesinin Onlenmesi
calismasinda, Hypericum triquetrifolium ve Hypericum scabroides bitkilerinin ethanol
ekstraktlarimin lipit peroksidasyonunu Onleme aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur [113]. Sideritis libanotica Labill. ssp. linearis’in methanol ekstraktinin (100—
500 pg/mL) H,O,’nin Ultraviyole Isin fotolizi sonucu olusturulan "OH radikallerinin,
DNA’da meydana getirdigi hasart koruma etkisi pBluescript M 13+ plazmid DNA {izerinde
Agaroz Jel Elektroforezi ile test edildi (Sekil.3.4).

H,0, fotolizi sonucu ekstraktlar varliginda ve yoklugunda DNA’nin elektroforetik
alanda yiiriiytigiinii gostermektedir. pBluescript M 13+ plazmid DNA agaroz jelde 3 bant
gosterdi (Kuyucuk 1). Hizh yiiriiyen bant supercoiled DNA, yavas yiiriiyen bant liner
DNA, ikisinin ortasindaki bant ise open circular DNA’dir. DNA H,0, varliginda UV ile
etkilestirildiginde (Kuyucuk 2) supercoiled DNA, opencircular DNA ve liner DNA’ya
dontistii. Sideritis libanotica Labill ssp. bitkisinin metanol ekstraktinin (200 pg) tek basina
(Kuyucuk 5) DNA iizerine herhangi bir etkisinin olmadigim1 gozlendi. Reaksiyon
karisimina ekstrakt eklendiginde (kuyucuk 6-10) H,O, nin UV fotolizi sonucu olusturulan
OH radikallerine maruz kalmis plazmid DNA’da opencircular (Form II) ve liner DNA
(FormlIII) olugsumunu 100, 200, 300, 400 and 500 pg/mlL konsantrasyonlarda sirasiyla
%36.59, 41.17, 75.40, 79.92 ve 81.30 oraninda engellendigi gosterilmektedir.

Benzer bir ¢alisma, Hypericum triquetrifolium ve Hypericum scabroides bitkilerinin
ethanol ekstraktlariyla yapilmistir. Bu extraktlarin plazmid DNA’y1 hidroksi radikallerinin
neden oldugu kesimine karsi korudogu goézlenmistir [114]. Yine baska benzer bir
calismada ise C. niveum bitkisinin metanol, etil asetat ve n-biitanol extraklarmin DNA’y1
serbest radikallerden koruma etkisi incelenmistir. C. niveum ekstraktlarinin ‘OH radikalleri
sonucu olusan DNA kesimini engelledigi gozlemlenmistir. Bitki ekstraktlarinin pozitif
kontrollerden daha giiclii, hidroksi radikallerini sondiirme aktivitesi gosterdigi

belirlenmistir [112].
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Sonug olarak bu calismada, Sideritis bitkisinin antioksidan 6zelligi arastirildi. Toplam
fenolik bilesen miktar tayini, DPPH radikalini sondiirme, lipid peroksidasyonunu énleme
ve DNA y1 serbest radikallerden koruma etkileri incelendi. Sideritis bitkisinin metanol
ekstraktinin in vitro lipit peroksidasyonunu oOnledigi ve ayni zamanda plazmid DNA’y1
hidroksi radikallerinin neden oldugu kesimine kars1 korudugu gozlenmistir. Elde edilen

sonuclar Sideritis bitkisinin antioksidan aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.
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