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Yiiksek Lisans Tezi

RUTIN VE IZOKUERSITRIN ANTIOKSIDANLARIN DNA OKSIDASYONUNA
KARSI ETKILERIN INCELENMESI

Sam DAWBAA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Saliha SAHIN

Oksidatif stres, DNA hasarimin en onemli nedenlerinden biri olarak kabul edilir ve
kanser olusumu, mutasyon, yaslanma gibi bir dizi ara siire¢ yoluyla hiicre 6liimiine
neden olur. Bitki ve meyve gibi dogal kaynaklar, hiicrelerin genetik materyalini
oksidasyona kars1 korumak i¢in kullanilabilecek antioksidan maddeleri igerirler. Bu
calismada, Vitis vinifera (alfons)'un siirgiinlerinde bulunan antioksidan maddeler
ekstrakte edilerek oksidasyon sonucu olusan DNA hasar iirtinlerinin olusumu iizerine
etkisi GC-MS/MS ile tayin edilmistir. Ayrica, Folin-Ciocalteau ve CHROMAC
yontemleri kullanilarak ekstraktin toplam fenol igerigi ve antioksidan kapasitesi
belirlenmistir. Toplam fenol degeri 7,83 + 0,08 mg GAE/g taze agirlik ve antioksidan
kapasitesi 8,17 + 0,49 mg TE/g taze agirlik olarak tayin edilmistir. Bitki ekstraktinin
HPLC-DAD ile yapilan nitel analiz sonucu ekstraktin i¢inde rutin ve izokuersitrin
olmak iizere iki flavonoid glikozitin ve klorojenik asitin bulundugunu ortaya koymustur.
DNA oksidasyon firlinlerinin belirlenmesi, farkli konsantrasyonlarda standart rutin ve
izokuersitrin ¢ozeltileri ile ekstraktin oksidatif stres altinda buzagi timus DNA'sina
uyguladiktan sonra gergeklestirilmistir. On sekiz DNA oksidasyon iiriinii yiiksek
duyarlilikla GC-MS/MS kullanilarak tayin edilmistir. Sonuclar, oksidatif strese karsi
koruyucu bir madde olarak Vitis vinifera (alfons) siirgiliniiniin ekstrakti kullanildiginda,
DNA oksidasyon fiirlinlerinin miktarinda onemli bir azalma oldugunu gostermistir.
Sonug olarak, V. vinifera (tiir: alfons)'un siirgiinlerinin i1yi bir antioksidan aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, giinlikk saglikli yiyecek listesinin bir pargasi
olarak kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar kelimeler: V. vinifera siirglinii, GC-MS/MS, oksidatif stres, DNA
oksidasyonu, rutin, izokuersitrin.

2017, ix + 59 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

STUDY OF THE ANTIOXIDANT EFFECTS OF RUTIN AND ISOQUERCITRIN
AGAINST THE OXIDATION OF DNA

Sam DAWBAA

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saliha SAHIN

Oxidative stress is being considered as one of the significant causes of DNA damage
which in turn contributes to cell death through a series of intermediate processes such as
cancer formation, mutation, and aging. Natural sources such as plant and fruit products
have provided us with interesting substances of antioxidant activity that could be
recruited in protecting the genetic materials of the cells. This study is an effort to
discover some of those antioxidants and determine the direct antioxidant activity of the
substances contained in the Tendrils of Vitis vinifera (var. alphonse) by extracting them
and performing an ultrasensitive determination of the products of DNA oxidation using
GC-MS/MS. In addition, Folin-Ciocalteau and CHROMAC tests was carried out to
determine the total phenolic content and the antioxidant capacity of the extract,
respectively; results revealed a phenolic content of 7.83 + 0.08 mg Gallic Acid
Equivalent (GAE)/g of the plant's fresh weight (FW) by Folin-Ciocalteau and 8.17 +
0.49 mg Trolox Equivalent (TE)/g FW by CHROMAC assays. The qualitative analysis
of the plant extract by HPLC-DAD technique revealed that two flavonoid glycosides
namely rutin and isoquercitrin in addition to chlorogenic acid were contained in the
extract. The determination of the DNA oxidation products was performed after putting
calf thymus DNA, rutin, isoquercitrin standard samples with different concentration,
and the extract's sample under oxidative stress. Eighteen DNA oxidation products were
traced using GC-MS/MS with ultra-sensitivity and the experiments proved a significant
decrease in the concentration of the DNA oxidation products when the extract was used
as a protectant against the oxidative stress. It is believed by conclusion that the extract
of V. vinifera (var. alphonse)'s tendrils has a good antioxidant activity; hence it is
recommended to be used as a part of the daily healthy food list if possible.

Keywords: V. vinifera tendrils, GC-MS/MS, oxidative stress, DNA oxidation, rutin,
isoquercitrin.

2017, ix + 59 pages.
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1. GIRIS

Onlarca yil once oksidatif stres teorilerinin ortaya ¢iktigt ve oksidasyonun DNA
biitlinliigiiniin lizerine etkisi tespit edildiginden beri bu problemin nedenlerini bulup ¢6zmek
icin bilimsel arastirmalar devam etmektedir. Ciinkii DNA oksidasyonu sonuglarinin énemli
kardiyovaskiiler (Hertog ve ark. 1993, Yochum ve ark. 1999) ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklar (Singh ve ark. 2004), ayrica kanser (Somasundaram ve ark. 2016,
Wojtunik-kulesza ve ark. 2016) ve yaslanma problemleri (Fuentes ve Palomo 2016, Maurya
ve ark. 2016) ile iliskisi oldugu kanitlanmistir. Oksidatif stres, asir1 miktardaki reaktif oksijen
velveya azot tiirlerinin (6rn. siiperoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
peroksinitrit) viicudun endojen antioksidan kapasitesini yetersiz birakarak enzimler,
proteinler, DNA, lipidler ve benzeri biyomolekiillerin oksidasyonuna neden olan dengesiz bir

durumdur (Dai ve Mumper 2010).

Birgok ¢alismada, oksidasyon ile hasar goren biyolojik molekiilleri koruyabilen antioksidanlar
arastirllmis ve bitkiler basta olmak tizere dogal kaynaklarin bu ajanlar agisindan zengin
oldugunu bulunmustur. Flavonoid glikozitler ve tiirevlerinin, dogal kaynakli iyi bilinen
antioksidanlar arasinda oldugu belirlenmistir (Silva ve ark. 2002). Flavonoidler;
antosiyaninler, flavonlar, flavonollar, flavanonlar, dihidroflavonollar, ¢alkonlar, auronlar,
flavan ve proantosiyaninler, izoflavonoidler, biflavonoidler gibi gesitli siniflara ayrilmigtir. Bu
maddelerin, bitkilerin farkli kisimlarinda, alglerde ve bazi mantar tiirlerinde biiyiik miktarda
bulundugu bilinmektedir (Iwashina 2000).

Flavonol glikozit olan rutin ve izokuersitrinin (Iwashina 2000) iyi antioksidan aktiviteye sahip
olduklari belirtilmistir (lacopini ve ark. 2008, Jung ve ark. 2010). Rutin ve izokuersitrin basta
olmak iizere ¢esitli flavonoid glikozitlerin, Vitis vinifera'nin farkl tiirleri i¢inde bulundugu
gosterilmistir. Rutin ve izokuersitrin, kuersitinin glikozitleridir ve kuersetin disakkarid
ramnoglukozu ve glikozu baglayarak rutin ve izokuersitrini olusturur (Makris ve ark. 2006).
Rutin, kuersetinin 3 pozisyonunda ramnosid (ramno-glikoz) eklenmesiyle biyosentezlenir
(Barber ve Behrman 1991). Izokuersitrin, rutin biyosentezinde bir ara bilesiktir. Flavonoid-3-
O-glukosiltransferaz, rutin biyosentezinde glukoz ve ramnozun aktarilmasindan sorumlu

enzimdir (Lucci ve Mazzafera 2009).



V. vinifera'nin (asma) meyvesi c¢ogunlukla gida amaciyla kullanilirken c¢ekirdekleri ve
yapraklari bitkisel ilaglarda ve besin takviyelerinde kullanilmaktadir (Fraternale ve ark. 2016).
Asma siirgiinleri, besin agisindan Onemsiz bir kisimdir, ancak asma siirgiinlerinin bazi
bolgelerde yiyecek olarak tiiketildigi bildirilmektedir. Oszmianski and Lee (1990), kirmizi
{iziimiin Chaunac tipinin ortalama 51,4 mg kg™ rutin ve 22,1 mg kg™ izokuersitrin (kuersetin
glikoziti), Concord tipinin ise 21,7 mg kg™ izokuersitrin i¢erdigini bildirmistir. Bu sonuglara
benzer, Cantos ve ark. (2000) tarafindan elde edilen sonuglara goére asmanin Napoleon table
tirii lizimiin dis kabugunun flavonol igerigi 21,6 mg kg'1 belirlenmistir. Yapilan tiim
calismalar (Rodriguez Montealegre ve ark. 2006), V. vinifera'min farkli tiirlerinin yiiksek
miktarda flavonoid igerigini belirtmektedir. V. vinifera'nin agaglarinin meyveler disindaki
kisimlari, flavonoidler ve diger polifenolleri icerme ihtimaline sahip olduklarindan dolayi ilgi
cekmektedir. Bu nedenle iiziim ¢ekirdekleri polifenol igerigi acisindan arastirma konusu
olmustur (Delaunay ve ark. 2002, Yilmaz ve Toledo 2004, Buci¢-Koji¢ ve ark. 2007, Ghafoor
ve ark. 2009). Asmanin yapraklarinin fenolik igerigi hakkinda da bilgiler elde edilmistir
(Grape 1990, Kolb ve ark. 2001, Katalini¢ ve ark. 2009, Fernandes ve ark. 2013). Asma
agaclarinin govdelerinin, antioksidan aktiviteye sahip flavonoid ve polifenol bilesikleri
icerdigi gosterilmistir (Grape 1990, Pussa ve ark. 2006, Dominguez-Perles ve ark. 2014,
Wenzel et al. 2015). Ayrica asma siirgiinleri kimyasal bilesim ve antienflamatuar etkinlik

acisindan incelenmistir (Fraternale ve ark. 2016).

Bu ¢alismada, HPLC-DAD kullanilarak V. vinifera (alfons)'un siirgiinlerinin kimyasal icerigi
arastiritlmis ve siirgiinlerde bulunan iki flavonoid rutin ve izokuersitrinin buzagi timiis
DNA’sinin oksidasyonunu onleme kabiliyeti test edilmistir. DNA oksidasyon tiriinlerini tayin
etmek i¢in yiiksek duyarli GC-MS/MS analiz sistemi kullanilmigtir. Ayrica, Folin-Ciocalteau
ve CHROMAC yontemleri kullanilarak ekstraktin toplam fenol igerigi ve antioksidan

kapasitesi belirlenmistir.

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. DNA Oksidasyonu ve Oksidatif Stres

2.1.1. Reaktif oksijen tiirleri ROS



Insan viicudu DNA, protein, lipid hasar1 ile hiicrelerin oksidasyonuna yol acan g¢esitli
ajanlarin etkilerine maruz kalir. DNA oksidasyon kaynaklar1 iki sekilde siniflandirilabilir

(Kryston ve ark. 2011):

i.  Iyonlastiric1 radyasyonlar (&rn. ultraviyole, X-, y-, ve o-parcaciklar) ve yiikseltgen
kimyasallar (6rn. benzo[a]piren gibi ekzojen ajanlardir).
Ii.  Metabolik ve inflamatuar siiregler gibi farkli hiicre i¢i ve fizyolojik siireclere karsilik

gelen endojen kaynaklardir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) bu kaynaklardan ortaya ¢ikip hasara yol agmaktadir. En 6nemli
ROS, yiiksek reaktif hidroksil radikali (‘OH), siiperoksit radikali (O,") ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H20,) icermektedir. ROS genis bir terim sayilir ve hidrojen peroksit, 6zgiir
tek elektron olmayan lipid peroksitler, siiperoksit (O,"), hidroksil ((OH), peroksil (ROO"),
alkoksi (RO, azot oksit ((NO), azot dioksit (NO,), peroksinitrit CONOQ") radikallerini, ozon
(O3) ve muhtemelen singlet oksijen icermektedir (Mani 2015). indirgen ve yiikseltgenin
kimyasal terimler oldugu, biyoloji literatiiriinde ise antioksidan ve pro-oksidan olarak
bilinmektedir (Kohen ve Nyska 2002). ROS'un nétralize edilmesi igin canli hiicreler C
vitamini, E vitamini ve fenolik bilesikler gibi dogal antioksidanlar igermektedir. Bu dogal
antioksidanlar giiclii indirgeme aktivitesine sahip olduklarindan ROS'u nétralize edip kendisi
daha az reaktif radikal haline gelerek DNA ve diger biyomolekiillere zarar vermemektedir. Bu
indirgen molekiillerin etkili oldugu ancak yeterli olmadig1 kabul edilir, bu yiizden viicut kendi
hiicrelerini savunmak i¢in glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimler

dahil olmak iizere daha karmasik yontemler uygulamaktadir (Evans ve ark. 2004).

2.1.2. Hiicredeki ROS iuretilmesi

Hayvan ve bitki organizmalarinin bir¢ok hiicresi solunumdan sorumlu organellere sahiptir;
bunlara Mitokondri denir (tekil: Mitokondrion). Mitokondri adenosin trifosfat (ATP) {iretmek
icin diger metabolik substratlar ile birlikte molekiiler oksijeni tiiketir ve bu siire¢ boyunca su
ve karbondioksit yan iiriinler olarak ortaya ¢ikar. ATP mitokondri i¢inde iiretildiginden dolayi
mitokondriye “"energy houses, yani enerji evleri" denir. Mitokondrinin hiicresel solunuma
katkida bulunan fizyolojik gorevleri nedeniyle mitokondri ROS iiretiminin ana kaynagi olarak

sayllmaktadir. Endoplazmik retikulum (ER) ve peroksizomlar gibi diger hiicresel organeller



de ROS'u tiretebilirler (Chance ve ark. 1979). ER, hiicresel g¢ekirdek zarina bagh lipid ve

proteinin iiretiminde rol oynayan bir hiicre i¢i organeldir. Peroksizomlar, peroksiti iireten
Kompleks I - 111

enzimleri }Qefeﬂ—s‘c—yag—aw‘li oksidasyonunda rol oynayan organellerdir. Peroksizomlar,

toplam hiicresel hidrojen peroksit (H,O5) tiretiminin 6nemli bir kaynagidir (Mani 2015).

L ]

. . . Kompleks IV . o ..
Mitokondri, nikotinamid adetn uimmusacotid fosfat (NADPH) gibi elektron vericilerden O,'ye
dort elektronu Elektron Aktarma Zinciri (ETC) vasitasiyla vererek oksijeni suya indirgeyip
ATP'yi iiretir. Mani (2015) tarafindan deginildigine gore; Oz'nin %95'i serbest radikal ara
maddeleri olmadan H,O'ya dortlii esdegerlik yoluyla indirgenir (Chance ve ark. 1979,
Shigenaga ve ark. 1994). Kalan oksijenin %5'i serbest radikali lireten tek degerlik indirgeme
yoluyle indirgenir (Sekil 2.1.2.1.). Mitokondrinin ROS'u (Sekil 2.1.2.2.) ETC erken siiregleri

sirasinda 6zellikle Kompleks I ve Kompleks I1I arasinda tiretilmektedir (Mani 2015).

Enerji ¥ " s
absorbsiyonuion Superf)ksnt radikali 1 Peroksit iyonu Ton
Uy 30, >0, > 0,2
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H 2H"
Fe*
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radikali 1 peroksit kidereaksiyonum

Sekil 2.1.2.1. ROS'un hiicresel iiretiminin semas1 (Bhattacharya 2015'dan degistirilerek
alinmistir)

H,0 + 0,
e oo | Mro H,0, H0
0, _um\{\_’ oz-'_sm;\_. H,0, ! »OCI' M'oﬁ cr

Mitokondri dria

Fe?* Fenton reaksiyonu,

v
OH +'OH +Fe*

Sekil 2.1.2.2. Notrofillerdeki mitokondri tarafindan ROS'un iretilmesi. NOX: NADPH
oksidaz kompleksi, SOD: siiperoksit dismutaz, MOP: Miyeloperoksidaz (Bhattacharya
2015'dan degistirilerek alinmistir)

2.1.3. Oksidatif stres



Oksidatif stres, ROS ile oksidasyona karsi savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlikten
kaynaklanir (Toaldo ve ark. 2016). Ancak dengesizligin degisimi, ROS gibi pro-oksidan
maddenin artmasina dogrudan baghdir. Diger agidan, degisim antioksidanin artmasini tercih
ederse, durum indirgeyici stres olarak tanimlanir ve hasara da neden olabilir (Kohen ve Nyska

2002).

Orrenius ve ark. (1989), oksidatif stresin memeli hiicrelerindeki serbest Ca®* ve demir
seviyelerinin artmasma neden oldugunu bildirmistir. Hiicre i¢i asir1 serbest Ca* artis1
endoniikleazlar1 aktivite ederek DNA parcalanmasina neden olabilir. Endoniikleaz
aktivitasyonu DNA tek- ve ¢ift-sarmal kiriklarina neden olarak DNA onarimi, p53 ve poli-
ADP ribosilasyonunda esas olan niikleer proteinlerin artmasina yol agar. Ayrica, hiicre ici
Ca®* seviyelerinin degisimi kromatin organizasyonunu etkileyip gen ekspresyonunu baslatir
ve proteaz ve protein kinaz aktivitelerini etkileyebilir (Bhattacharya 2015). Bu olaylara ek
olarak, hiicre icindeki diger molekiiler ve biyokimyasal degisiklikler da ortaya ¢ikabilir ve
hiicrede biiyiime (artan ¢ogalma), inflamasyonun baslatilmasi1 ve ilerlemesi (adaptasyon),
hiicresel engelleme (hiicrenin boliinememesi), hiicre yaralanmasi ve programlanmis hiicre
oliimii dahil olmak iizere anormal biyolojik olaylara neden olmaktadir (Dholia ve ark. 2015).

Oksidatif stres, belirli yontemler yoluyla biiytlikliigilinii 6l¢me kabiliyeti; koruyucu tip, hastalik
yonetimi, patolojilerdeki ilgili terapilerin kontrolii, yaslanma karsit1 alanlar, yasam tarzi
degisiklikleri ve klinik arastirmalarin izlenmesine katkida bulunarak halk sagligi i¢in temel

onem tagimaktadir (Palmieri ve Sblendorio 2010).
2.1.4. DNA oksidasyonu ve hasari

1984 yilinda Fenton (Fenton 1894), Fe?* ve H,0, arasindaki etkilesimi tanimlad: (Denklem
2.1.4.1). Bundan sonra, bu reaksiyondaki gozlemlenen ylikseltgen etkilere katkida bulunan
hidroksil radikali bu reaksiyondan da iiretilmistir (Denklem 2.1.4.2) (Haber and Weiss 1934).
Gecis metallerin ¢ogunlugu, bakir ve demir dahil ve ¢inko hari¢ olmak iizere, radikallerin
kimyasina yiikseltgenleri gii¢lii radikaller doniistiirerek katilabilirler. Metal iyonlarin Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 gibi tepkimeye katilabilmeleri igin protein, DNA ve diger
biyolojik makromolekiiller veya selatlarin yiizeyine bagli olmalar sarttir (Kohen ve Nyska
2002).



Fe** + H,0, — Fe** + "OH + 'OH (2.1.4.1)
0’y +H,0, - 0,+'0OH + OH (2.1.4.2)

Haber-Weiss reaksiyonundan iiretilen hidroksil radikali, oksijen radikallerinin zararh
etkilerinin ¢ogalmasina neden olur. Haber-Weiss reaksiyonunda demir (I11) (normal fizyolojik
pH'daki demir (III) iyonlar1 halinde bulunmaktadir) demir (II)'e siiperoksit radikali vasitayla
indirgenir. Demir (1) ise H,O ile reaksiyona girerek "OH'u iiretir (Denklem 2-2) (Kohen ve
Nyska 2002).

Ortaya ¢ikan hidroksil radikali ¢ift baglara eklenerek ve 6zel 2'-deoksi-riboz kisimlarindan bir
H"i kaldirarak DNA'nin purinleri (Adenin ve Guanin) ve pyrimidinleri (Sitozin ve Timin) ile
reaksiyona girebilir (Sekil 2.1.4.1) (Dizdaroglu 2012).

Purinlerin  (Guanin ve Adenin) c¢esitli adiiktleri ‘OH'nin  katiim reaksiyonlarindan
kaynaklanmaktadir. 8-hidroksiadenin (8-OH-Ade) ve 8-hidroksiguanin (8-OH-Gua) purin C8-
OH-adiikt radikalleri tek elektron oksidasyon yoluyla ¢ikarken, 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin (FapyAde) ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGua)
halka agma ve ayn1 adiiktten (C8-OH-adiikt) bir elektron indirgenmesi ile ¢ikarlar. Yiikseltgen
ajanlar 8-hidroksipurinlerin olusumunu arttirirken, formamidopirimidinler indirgeme kosullar
altinda kendilerinin olusmalarimi tercih ederler (Steenken 1989, Evans ve ark. 2004,
Dizdaroglu 2012). Guanin ve 8-OH-guanin'in oksidasyonu bir hidantoin {iriinii olan
spiroiminodihidantoin (Sp) olusumuna sebep olur (Neeley ve Essigmann 2006, Dizdaroglu
2012). 8-OH-guanin'in daha fazla okside olmasi 5-guanidinohidantoin (Gh)'in olusumunu
saglamaktadir (Neeley and Essigmann 2006).
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Sekil 2.1.4.1. DNA'daki hidroksil radikalinin saldirma bolgeleri (sekil Dizdaroglu 2012'dan
degistirilerek alinmigtir)

C5-OH- ve C6-OH-adiikt radikalleri, pirimidinlerin (Sitozin ve Timin) C5-C6-¢ift baglarina
hidroksil radikali ilavesi ile sonuglanir. Timin'in metil grubundan bir H'nin kaybetmesiyle
olusur ve bir alil radikalinin olusmasina yol acar (Dizdaroglu 2012). C5-OH-adiikt radikalleri
yiikseltgen ozellige, C6-OH-adiikt radikalleri ise indirgeme Ozelligine Sahiptir (Steenken
1987). Timin glikol (Thy gly) ve Sitozin glikol (Cyt gly), C5-OH- ve C6-OH-adiikt
radikallerinin oksidasyonu ardindan su eklenmesi ve proton kaybetmesiyle tiretilirler (Evans
ve ark. 2004). 5-(hidroksimetil)urasil ve 5-formilurasil, timin alil radikalinin oksidasyonu ile
uretilirler. 5,6-Dihidroksisitozin, alloksan (Alx), 5-hidroksi-5-metilhidantoin (5-OH-5-
MeHyd) ve 5-hidroksihidantoin, pirimidin hidroksihidroperoksitlerin ayrismasindan olusurlar.
Cyt gly ve diger sitozin {irlinlerinden kolayca su ve amin grubu kaybederek 5-hidroksisitozin
(5-OH-Cyt), Ura glikol (Ura gly), 5-hidroksiurasil (5-OH-Ura), 5-hidroksi-6-hidrourasil ve
5,6-dihidroksiurasil gibi DNA iriinleri olugmalarini saglar (Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu
2012). DNA'nin seker kismina hasar ve diger hasar tiirleri Dizdaroglu (2012) tarafindan
aciklanmaktadir. Farkli DNA oksidatif baz hasar iiriinleri Sekil 2.1.4.2.'de gosterilmistir.
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Sekil 2.1.4.2. Oksidasyon yoluyla iiretilen DNA hasar iriinlerinin yapilar1 (Dizdaroglu
2012'dan degistirilerek alinmistir)

2.1.5. DNA oksidatif hasarmm onarim yontemleri

Oksidasyon nedeniyle olusan DNA hasar1 genetik kararsizliga neden olabilir. Ayrica bu
genetik kararsizligi, DNA replikasyonu, DNA onarimi, apoptoz, hiicre dongiisii diizenlenmesi
ve kromozom stabilitesinde yer alan proteinleri etkileyip kansere neden olmaktadir (Beckman
ve Loeb 2005, Dizdaroglu 2012). DNA lezyonlarmin onarilamamasi, mutajenez, hiicresel
zehirlenme, hiicre oliimii ve buna bagl olarak karsinogenez gibi hastalik siireglerine yol
acabilir. Genetik diizeyinde, lezyon replikasyondan oOnce onarilamazsa, DNA sentezini

engelleyerek ya da DNA polimerazlarina direnip vazgegilerek replikasyonla etkilesime



girebilir. Replikasyonu engelleyen lezyon Oliimciil bir lezyondur ve hiicre 6liimiine neden
olabilir, diger acidan; saglam bir baz ile DNA polimerazlar tarafindan vazgegilen lezyonlar
mutasyona neden olmaktadir (Dizdaroglu 2012). Oksidasyon nedeniyle olusan DNA
lezyonlarin1 onarmak igin baz-kesip ¢ikarma onarimi (BER) ve niikleotid-kesme onarimi
(NER) adi altinda iki ana mekanizma mevcuttur. Genetik kararsizliga katkida bulunan iKki
yontem daha vardir, bunlar uyusmazlik onarimi (MMR) ve niikleotid havuzu onarimidir.
BER'de, bir DNA glikosilaz, N-glikosidik bagin1 hidrolize edip abazik bir bolge (AP bolgesi)
iretereck DNA lezyonunu giderir (Dizdaroglu 2012); NER ise hacimli DNA bozucu
lezyonlarin DNA'dan ¢ikarilmasindan sorumludur (Friedberg 2001). MMR, 8-OH-Gua.Ade
uyusmazligi gibi uyusmazliklarin onarimina katilir (Dizdaroglu 2012). Modifiye edilmis 2'-
deoksiniikleosid trifosfatlar DNA polimerazlar tarafindan DNA'ya sokulmadan 6nce onlari
onarmak ig¢in Niikleotid havuzu onarimi mekanizmasinda bulunur, o modifiye edilmis

molekiiller mutasyonlara yol agabilirler (Maki ve Sekiguchi 1992).

Ayrica, oksidasyon tarafindan indiiklenen hasar DNA'da tek- ve ¢ift-iplik¢ik kiriklarina neden
olup genetik kararsizliga ve zararh biyolojik sonuglara yol acar. Tek-iplik¢ik kiriklart BER'de
yer alan benzer mekanizmalarla onarilirken, ¢ift-ip¢iklik kiriklarinin onarimi genelde
homolog rekombinasyon (HR) veya homolog olmayan son birlestirme (NHEJ) mekanizmalari
ile gerceklesir (Dizdaroglu 2012).

2.1.6. Oksidatif strese bagh hastahklar

Farkli ROS tiirleri arasinda ortak bir 6zellik proteinlere, DNA ve lipidlerde oksidatif hasara
yol agma kapasitesidir. ROS'un dogasia bagl olarak, bazilar1 ¢ok zehirlidir ve bu sebeple
cesitli hiicresel enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar ile zehirin etkisi giderilir.
Diger kosullar altinda, insan viicudu patojen ve programlanmis hiicre 6liimiine kars1 savunma
dahil olmak iizere bazi fizyolojik islemleri kontrol etme amaciyla biyolojik isaretler olarak
ROS firetir. Literatiirde net raporlar, dokunun ve hiicresel bilesenlerin oksidatif hasarinin

birgok farkli insan hastaliklar1 ve yaslanma siireclerinde birincil veya ikincil nedensel faktor

olabileceklerini bildirmistir (Islam ve Shekhar 2015).

Cesitli oksidanlar tarafindan tiretilen ROS, hiicre zarlarinda bulunan lipidlere saldirarak lipid
peroksidasyonunu olusturur. Sonugcta; lipid peroksidasyonu, bir takim potansiyel olarak toksik

lipid aldehitleri de olusturur. Oksidatif stres kaynakli lipid peroksidasyonunun cesitli



inflamatuar hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynayan mediyatorleri tirettigi bilinmektedir.
Lipidden tiirevlenen aldehitlerin asir1 hiicre gogalmasi veya hiicre 6liimii gibi sitotoksisiteye
neden olacagi, ayrica cesitli hiicresel proteinlerin ve genetik materyalin (DNA ve RNA)

genotoksisiteye yol agan degisikliklerine sebep olabilecegine inanilmaktadir (Yadav 2015).

Sinir dokusunun bozulumu (No6rodejeneratif) hastaliklarinda, oksidatif stresin; Parkinson
hastaligi, Alzhiemer hastalig1, inme, travma ve kasilma ndbetleri de dahil olmak iizere baslica
sinir dokusunun bozulumu hastaliklarin patojenezinde nedensel ya da en azindan yardimci
faktor olduguna dair énemli kanit bulundugu bildirilmistir (Ghadge ve ark. 1997, Singh ve
ark. 2004). Parkinson hastaligindan etkilenen hastalarin beyindeki gri maddelerindeki DNA
ve proteinlerin lipid peroksidasyonunun ve oksidasyonunun artisin kanitlart goriilmiistiir.
Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve bazi diger sinir dokusunun bozulumu
hastaliklarinda oksidatif stresin belirteglerinde benzer artis da goriilmiistiir (Saggu ve ark.
1989, Singh ve ark. 2004). Sizofreninin sinir dokusunun bozulumu hastaliklarindan oldugu
bilinirken, oksidatif stresin sizofreniye katkida bulundugu da disiiniilmektedir. Normal
goniilliller ile sizofreniden baska psikiyatrik hastaliklara sahip hastalarin raporlari
karsilastirildiginda, sizofreni hastalarinin  kanlarindaki artmis olan pentan gazi (lipid
peroksidasyonu i¢in bir belirteg) ile beraber lipid peroksidasyonunun da artmis oldugunu

gostermistir (Phillips ve ark. 1993, Singh ve ark. 2004).

Kalp ve damar hastaliklar1 (CVD); koroner kalp hastaligini (kalp krizi), serebrovaskiiler
hastaligi (inme), yiikseltilmis kan basincini (hipertansiyon), periferal arter hastaligin,
romatizmal kalp hastaligini, konjenital kalp hastaligin1 ve kalp yetmezligini icermektedir.
Biiytiyen kanitlar, CVD gelisiminde ROS'un roliinii ve patofizyolojik kosullar altinda
oksidan-antioksidan yollarinin diizenlenmesinin bozuldugunu gostermektedir (Rani ve Jain
2015).

Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre oliimii arasindaki dengesizlik mutlaka karsinogeneze yol acar.
Birgok rapor ROS'un oksidatif stres seklinde karsinogeneze katkida bulundugunu gostermistir
(Kryston ve ark. 2011, Rani ve Gupta 2015). Daha 6nce bahsedildigi gibi (bolim 2.1.5.),
oksidasyon nedeniyle olusan DNA hasar1 genetik kararsizliga yol agarak DNA onarimi ve
programlanmis hiicre o6liimiinii ters yonde etkileyebilir ve sonugta karsinogeneze neden
olabilir (Beckman ve Loeb 2005; Dizdaroglu 2012). Oksidatif stres yoluyla DNA hasari, tek-
veya ¢ift-ipciklikli DNA kiriklarim1 ve/veya DNA capraz baglarmi iireterek DNA'daki pruin,

pirimidin ve seker kisimlarina zarar verir (Dizdaroglu 2012; Rani ve Gupta 2015).



Yaslanma, oksidatif stres ve ROS arasindaki korelasyonu kanitlayan g¢alismalar tarafindan
hedeflenen 6nemli alanlardan biridir. Evans et al.'in (2004) belirttigi gibi "Harman (1956)
tarafindan tamimlanan yaslanma serbest radikalinin teorisi, hasar birikiminden olusan
yaslanma ve gelisimsel olarak programlanmis yaslanma olmak tizere iki diisiince okulundan
alimmigtir". Boylece yaslanmanin, serbest radikal hasarinin biyomolekiillere kademeli olarak
birikmesi sonucu meydana geldigi Dbildirilmistir. Antioksidan savunmalarinin hasar
birikmesine ve islev kaybina yol acabilecek potansiyel zararli radikal tiirlerine karsi

koyamadig ve siipiiremedigi diisiiniilmektedir (Evans ve ark. 2004).

Ayrica oksidatif stres, organlarin korunmasi ve nakli, obezite, seker hastaligi, tiroid bezi
hastaliklari, romatizmal artrit ve diger inflamatuar bozukluklarda biiyiik ya da kiigiik bir role
sahiptir; diger kaynaklarda da daha fazla hastaliklar1 bulunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge
2015, Rani ve Yadav 2015).

2.1.7. DNA hasar iiriinlerinin analiz yontemleri

DNA hasar iiriinlerinin analiz yontemleri ROS 6l¢iim yontemleri altinda siniflandirilmistir.
ROS ol¢im yontemleri iki ana gruba ayrilmistir; bunlar spin yakalama dahil olmak {izere
dogrudan Elektron Spin Rezonans (ESR) yontemleri ve dolayli Parmak Izi Alma
yontemleridir. Genelde, DNA hasar iiriinleri, boyle bir hasara neden olan radikal tiirlerinin
varliginin parmak izleri olarak incelenir ve boylece hasar iirlinleri analizi ROS 6l¢limiiniin
parmak izi yontemi olarak kabul edilir (Kohen ve Nyska 2002, Rani ve ark. 2015, Halliwell
ve Gutteridge 2015b). ESR, serbest radikallerde oldugu gibi eslesmemis elektronlarin yakin
cevresini algilamak icin kullanilir. Ancak daha reaktif radikaller Olciilecek diizeye kadar
toplanmadigindan bu yontemle yalnizca az reaktif olanlar saptanabilir. Boyle bir duyarlilik
durumunu ¢6zmek icin ESR tarafindan kolaylikla tespit edilebilen daha az reaktif ve daha
kararl: tiirler tiretmek amaciyla yiiksek reaktif ROS tuzak molekiilleri ile reaksiyona sokulur
ve reaksiyona spin tuzaklama denir. N-tert butil-p-fenilnitron (PBN), 5,5-dimetil-1-pirolin N-
oksit (DMPO), 1,1,3-trimetil-izoindol N-oksit (TMINO) ve 5-tert-butoksikarbonil-5-metil-1-
pirolin N-oksit (BMPO) ESR tuzaklarindandir (Halliwell ve Whiteman 2004, Rani ve ark.
2015). Parmak izi alma yontemleri belirteglerin belirlenmesini igermektedir. Buna 6rnek
olarak siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, DNA hasar1 ve proteinlerin belirtecleri ile lipitin

yan Uriinlerinin dl¢iilmesidir (Rani ve ark. 2015).



Daha 6nce agiklandigi gibi (boliim 2.1.4.), DNA hasar1i, DNA bazlarinin ve seker kisimlarinin
cesitli degisikliklerine neden olur. DNA hasar {irtinleri, HPLC, GC-MS ve tek hiicre jel
elektroforezi (komet) gibi ¢esitli kromatografik teknikler kullanilarak analiz edilebilir (Kohen
ve Nyska 2002). Ayrica DNA hasar iriinlerinin izolasyonunun ve karakterizasyonunun
kullanabilirligi i¢in ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi, iyon degistirme
kromatografisi, elektrokimyasal algilama ile HPLC (HPLC-ECD) ve LC-MS/MS dahil olmak
tizere bagka yontemler belirtilmistir (Jaruga ve ark. 2008). Kiitle spektrometrisini igermeyen
teknikler; analitler i¢in yapisal bir kanit olusturamaz ve bir kerede sadece tek bir iiriin
Olgebilir. Diger agidan, kiitle spektrometrisini kullananlar niikleik asit bilesenlerinin hassas

nitel ve nicel tayinleriyle yapisal kanitlar1 da saglamaktadir (Jaruga ve ark. 2008).

Bu calismada DNA hasar {iriinlerini incelemek i¢cin GC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Bu
nedenle bu yontemin daha detayli bir agiklamasi gerekir. DNA hasar {irlinlerinin serbest
bazlar ve niikleositler olarak analizi icin GC-MS (elektron iyonizasyon (El) ile MS)
sunulmustur. Izotop-seyreltme kiitle spektrometresinin kullanilmasi, DNA lezyonlarinin nicel
tayininin dogrulugunu gelistirmistir, ancak bu caligmada kullanilmamistir. GC-MS'in diger
avantajlari, tek bir DNA Orneginde yapisal kanitlarla dort DNA bazindan birden fazla
modifiye edilmis bazlari tek bir analizde dlgme kabiliyetini ve 8-OH-Guanin gibi tek DNA
temsilcisini Ol¢iimiinden ¢ikan yaniltmanin Onlenmesini icermektedir. GC-MS yontemi
DNA'dan hasar {irlinlerini hidrolize ederek saliverme, tiirevlendirme, gaz kromatografik
ayirma ve kiitle spektrometrik nitel ve nicel tayin adimlarindan olugsmaktadir. Serbest bazlar
saliverilmek i¢in hidrolize edici formik asit ya da E. Coli DNA tamir enzimi Fpg alternatif
hirolize edici ajan olarak kullanilabilir. DNA bazlarinin ve niikleositlerinin ugucu trimetilsilil
(MesSi) tiirevlerini elde etmek i¢in tiirevlendirme isleminde Mes3Si tiirevlendirici olarak

kullanilmaktadir (Jaruga ve ark. 2008).

2.2. Antioksidanlar

Yiksek antioksidan aktivitesi olan ve polifenoller iceren bitkiler uzun zaman 6nce Misir'da
cesetleri korunmak igin kullanilmistir (Gutteridge ve Halliwell 2010). Yeni tir
antioksidanlarin bulunmas: ve degerlendirilmesine yonelik arastirmalarin egilimi onemli

ol¢iide artmig, bitkiler gibi dogal kaynaklar esas olarak hedef alinmistir.



Oksijen zehirli bir elementtir ve oksijenin varliginda aerobik organizmalarin hayatta
kalmasmin tek nedeni antioksidan savunmalara sahip olmalaridir (Halliwell ve Gutteridge
2015a). Antioksidanlar, diger bilesiklere karsi olusan oksidasyon siireglerini geciktirme,
kaldirma, veya Onleme yetenegine sahip olan maddelerdir (Embuscado 2015, Halliwell ve
Gutteridge 2015a). Antioksidanlar, farkli mekanizmalardan en azindan birisi ile ¢alisir: (1)
peroksidasyonu baslatan tiirleri siipiirme, (2) metal iyonlar1 ile selat yapmak ve onlardan
reaktif tiirler olusturmamak ve lipid peroksitleri ayristirmamak icin o iyonlar1 etkisiz hale
getirme, (3) "O;"i sondiirme ve boylece peroksit olusumunu Onleme, (4) otooksidatif zincir
reaksiyonunu kirma ve/veya (5) lokalize olan O, konsantrasyonlarini azaltma. En etkili

antioksidanlar serbest radikal zincir reaksiyonunu kesenlerdir (Nawar 1996, Brewer 2011).

Antioksidanlarin etkinligini ¢esitli faktorler etkilemektedir. Bunlar aktivasyon enerjisi, hiz
sabitleri, yiikseltgeme-indirgeme potansiyeli, antioksidanin kayboldugu veya yok edildigi
kolaylik (uguculuk ve 1s1 duyarliligi) ve antioksidan ¢oziintirligii (Nawar 1996, Brewer 2011).

2.2.1. Dogal ve sentetik antioksidanlarin oksidatif stresi azaltmadaki rolii

Dogal antioksidanlar bitki aleminde yaygin olarak bulunur ve g¢ogunlukla polifenoller ve
tiirevleri de dahil olmak tizere fenolik bilesikler olarak bilinen bir grup dogal kimyasallar ile
temsil edilebilir. Bu kimyasallar, bitkiler tarafindan iiretilen ikincil metabolizma tiriinlerinden
biridir ve en biiyiik ikincil metabolit fitokimyasal maddelerden biri olarak kabul edilir (Dai ve
Mumper 2010). Genellikle tat vermek i¢in kullanilan bitki ekstraktlar1 ¢ogunlukla giiglii
hidrojen verme aktivitesine sahiptir ve bdylece son derece etkili antioksidanlardir. Bu
antioksidan aktivite, cogunlukla fenolik asitlerden (6rn. gallik, protokatekuik, kafeik ve
rosmarinik asitler), fenolik diterpenlerden (6rn. karnozol, karnozik asit, rosmanol ve
rosmadial), flavonoidlerden (6rn. kuersetin, katesin, naringenin ve kaempferol) ve ucucu

yaglardan (6rn. 6jenol, karvakrol, timol ve mentol) ileri gelir (Brewer 2011).

Bitkiler dogal antioksidan kaynagidir. En sik goriilen vitaminler baslica C ve E vitaminleri, -
karoten, flavonoidler, fenoller, polifenoller, fitoostrojenler, karotenoidler, glutatyon, koenzim
Q10, lipoik asit ve ayrica selenyum, ¢inko, manganez gibi mineraller ve daha bir¢oklaridir
(Sen ve Chakraborty 2015).

Bir¢cok sentetik fenolik antioksidan (6rn. butillendirilmis  hidroksianisol (BHA),
butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve propil gallat) dogal antioksidanlarla birlikte

farmasotik ve gida endistrilerinde kullanilmaktadir. Ciinkii bu maddeler serbest radikal



olusumunu etkili bir sekilde Onler, oksidasyonu engeller ve metalerle selat olusturarak
metallerin oksidasyona katkisini azaltirlar (Brewer 2011, Sen ve Chakraborty 2015). Gida
endiistrisinde sentetik antioksidanlar gida muhafazasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Fakat
sentetik antioksidanlarin  tiiketici tarafindan kullanim1  gitgide azalmaya basladigi
goriilmektedir. Bu nedenle dogal antioksidanlar {izerine yapilan galismalar artmistir. Sentetik
antioksidanlar gibi dogal fenolik antioksidanlar etkili bir sekilde serbest radikalleri
stiptirebilir, UV 1s1g8m1 (100-400 nm) absorbe eder ve gecis metalleri ile selat olusturur.

Boylece ilerleyen otooksidatif hasar1 durdurabilir (Brewer 2011).

2.2.2. Dogal antioksidanlar olarak fenolik bilesikler

Fenolikler, bir veya daha fazla hidroksil grubuna sahip bir veya daha fazla aromatik halkaya
sahip bilesiklerdir. Onlar, fenolik asitler gibi basit molekiillerden tanenler gibi polimerize
maddelere kadar uzanirlar ve simdilik bilinen 8000'den fazla fenolik bilesik ile genis bir
sekilde bitki aleminde dagilirlar. Bitkideki fenol bilesikleri genelde ultraviyole radyasyona
veya patojenler, parazitler ve predatdrler tarafindan saldirganliga karsi savunma ve bitkilerin

renk olusturmasina katkida bulunmaktadir (Dai ve Mumper 2010).

Bitkideki fenolik bilesikler; fenolik asitler, flavonoidler, tanenler ve az bulunan stilbenler ve
lignanlar olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.2.2.1 ve Sekil 2.2.2.2) (D’Archivio ve ark. 2007,
Dai ve Mumper 2010). Fenolik asitler, benzoik asit tiirevleri (6rn. gallik asit) ve sinamik asit
tiirevleri (6rn. komarik, kafeik ve ferulik asit) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Bitkilerde
en sik goriilen fenolik asit kafeik asittir. Kafeik asit, kinik asit ile esterlestirilerek klorojenik
asidi (kahvedeki ana fenol bilesigi) olusturur. Ferulik asit de yaygin fenolik asitlerden biridir.
Ferulik asit hemiseliiloz esteri seklinde tahillarin hiicre duvarinda bulunur (Dai ve Mumper

2010).

Flavonoidler gidalardaki en bol polifenollerdir (Dai ve Mumper 2010). Flavonoidler
neredeyse tamami ayni difenil propan iskelete sahiptir. Onlar antosiyanidin yapisinda
goriildiigli gibi iki benzen halkasi (halka A ve halka C) ti¢ karbonlu bir zincir ile baglanip,
difenil propan iskeletini olustururlar. Ayrica iki benzen halkasini baglayan ii¢ karbon zinciri

iiclincii bir piran halkasini (halka C) olusturabilir (Sekil 2.2.2.1). Flavonoidler ¢ogunlukla



flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve flavanoller de dahil olmak
izere alt siniflara ayrilmistir. Siniflandirma merkezi piran halkasinin oksidasyon durumuna
baglhidir. D’Archivio ve ark. (2007) belirttigine gore, bitki kaynaklarinda 4000'den fazla
flavonoid ¢esidi bilinmektedir. Bu genis ¢esitlilik cok sayida bulunan degistirilebilen yapilara
baglhdir ve o degistirilebilen yapilarinda bulunan gruplarin (6rn. hidroksil grubu) kendileri de

degistirilebilir. Farkli flavonoidlerin siniflarinin temel yapilar1 Sekil 2.2.2.1'de bulunmaktadir.
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Sekil 2.2.2.1. Flavonoidler, fenolik asitler ve tanenlerin yapilari (Dai and Mumper 2010'dan
degistirilerek alinmigtir)
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Sekil 2.2.2.2. Stilben ve lignanlarin yapilar1 (sekil Dai and Mumper 2010'dan degistirilerek
alinmustir)

Tanenler gidadaki polifenollerin diger biiyiik bir grubudur ve hidrolize edilebilir; tanenler ve
yogunlastirilmis tanenlere ayrilmigtir. Hidrolize edilebilir tanenlerin igerdigi glikoz veya
baska bir poliol gallik asit ile esterlestirilerek gallotanenler olusur ya da hekzahidroksidifenik
asit ile esterlestirilerek elagitanenler olusabilir. Yogunlastirilmis tanenler ise flavan-3-ol'iin
interflavan bir karbon bag ile baglanmis oligomerleri veya polimerleridir. Antosiyanidinlere

ayrigtirabildikleri i¢in proantosiyanidinler olarak da adlandirilabilirler (Dai ve Mumper 2010).

Fenolik asitler genellikle serbest radikalleri tuzaklayarak antioksidan olarak ¢aligabilirler.
Flavonoidler serbest radikalleri siipiirleyebilir ve metalleri selatlayabilir (Brewer 2011).
Brewer'in (2011) agikladigr Brown ve Kelly'nin (2007) calismasinda fizyolojik olarak ilgili
konsantrasyonlarda Cu®*'yi kullanilarak polifenoller, antosiyanidinler ve fenolik asitlerin
antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Onlar, ortodihidroksi degistirebilirmis polifenollerin
(siyanidin-3-glukosid, siyanidin ve protokatekuik asit) en etkili olduklarini, trihidroksi
degistirilebilirmis bilesiklerin ise (gallik asit) orta etkiye sahip olduklarini bulmuslardir.
Bagka bir calismada, cesitli bilesiklerin gidadaki lipid oksidasyonunu ihibe etme
kabiliyetlerine gore serbest radikal siipiirme aktivitesinin sirasi verilmis ve polar bilesiklerin
ferulik asit > kumarik asit > propil gallat > gallik asit > askorbik asit siras1t modifiye oksijen
radikal absorbansi kapasitesi yontemine gore belirlenmistir, polar olmayan bilesikler sirasi ise
2,2-difenil-1-pikrilhidrasil yontemi kullanilarak rosmarinik asit > butillendirlimis
hidroksitoluen > tert-butilhidrokinon (TBHQ) > a-tokoferol olmustur (Alamed ve ark. 2009).

2.2.3. Antioksidan kapasitesi 6lcme yontemleri



Yirmi yil once, daha yeni ve daha giiclii antioksidanlar bulma g¢abalar1 antioksidanlarin
potansiyel saglik etkileri olduguna iliskin bulgularla ugrasildigindan, bu bilesiklerin
antioksidan kuvvetini degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla cesitli analiz yontemleri
gelistirilmistir (Schaich ve ark. 2015). Cizelge 2.2.3.1 en iyi bilinen antioksidan analiz

yontemlerini 6zetlemektedir.

Genelde antioksidan analiz yontemlerinden elde edilen veriler asagidaki sekilde ifade edilir
(Schaich ve ark. 2015):

e Antioksidan kapasitesi, verilebilen toplam elektron sayis1 veya antioksidanin her molii
icin donistiiriilmesi hedeflenen molekiil sayist (6rn. fenolik-OH gruplarinin sayisi ya
da OH grubu basina iki elektron) olarak tanimlanabilir.

e Antioksidan aktivitesi, belirli bir hiz veya reaksiyon derecesini saglamak icin gereken
antioksidan konsantrasyonu olarak tanimlanir.

e Antioksidan potansiyeli, bir antioksidanin belirli bir kosullar altinda radikalleri

sondiirme beklentisini tanimlar.

Ne yazik ki, boyle in vitro analiz yontemleri bir pro-oksidan tarafindan biyolojik olmayan
radikallerin olusumuna ve bu radikallerin bir antioksidan tarafindan tuzaklanmasina baglidir;
boylece, bu yontemler biyolojik olarak ilgisiz hale getirilir (Gerald 1993, Gutteridge ve
Halliwell 2010). Fizyolojik etkileri belirtmek i¢in bu yontemden sonuglanan bilgileri
kullanmak nadiren miimkiindiir (Halliwell ve ark. 2005, Kelly ve ark. 2008). Bitki ve dogal
kaynaklarin numunelerinin kimyasal karmasikligi, sebze matrisinden antioksidanlarin
ayrilmasi ve miktarmin belirlenmesi de zorluk ¢ikarir. Bu nedenle bu yontemler toplam

antioksidan aktivite seviyesinin dl¢iilmesine kullanilir (Apak ve ark. 2004).

Cizelge 2.2.3.1. Antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in sikg¢a kullanilan yontemler
(Cizelgedeki kisaltma ve agiklama Embuscado 2015 ve Li and Pratt 2015'den degistirilerek
alinmustir)

Kisaltma Aciklama Mekanizmasi ve Gorevi

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil® Bu yontemde, beklenen antioksidan aktiviteye




yontemi sahip bilesikler ya da ekstraktlar kararli bir
radikal DPPHe ile reaksiyona girmesine izin
verili. =~ DPPHe  indirgenmesinden  sonra
karakteristik bir dalga boyundaki absorbansta
azalma reaksiyon boyunca takip edilir. DPPHe
515 nm'de absorpsiyon yapar ve ancak
indirgendiginde absorbans degeri Kkaybolur
(Brand-Williams ve ark. 1995).
FRAP Fe (III) Iyonu Indirgeyici Bu tahlil antioksidan giiciinii degerlendirmek
antioksidan giicii yontemi icin Benzie and Strain (1996) tarafindan
sunulmustur. FRAP testi, diisiik pH'da demir
(1n)'den demir (I)'e indirgenerek renkli bir
demir-tripiridiltriazin ~ kompleksi  olusmasina
dayanir. Analizin sonuglari, belli
konsantrasyonlarda demir (II) iyonlar1 igeren
¢oOzeltilerin 593 nm'deki absorbansi ile numune
¢ozeltisinin absorbansinin degisiklerini

karslastirarak elde edilir.

CHROMAC Cr (VI) Indirgen Isik ve ark. (2013)'a gére, CHROMAC elektron-
Antioksidan Kapasite aktarmaya dayanan testlerden biridir. Bu
yontemi yontemde, n-elektron indirgen antioksidan ile

asir1 miktarda Cr(VI) reaksiyona girerek fenoksi
radikali olusturulur ve geri kalan Cr(VI) ¢ok
renkli  [Cr'"(HL),]*  selat  kompleksine
indirgenerek 540 nm'de maksimum absorbansi
gosterir.

TPC Toplam Fenol igerigi Cesitli yontemler ile bir numunede bulunan
Toplam Fenol igerigi (TFC)'in belirlenmesi igin
kullanilabilecek en iyi bilinen Folin-Ciocalteau

yontemidir (boliim 3.3.'de bulunmaktadir)

% ilgili antioksidan(lar)'in degerlendirilmesi icin belirtilen bilesikler ile reaksiyona girmelidir

Cizelge 2.2.3.1. Antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in sikg¢a kullanilan yontemler
(Cizelgedeki kisaltma ve tes adi Embuscado (2015) ve Li and Pratt (2015)'den degistirilerek
alimmustir) (devam)

Kisaltma Aciklama Mekanizmasi ve Gorevi
ORAC Oksijen Radikali Absorbans Bu yontem Cao ve ark. (1993) tarafindan
Kapasite yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde f-fikoeritrin (B-PE)

bir protein gostergesi olarak kullanilir ve




peroksil radikalleri tarafindan yiikseltgenir.
Peroksil radikalleri 2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklortir (AAPH)
tarafindan  olusturulur.  Ayrica, 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
(Troloks, bir E vitamini analogu) bir kontrol
standart olarak kullanilir. Bu yontem, peroksil
radikali tarafindan olusan oksidasyondan B-PE

korumak i¢in bir antioksidan yetenegini 6lger.

TEAC/ABTS Troloks Esdegeri Re ve ark. (1999) tarafindan tarif edildigi gibi,
Antioksidan Kapasite bu yontemde, ABTS potasium persulfat ile
yontemi / 2,2'-az0-bis(3- yiikseltgenerek 2,2'-azinobis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonik etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS )
acit)? (A734 = 0,700 + 0,020) radikal monokatyonu
olusturulur, ondan sonra ABTS ° " hidrojen-
verici antioksidan tarafindan indirgenerek renk
azalmasi olur ve absorbans 6lgiilerek belirlenir.

Sonuglar ise Troloks mikromolleri esdegeri ile

ifade edilir.
CUPRAC Cu () Iyonu Indirgeyici Cu®* redoks kimyasiin Fe** kimyasindan daha
Antioksidan kapasite hizli kinetiklere sahip oldugu i¢in bu yontemin
yontemi FRAP'dan daha avantajli oldugunu soéylenmistir

(Apak ve ark. 2004). Bu yontem bakir(Il)-
neokuproin'in [Cu(11)-NC] kromojenik
yiikseltgen olarak  kullanilmasina  dayanur.
Yikseltgen cozeltisi ile antioksidan ¢ozeltisini
karistirdiktan sonra oksidasyon reaksiyonu
tamamina zorlanir ve 450 nm'deki absorbans

gelisimi olgiliir.

% ilgili antioksidan(lar)'in degerlendirilmesi icin belirtilen bilesikler ile reaksiyona girmelidir

2.3. Vitis vinifera (Asma)

2.3.1. Simflandirma ve genel bilgiler

Bu ¢alismada Vitis vinifera (asma) bitkisinin siirgin kisimlar1 toplanip, ekstrakte edilmis,
kimyasal bilesimi ve antioksidan ozellikleri incelenmistir. Uziim agacinin  bilimsel

smiflandirilmasi Cizelge 2.3.1.1'de ag¢iklanmaktadir.



Asma diinyanin ¢esitli bolgelerinde yetistirilmektedir. Diinyada 8000 asma c¢esidi vardir.
Asma, yalniz basina birakildiginda 15 metre ve hatta daha fazla uzayabilen ¢ok yillik bir
bitkidir. Ana Uzim iretici tlkeler Ispanya, Arjantin, Ermenistan, Avustralya, Sili, Fransa,
[ran, Italya, Portekiz, Romanya, Tiirkiye ve Amerika'dir (http://www.fruitvs.com/en/grape-
facts/model-22-7, 2016). Tiirkiye'deki en Onemli tipler Alfons (bu calismada kullanilan
tipidir), Sultani Cekirdeksiz, Cavus, Ada Karasi, Ak Uziim, Bornova Misketi, Hamburg
Misketi, Horoz Karas1, Miiskiile, Misket, Okiizgozii, Bogazkere ve Kalecik Karasidir (CELIK
1998; Anonim 2009).

Cizelge 2.3.1.1. Asma agaclariin bilimsel siniflandirilmasi
(http://www.fruitvs.com/en/scientific-classification-of-grape/model-22-5, 2016)

Alan Eukarya

Alem Plantae
Alt-Alem Tracheobionta
Boliim Mangoliophyta
Simif Mangoliopsida
Alt-Simf Rosidae

Sira Vitales

Aile Vitaceae

Cins Vitis

Tiir Vitis vinifera
Genel Grubu Grape

2.3.2. Vitis vinifera'min farkh kisimlarinda bulunan kimyasal bilesenler

Genellikle, asmanin en iyi tiiketilen kismi1 meyve kismidir. Sousa ve ark. (2014) V. vinifera
(Benitaka ¢esidi)'in diyet lifleri, karbonhidratlar, proteinler, lipidler, C vitamini,
antosiyaninler, demir, potasyum, ¢inko, kalsiyum ve mangan icerdigini bildirmistir.
Katesinler, epikatesinler, prosiyanidinler, proantosiyanidinler, resveratrol ve diger stilbenler
gibi polifenoller ¢ekirdeklerde, tiziim dis kapaginda ve yapraklarda bildirilmistir (Fraternale
ve ark. 2011, Fraternale ve ark. 2016). Farkli literatiirlerden elde edilen diger bilgiler V.

vinifera'nin yapraklarinda polifenolik (antosiyaninler, l6ko-antosiyaninler), flavonoidler


http://www.fruitvs.com/en/grape-facts/model-22-7
http://www.fruitvs.com/en/grape-facts/model-22-7

(rutin, kuersitrin, izokuersitrosid, kaempferol, luteolol), gallik tanenler ve Kkatesinler
bulundugunu gostermistir; ayrica meyveler glikoz ve organik asitler (tartarik, malik, siiksinik,
sitrik ve oksalik asitler) icermektedir (http://www.medicinalplants-

pharmacognosy.com/herbs-medicinal-plants/grape-benefits/, 2016).

V. vinifera'nin farkli tiirlerinin gévdelerinde flavonoidler dahil olamak iizere polifenolik
bilesiklerinin bulundugu bildirilmistir (Dominguez-Perles ve ark. 2014). Tanenler,
polifenoller, flavonoidler ve organik asitlerin V. vinifera L. (tiir: Sangiovese) siirgiinlerinde
olduklar1 bildirilmistir (Fraternale ve ark. 2016).

2.3.3. Vitis vinifera (alfons) siirgiinleri

V. vinifera, dallarin bir destek tizerine tirmanip dagitmak igin stirgiinlerini kullanan ¢ok yillik
bir bitkidir (Sekil 2.3.3.1). Siirgiinler, ¢ogalan hiicreler igeren biiyiime bdlgeleri yan
meristemler adlandirilan kisimlardan kaynaklanir (Fraternale ve ark. 2016). Cigek agan bir
uyarict meydana gelirse ve buna gore yan meristem ya siirglin (tirmanma) ya da ¢i¢ceklenme
(ireme) organ1 olarak geligsebilir. Bu nedenle c¢iceklenme siirgiinler yerine ayni
meristemlerden ortaya c¢ikabilir (Calonje ve ark. 2004). Siirgiinler, asma dallarinin
uzatilmasindan ve dagitilmasindan sorumlu olarak dallarin gilines 1s18ina erismesini saglar

(Keller 2015), boylece daha aktif fotosenteze izin verir.



http://www.medicinalplants-pharmacognosy.com/herbs-medicinal-plants/grape-benefits/
http://www.medicinalplants-pharmacognosy.com/herbs-medicinal-plants/grape-benefits/

Sekil 2.3.3.1. Vitis vinifera (a) normal siirglinler ve (b) destekleyici bir telin iizerini saran
stirgiinler (Keller 2015'den alinmustir)

Fraternale ve ark. (2016) V. vinifera L (tiir: Sangiovese) siirgiinlerinde farkli fenolik asitler ve
flavonoidlerin bulunduklarint bildirmistir. Bu c¢alismada Bursa, Tiirkiye Niliifer koyiinde
yetistirilen V. vinifera (tiir: alfons) siirgiinleri incelenmistir. V. vinifera (alfons) hidroalkolik
ekstraktinda en az ii¢ fitokimyasal bulunmustur. Bunlar izokuersitrin, rutin ve klorojenik asit

(boliim 4). Rutin ve izokuersitrin (Sekil 2.3.3.2) DNA oksidasyonuna kars1 antioksidan profili

heniiz bilinmezken antioksidan olduklari bilinmektedir.

Sekil 2.3.3.2. (a) Rutin ve (b) izokuersitrinin kimyasal yapilari



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

(Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.1.1.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1.1.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Firma Numara
Asetonitril Merck 100030
Metanol Merck 106007
Formik asit Merck 100263
Trimetilklorosilan Merck 102333
Sodium dihidrojen fosfat Panreac 141677
Fosforik asit Merck 100563




Piridin Sigma-Aldrich 270970

Demir (1) sulfat-7-hidrat Riedel-de Haen 12354
Potasium dikromat Sigma-Aldrich 209244
1,5-difenilkarbazit Merck 64271
Folin-Ciocalteau ajani Sigma-Aldrich F9252

Gallik asit Sigma-Aldrich G7384

Etanol Sigma-Aldrich 34870
Klorojenik asit Acros organics 1002400
Hidrojen peroksit Sigma-Aldrich 16911
N,O-bis(trimetilsilyl)trifluroasetamid Aldrich 15222
5-(hidroksimetil)urasil Sigma-Aldrich 852589
4,6-diamino-5-nitropirimidin Sigma-Aldrich S454605
Alloksan Titan Biotech 2244113
4,6-Diamino-5-(formilamino)pirimidin | Santa Cruz 217034
Cizelge 3.1.1.1. Calismada kullanilan kimyasallar (devam)

Kimyasal Ad1 Firma Numara
5,6-Dihidroksi metil urasil Sigma-Aldrich D7628
8-hidroksi-2'-deoksiguanosin Sigma-Aldrich H5653
Deoksiriboniikleik asit (Buzagi timiis) | Sigma-Aldrich D4522
Izokuersitrin (Kuersetin 3p-D-glu Sigma-Aldrich 17793
Rutin Sigma-Aldrich R5143
5-Formilurasil IS Chemical Technology 1195080
5-(hidroksimetil)sitosin Toronto Research Chemicals | H945870
5-hidroksihidantoin Toronto Research Chemicals | H943000
5,6-dihidrotimin Toronto Research Chemicals | D449440
2,8-dihidroksiadenin Toronto Research Chemicals | D45105
5-hidroksi-5-metilhidantoin Toronto Research Chemicals | H947500
2-hidroksi adenin Toronto Research Chemicals | 1819000

5-Hidroksiurasil

5-Hidroksisitosin

NIST?
NIST?




Timin glikol NIST? -
8-Hidroksiadenin NIST? -
2,6-diamino-4-hidroksi-5- NIST? -
Formamidopirimidin

NaOH Riedel-de Haen 5181200
Na,COs3 Sigma-Aldrich 13418
NaKC4H4Og Sigma-Aldrich 217255
CuSO, Sigma-Aldrich 12849

#: National Institute of Standards & Technology (ABD) tarafindan hibe olarak temin edilmistir

3.1.2. Cozeltiler

Klorojenik asit, rutin ve izokuersitrin standart ¢ozeltileri: Her birinin stok ¢ozeltisi metanol
kullanilarak 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlanmistir. Gereken seyreltmeler metanol ile

yapilmistir.

H,0; ¢cozeltisi: 205 pL Hy02 9795 uL saf su ile kanstirilarak 200 mM H,0; elde edilmistir.
200 mM cozeltisinden 1250 puL 25 mL'lik balon jojeye alinip saf su ile tamamlanarak H,O, 10

mM konsantrasyonda hazirlanmistir.

FeSO, (Fe2+) cozeltisi: 0,139 g FeSO,4.7H,0 tartilip 50 mL'ye saf su ile tamamlanarak 10 mM

konsantrasyonda hazirlanmistir.

Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi: 5 mL Folin-Ciocalteau ajan1 10 mL saf su ile karistirilarak

hazirlanmstir.

Lowry A ¢ozeltisi: 0,4 g NaOH ve 2 g Na,CO3 az bir miktar suda ¢oziilerek ve 100 mL'ye saf

su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Lowry B c¢ozeltisi: 1 g NaKC4H4Os ve 0,5 g CuSO4 az miktar suda ¢oziilerek ve sonra 100

mL'ye su ile tamamlanmustir.

Lowry C ¢ozeltisi: 50 mL Lowry A ¢ozeltisi ile 1 mL Lowry B ¢ozeltisi karigtirilarak

hazirlanir.



Fosfat tamponu (pH = 2,8): 6,24 g NaH,P0O,4.2H,0 az suda ¢oziilerek ve 0,68 mL %85 H3PO,

eklenerek ve sonunda saf su ile 1 L'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3,4 x 10* M Cr® ¢ozeltisi: 0,005 g KyCr,0O7 tartilip hacmi pH 2,8 tamponu ile 100 mL'ye

tamamlanmustir.

3,4 x 10" M 1,5-Difenilkarbazit (1,5-DFK) ¢ozeltisi: 0,1 g 1,5-DFK + 70 mL aseton ve bu
karisim 100 mL'ye fosfat tampon ¢ozeltisi ile tamamlanmis, bundan 20,63 mL alinip fosfat

tampon ¢ozeltisi ile 250 mL'ye seyreltilmistir.

0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi: 1,0507 g sitrik asit tartilip 10 mL 0,1 N NaOH ilave edilerek hacmi

su ile balon jojede 50 mL’ye tamamlanmustir.
6 M HCI ¢ozeltisi: 6,44 mL %35 HCl’den alip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

pH 1,2 tamponu ¢ozeltisi: 1,45 mL 0,1 M sitrik asit ve 8,55 mL 6 M HCI karistirilarak

hazirlanmustir.

DNA c¢ozeltisi: Buzagi timiis'tan DNA kullanima hazir bir sekilde satin alinmistir. 5 mg DNA
10 mL ultra-saf suda ¢6ziilmus ve bir gece 4°C'de bekletilmistir (Jaruga ve ark. 2008).
Sonraki giin, DNA ¢o6zeltisi 1:10 orani ile ultra-saf su kullanilarak seyreltilmis, 4°C'de bir
gece daha bekletilmis ve 280 nm'de DNA absorbansi okunmustur.

3.1.3. Ornek Hazirlama

Bitki numunesi Niliifer kdyiindan (Bursa, Tiirkiye) Mayis, 2016'da toplanmistir. V. vinifera
(alfons) siirgiinleri (Sekil 3.1.3.1) ekstraksiyonuna uyumlu olmasi i¢in blender kullanilarak
pargalanmistir. Pargalanmig olan siirgiinlerin tizerine (10,0688 g) 50 mL etanol : su (20 : 80)
(v/v) eklenerek ultrasonik banyoda 60°C'de 120 dakika ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyonun

ardindan ekstrakte edilen numune siiziilmiis ve analiz edilmis, kalintis1 ise atilmistir.



Sekil 3.1.3.1. V. vinifera (alfons) siirgiinleri (a) par¢alamadan 6nce ve (b) pargalandiktan

sonra

3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

3.1.4.1. Aletler

Cal (@) | kullanilan aletler Cizelge 3.1.4.1

Cizelge 3.1.4.1.1. Calismada kullanilan aletler

(b)

Osterilmistir.

Alet Marka Model
Terazi Mettler Toledo MS105DU
Doner buharlastirici BIBBY RE 100
Etiiv VWR Dry-line
Inkiibator Memmert INB 400
Liyofilizator Labconco Freezone 2.5 Plus
Manyetik karistirict Wisd MS-MP8
Mikropipet (500-5000 uL) | Eppendorf Research
Mikropipet (100-1000 uL) | Eppendorf Research
Mikropipet (10-100 puL) Eppendorf Research
pH-metre Hanna HS221




Santrifiij Hermle Z206 A

Saf su cihazi Elga Purelab Option Q DV25
Ultrasonik banyo United 2.8 L

Vorteks karistiric Wisd VM-10

3.1.4.2. Ultraviyole-goriiniir (UV/VIS) spektrofotometre
Tek 151n yollu Varian Cary-50 UV/VIS (Melbourne, Avustralya) cihazi toplam fenol igerigi,

antioksidan kapasitesi ve DNA konsantrasyonu tayini i¢in kullanilmistir. Kuartz kiivet ile

Ol¢iimler yapilmistir.

3.1.4.3. Yiiksek performansh sivi kromatografi

Vakum degazor, ikili pompa, otomatik Ornekleyici ve diyod-serili dedektorii igeren bir
Agilent 1200 HPLC sistemi (Waldbronn, Almanya) ve XBridge C18 (4,6 x 250 mm, 3,5 um)

kolon Waters (irlanda)'dan kullanilmstir.

3.1.4.4. Gaz kromatografi — kiitle spektrometre / kiitle spektrometre

DNA oksidatif hasar firiinleri tayini i¢in otomatik oOrnekleyici igeren Trace 1300 (Gaz
Kromatograf) TSQ 8000 Evo (Triple Quadrupole Mass Spektrometer) Thermo Scientific
(ABD)'den bir Gaz kromatografi — kiitle spektrometre / kiitle spektrometre ile kullanilmistir.
Agilent Durabond DB-5MS kolon (12 m uzunlugu, 0,20 mm ¢ap1 (narrow bore) ve 0,33 pum
film) kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Folin-Ciocalteau (FC) yontemi

3.2.1.1. Folin-Ciocalteau yontemi i¢in kalibrasyon grafigi hazirlama



Gallik asit (GA) standart madde olarak kullanilmistir. Metanol ¢6ziicti kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda (Cizelge 3.2.1.1.1) gallik asit ¢ozeltileri hazirlanmis ve FC yontemi
uygulanarak kalibrasyon grafigi (Sekil 3.2.1.1.1) ¢izmek icin Microsoft Excel® 2010
kullanilmistir. GA konsantrasyon esdegerlerine (mg/L) karsi her bir numune i¢in okunan ii¢

absorbans ortalamasi kalibrasyon grafiginin temel degiskenleridir.

Cizelge 3.2.1.1.1. Gallik asit konsantrasyon degerleri ve absorbanslari
GA Konsantrasyonu (mg/L) Absorbans
1 0,0349
5 0,1191
10 0,2490
20 0,6669
30 0,9054
40 1,2316
1,40 A
y =0,0314x - 0,0205
1,20 R? =0,9942
1,00
g 0,80 -
Ko}
]
2 0,60 -
<
0,40
0,20 -
0,00 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.2.1.1.1. Folin-Ciocalteau yontemi i¢in kalibrasyon grafigi

3.2.1.2. V.vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinin toplam fenol igerigi



Folin-Ciocalteau yonteminde (Sahin ve ark. 2013) kullanilan stok ¢ozeltilerinin (Lowry A,
Lowry B, Lowry C) hepsi taze hazirlanmistir. Spektrofotometrik dlgiimler Varian Cary-50
UV/VIS cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. FC yontemi 100 pL asma siirgilinlerinin
ekstraktini tiipe koyarak baslar, 1900 pL saf su ve 2500 pL Lowry C ¢ozeltisi eklenmis ve
tyice karistirilmig, bundan sonra 250 pL FC ¢ozeltisi dnceki karigima eklenip karistirilmis, bu
karisim karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra UV/VIS Anax = 750 nm'de absorbsiyonu
okunmustur. y = mx + b olan kalibrasyon denklemi kullanilarak numunelerin FC sonuglar

Gallik Asit Esdegeri (GAE) olarak elde edilmistir.

3.2.2. CHROMAC antioksidan kapasite yontemi

Bu ¢alismada, antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in patentli yeni bir yontem kullanilmistir
(Sahin ve Demir 2013) (Patent No. TPE-2013/06324). Bu calismanin yapildigt CHROMAC
yontemi de ayni laboratuvarda icat edilmis ve onaylanmistir. CHROMAC sonuglar1t ABTS ve
CUPRAC yontemlerinin sonuglariyla karsilagtirlabilir. Bu yontemin fenolik asitler,

flavonoidler ve sentetik antioksidanlara duyarlilik gosterdigi bildirilmistir (Isik ve ark. 2013).

3.2.2.1. CHROMAC yoéntemi icin kalibrasyon grafigi hazirlama

Kalibrasyon grafigi hazirlamak igin troloks standart madde olarak metanol ile hazirlanmustir.
Hazirlanan troloks konsantrasyonlar: (mg/L) 540 nm'de okunmustur ve her bir konsantrasyon
i¢in ti¢ olgim yapilmistir (Cizelge 3.2.2.1.1 ve Sekil 3.2.2.1.1). pH 1,2 olan tampon ¢ozelti
kullanilarak blank (kor) ornek hazirlanmistir. Troloks konsantrasyonlarina karst blank
numunesi ile 6rnegin absorbansinin farki (blank absorbansi — 6rnek absorbansi) kalibrasyon

grafiginde kullanilan degiskenlerdir.

Cizelge 3.2.2.1.1. Troloks konsantrasyon degerleri ve absorbanslari

Troloks Konsantrasyonu (mg/L) Ablank-Asrnek
1 0,0850
3 0,0845
5 0,1003
20 0,1785
30 0,2112
40 0,2568

60 0,3353




Absorbans: Apjank-Asmek

0,40 - y =0,0043x + 0,0801
0,35 - R*=0,9955

0,30 -
0,25 ~

0,20 A

Absorbans
¢

0,15 -
0,10 -~

0,05 -

0,00 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Troloks Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.2.2.1.1. CHROMAC ig¢in kalibrasyon grafigi

3.2.2.2. V.vinifera (alfons) siirgiin ekstraktimn antioksidan kapasitesi

Isik ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen CHROMAC yo6ntemi kullanilmigtir. Varian Cary-50
UV/VIS spektrofotometer Amax = 540 nm olgiimler i¢in kullanilmistir. 3500 pL fosfat
tamponu, 400 pL su ve 500 pL K;Cr,07 ¢ozeltileri 100 pL bitki ekstrakt 6rnegine eklenip
karistirllmig ve 1 dakika bekletilmis, sonunda 500 puL 1,5-DFK ¢ozeltisi karisima eklenip
karistirllmis ve karanlikta 50 dakika bekletilmistir. Spektrofotometre'yi sifirlamak i¢in saf su

kullanilmis ve bundan sonra absorbans 6l¢lilmiistiir.

3.2.3. V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktimin yiiksek performansh sivi kromatografi
(HPLC) analizi

Agilent 1200 HPLC sistemi V. vinifera (alfons) siirgiin ekstrakti analizi i¢in kullanilmustir.
Ikili gradient (kademeli artis) hareketli faz olarak (A) %1 suda formik asit ve (B) asetonitril
kullanilmis; gradient olarak %10 B (0O dakikada), %13 B (10. dakikada), %41,5 B (20.
dakikada), %70 B (25. dakikada) ve %10 B (35. dakikada) kullanilmigtir (Cizelge 3.2.3.1). 10
pL ornek hacmi, 0,5 mL/dakika akig hiz1 ve XBridge C18 (4,6 x 250 mm, 3,5 um) kolon

Waters (Irlanda)'dan kullanilmistir.



Cizelge 3.2.3.1. HPLC-DAD c¢alisma kosullar

Zaman (dk) Hareketli faz (%0)
%1 Formik asit - Su Asetonitril
0 90 10
10 87 13
20 58,5 41,5
25 30 70
35 90 10
38 90 10

3.2.3.1. V.vinifera (alfons) siirgiin ekstraktimin nitel analizi

Oncelikle, kac tane bilesigin ekstraktta bulunabilecegini bulmak igin bir baslangic HPLC
analizi gergeklestirilmistir. Bu baslangi¢ analizi V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinda en
azindan ¢ bilesigin bulundugunu gostermistir. Ug kalibrasyon grafigi hazirlayarak
ekstrakttaki bulunan {i¢ bilesigin miktarlar1 belirlenmistir. B6lim 3.2.'deki agiklanan yontem

ile ekstrakte edilen numune 1:4 orani ile seyreltilerek HPLC-DAD analizi igin kullanilmistir.
3.2.3.2. Nicel analiz icin kalibrasyon grafigi
Klorojenik asit, rutin ve izokuersitrin igin {i¢ kalibrasyon grafigi hazirlanmistir (Cizelge

3.2.3.2.1 ve Sekiller 3.2.3.2.1, 3.2.3.2.2 ve 3.2.3.2.3). Metanol standart fenolik maddeler i¢in

¢Oziicii olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.2.3.2.1. HPLC nicel analizi i¢in kalibrasyon grafigi degerleri



Konsantrasyon (mg/L) Pik Alam
Klorojenik asit Rutin Izokuersitrin
10 434,3 367 374
20 1017,2 668 762,9
40 2066,7 1382,8 1697
60 2914 2067,6 2434,6
80 3755,4 2908,7 3453,2
100 5122,7 3880,5 47444
6000 y = 49,950x - 29,053
5000 R%=0,9944
- 4000
c
8
< 3000
=
& 2000
1000
O T T T T 1
20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (mg/L)
Sekil 3.2.3.2.1. Klorojenik asidin HPLC analizi i¢in kalibrasyon grafigi
4500
4000 y = 38,5682x - 113,5885
3500 R2 = 0,9943
— 3000
f=
é‘ 2500
~ 2000
& 1500
1000
500
0 T T T T 1
20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.2.3.2.2. Rutinin HPLC analizi i¢in kalibrasyon grafigi



5000 - .
y =47,3263x - 200,8408

4000 A R?=10,9916
§ 3000 A
<
-
T 2000 -

1000 -

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.2.3.2.3. izokuersitrinin HPLC analizi i¢in kalibrasyon grafigi

3.2.4. Antioksidanlarin DNA oksidatif stresine etkileri

Gereken oksidatif stres ortami Fenton reaksiyonu kullanilarak olusturulmustur (Oliveira ve

ark. 2006). H,O,, FeSQy, rutin ve izokuersitrin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Bitki ekstrakti dahil olmak iizere hazirlanan numunelerin hepsini ayni sartlar altinda tutmak
ve ayni konsantrasyonlarda ayni igerigi igerecek sekilde hazirlamak igin 20 mL V. vinifera
(alfons) siirgiin ekstrakti doner buharlastirict (rotary evaporator) kullanilarak vakum altinda
40°C'de tiim hidroalkolik ¢ozelti ugurulana kadar buharlagtirilmis, geri kalan1 biraz saf suda

¢oziliip 5 mL'ye su ile tamamlanmistir.

DNA oksidasyonuna karsi antioksidan etkilerini incelemek i¢in onddrt numune gerekir. Her
numunenin hacmi 2500 pL'dir ve asagidaki gibi aciklanan diger igerige ek olarak 100 ug
DNA'dan olusur; (1) sadece 100 pug DNA, (2) Fenton (200 uM H,0, ve 100 pM Fe®*), (3) 50
UM rutin, (4) 400 pM izokuersitrin, (5) 409 uL ekstrakt, (6) Fenton ve 411 pL ekstrakt (50
uM rutini igerir), (7) Fenton ve 411 uL ekstrakt (400 uM izokuersitrini igerir), (8) Fenton, 50
uM rutin ve 400 uM izokuersitrin, (9) Fenton ve 25 uM rutin, (10) Fenton ve 50 uM rutin,
(11) Fenton ve 100 uM rutin, (12) Fenton ve 200 uM izokuersitrin, (13) Fenton ve 400 uM

izokuersitrin ve (14) Fenton ve 600 uM izokuersitrin.

Her hazirlama 100 pg DNA'nin cam tiipe konulmasiyla baslar. Ardindan ultra saf su,

antioksidan (veya bitki ekstrakti), H,O, ve FeSO, (Fez+) sirayla eklenmistir. Tiim kullanilan



cozeltilerin daha oOnceki hazirlanan stok c¢ozeltilerden istenilen konsantrasyonlarini

hesaplayarak hazirlanmigtir.

Elde edilen HPLC sonuglarina gére, 20 mL (5 mL'ye konsantre edilmistir) bitki ekstraktindaki
rutin konsantrasyonu 304 pM ve izokuersitrin konsantrasyonu 2456 uM'dir. ki bitki ekstrakt
ornegi (6 ve 7 numarali) hazirlanmis, onlardan biri 50 pM rutin (6 numaral1) digeri ise 400

uM izokuersitrin (7 numarali) igerir.

Numunelerin igerigini iyice karistirdiktan sonra onlar iyice kapatilip 20 dakika inkiibator'de
37°C bekletilmistir. Sonra, numuneler -20°C'den daha soguk ortamda 18 saat kadar
dondurulmus ve sonraki 24 saat i¢inde 0,1 mbar vakum altinda -86°C sogutma sistemi igeren
liyofilizatorde liyofilize edilmistir. 1 mL %60 (v/v) sulu formik asit her numuneye eklenip 30
dakika etiivde 130°C'de 1sitilarak numunelerin hidrolize edilmesi saglanmigtir. DNA hasar
iiriinleri, GC-MS/MS'de tespit edilebilen serbest bazlar olarak hidroliz islemi vasitasiyla
salinmaktadir (Cadet ve ark. 1997, Jaruga ve ark. 2008). Sonra numuneler 18 saat kadar
dondurulmus ve sonunda 24 saat liyofilize edildikten sonra GC-MS/MS'e vermek i¢in

hazirliklar baglatilmistir.

3.2.5. Gaz kromatografi - kiitle spektrometre / kiitle spektrometre (GC-MS/MS) analizi

3.2.5.1. Analiz yontemi

N,O-bis(trimetilsilil)trifluroasetamid (BSTFA) ¢ozeltisi (%1 trimetilklorosilan igeren TMCS)
tiirevlendirici olarak kullanilmistir. Piridin ve tiirevlendirici ¢ozeltisi ilgili 6rnege eklenip
vorteks ile iyice karigtirilip bir viale aktarilmustir. Vialdeki ornek karistirildiktan sonra
atmosferik oksidasyondan korunmasi i¢in N, gazi eklenmis ve sicakliga dayanikli kapak ile
kapatilmigtir.  Numune 40 dakika 120°C'de tiirevlendirilip GC-MS/MS'e analizi igin

verilmistir.

Yukaridaki agiklanan yontem her numuneyi hemen GC-MS/MS'e vermeden dnce yapilmistir.
Ciinki numuneler zamanla bozulur, bu nedenle numune hemen tiirevlendirildikten sonra ve
30 dakika bir siire¢ icinde GC-MS/MS'ye verilmesi en idealidir. GC-MS/MS ile her bir
numune analizi i¢in 17 dakika gerekir ve 2 kez enjeksiyon gerceklestirilmistir. Analiz GC-

MS/MS ile gergeklestirilmistir. Elektron Iyonizasiyon (EI), 250°C iyon kaynagi sicakligi,



280°C MS aktarma hatt1 sicakligt GC-MS/MS sartlar1 olarak kullanilmistir. Helium gazi 1
ml/dakika akis hiz1 ile bir hareketli faz olarak kullanilmistir. Agilent Durabond DB-5MS

kolon (12 m uzunlugu, 0,20 mm ¢ap1 (narrow bore) ve 0,33 pm film) kullanilmistir.

Ikincil iyonizasyon argon ortaminda gerceklestirilmistir. Hedef bilesiklere 6zgii uygun
iyonlarin elde edilmesi igin carpigsma enerjileri 0 — 30 eV arasinda degistirilerek bireysel
carpisma enerjilerinin degerleri ayarlanmistir. Onciil (prekiirsdr) iyonlarinin kiitleleri gizelge

3.5.'de gosterilmistir.

3.25.2. Gaz kromatografi - Kkiitle spektrometre/kiitle spektrometre analizi i¢in

kalibrasyon grafikleri

On sekiz DNA hasar tiriinleri i¢in kalibrasyon denklemleri Cizelge 3.2.5.2.1'de goriildiigi gibi
Aybastier (2016)'dan alinmistir.

Cizelge 3.2.5.2.1. DNA oksidatif baz hasar iirlinleri i¢in kalibrasyon grafigi denklemleri ve
caligilan dogrusal aralik degerleri (Aybastier 2016)

Regresyon Dogrusal

Molekiil Kalibrasyon denklemi katsayisi arahk Preil;g;sor
(R (ng/L)
S6DHT y = 16646x + 18767 0,9999 0,25-200 255

56DHU y = 29866x + 26116 0,9999 0,25-200 241



SH5MH y = 139484x + 40828 0,9995 0,25-200 73

SHH y = 332926x + 456151 0,9999 0,10-200 147
SFU y = 37526x + 182000 0,9985 0,50-200 73
SHU y = 180247x — 71952 0,9983 0,25-200 241
SHMU y = 35141x + 5368 0,9997 0,05-200 357
Alx y = 403716x — 448535 0,9985 0,10-200 73
SHC y = 234156x — 344006 0,9969 0,10-200 240
46D5NP y =25379x — 19999 0,9978 0,50-200 240
TG y = 650289x + 807385 0,9966 0,10-200 116
SHMC y = 12495x — 2449 0,9991 0,10-200 254
?ISaEI)D?/iF;e) y = 123507x + 139198 0,9998 0,10-200 73
8HA y = 204511x + 825496 0,9918 0,10-200 352
2HA y = 8172x + 55630 0,9104 0,25-200 130
(FFGalpyGua) y =99348x — 214935 0,9962 0,25-200 442
28DHA y = 63055x — 139448 0,9976 0,50-400 440
80HG y = 82775x + 2508 0,9874 0,10-25 440

56DHT: 5,6-Dihidrotiamin, 56DHU: 5,6-Dihidroksimetilurasil, SH5SMH: 5-Hidroksi-5-methilhidantoin, 5HH: 5-
Hidroksihidantoin, 5FU: 5-Formilurasil, 5HU: 5-Hidroksiurasil, SHMU: 5-(Hidroksimetil)urasil, Alx: Alloksan,
5HC: 5-Hidroksisitosin, 46D5NP:  4,6-Diamino-5-nitropirimidin, TG: Timin glikol, 5HMC: 5-
(Hidroksimetil)sitosin, 46D5FP (FapyAde): 4,6-Diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA (8-OH-Ade): 8-
Hidroksiadenin, 2HA: 2-Hidroksiadenin, FG (FapyGua): 2,6-Diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin,
28DHA: 2,8-Dihidroksiadenin, 8OHG (8-OH-Gua): 8-Hidroksi-2-deoksiguanin

4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Toplam Fenol i¢erigi (TPC)

Folin-Ciocalteau yontemi siirgiin ekstraktinin toplam fenol igerigini belirlemek igin
kullanilmustir. Siirgilinler, tireme organinin modifiye bir formu olarak diistiniilebilir. Bitkinin
tirmanmast ve desteklenmesi i¢in kullanilir. Bu yiizden siirgiinler birgok bilesik igin bir

depolama organi degildir. Dolayisiyla, bu ¢alismadaki hedeflenen siirgiinler 7,83 + 0,08 mg



GAE/g taze agirligt (FW) TPC'ni igerir. Yontemin kalibrasyon denklemi ¢izelge 4.1.1'de

goriilmektedir.

Dominguez-Perles ve ark. (2014), iki asma agaci tiiriiniin govdelerindeki TPC'ni FC yontemi
kullanilarak belirlemislerdir. Ekstraksiyon sartlarina bagli olarak farkli sonuglar almiglar ve
sonuclar 32,5 ile 44,42 mg GAE/g kuru agirlik (dw) arasinda degismistir. Ayrica, Kantz ve
Singleton (1990) asma agaglarinin farkli kisimlar1 i¢in FC yontemini gergeklestirmisler,
cekirdeklerde 32,5-37,6 mg GAE/g, govdelerde 24,3-19,5 mg GAE/g ve yapraklarda 22,6-
24,3 mg GAE/g araliklar1 bildirilmistir. Bizim ¢alismamiz siirgiin kisimlarmin TPC'ini
incelemis ve literatiirde karsilastirilabilecek herhangi bir bilgi yoktur, bu nedenle bu
calismada elde edilen sonucu yukarida deginilen asma agaclarmin farkli kisimlarinin
calismalarinin sonuglariyla karsilagtirirsak stirgiinlerin ekstraktinin TPC'si ¢ok az bir miktar
diisiiktiir. Diger bir agidan, bu sonu¢ HPLC-DAD analizi vasitasiyla onaylanmistir. HPLC-
DAD sonuglar1 ekstraktta en azindan ii¢ fenolik bilesigin bulundugunu gostermis ve diger

¢ikan kiiciik piklerin ihmal edilebilecek miktarlarda bulundugu diistiniilmiistiir.

Cizelge 4.1.1. Ekstraktin Folin-Ciocalteau ve CHROMAC yo6ntemleri kullanilarak bulunan
toplam fenol igerigi ve antioksidan kapasitesi degerleri

Yontem A (nm) Kalibrasyon denklemi Sonug

Folin-Ciocalteau 750 y = 0,0314x — 0,0205 7,83 +£ 0,08 mg GAE®/g
R’=0,9942 ornek

CHROMAC 540 y = 0,0043x + 0,0801 8,17 + 0,49 mg TE"/g
R?=0,9955 ornek

% Gallik asit esdegeri, ”: Troloks esdegeri
4.2. Siirgiin Ekstrakti I¢in Antioksidan Kapasitesi

Cizelge 4.1.1'de goriildiigli gibi, sonug troloks esdegeri (TE)/g taze agirlik (FW) 6rnek olarak
temsil edilmistir. V. vinifera (alfons) siirgiin ekstrakti (%20 etanollu ultrasonik ekstraksiyon
yontemi kullanilarak) sonucu, 8,17 + 0,49 mg TE/g FW metal oksidasyonu indirgeme
mekanizmasi vasitasiyla antioksidan kapasitesi gostermistir. Laurus nobilis L. bitkisinin
CHROMAC sonucu 8,68 + 0,06 mg TE / g kuru agirlik ve CUPRAC sonucu da 8,45 + 0,03
mg TE / g kuru agirlik kullanilarak belirtilmistir (Isik ve ark. 2013). Bu sonuglar V. vinifera

(alfons) siirgiin ekstraktinin antioksidan kapasite sonucuyla yakin degerlerdedir. Bu testlere



gore slirglin ekstrakti iy1 bir antioksidan kapasiteye sahiptir ve eger bunun iizerine yapilan

caligmalar arttirilirsa daha fazla bilgi edinilebilir.

Diger bir calisma, ultrasonik ile ekstrakte edilen iiziim pomasi (baslica meyvenin dis kapagi
ve c¢ekirdeklerinden olusur) antioksidan kapasitesini CUPRAC kullanilarak 53,47 TE/g FW
(Gonzalez-Centeno ve ark. 2014) ve toplam fenol igerigi ise 32,31 mg GAE/g FW oldugunu
bildirmistir. Genellikle, {iziim dis kapag: ve ¢ekirdekleri dahil olmak iizere lizim meyvesinin
diger asma agacinin kisimlarindan daha yiiksek fenol igerigine sahip oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle bu c¢alismadaki CHROMAC sonucu yine V. vinifera (alfons) siirgiinlerinin
antioksidan kapasitesinin bir 6nem gosterdigini ve lizim pomasinin %20'si kadar etkili bir

antioksidan olabilecegini gdstermistir.

4.3. Siirgiin Ekstraktindaki Fenolik Bilesiklerin Tayini

HPLC-DAD analizi, siirgiinler ekstraktinda {i¢ temel fenol bilesiginin klorojenik asit, rutin ve
izokuersitrin olduklarini tespit etmistir (Sekil 4.3.1). Fraternale ve ark. (2016)'in baska bir
asma siirgiinleri tiirii calismasinda siirgilinler ekstraktinda 18'e kadar fenol bilesiginin oldugu

bildirilmistir.

Bu ¢alismada, klorojenik asidin miktar1 0,43 = 0,01 mg/g FW, rutin 0,23 £ 0,01 mg/g FW ve
1zokuersitrin 1,42 + 0,01 mg/g FW olduklar1 gosterilmistir (Cizelgeler 4.3.1, 4.3.2 ve 4.3.3).
Rutin ve izokuersitrin miktarlarmin, Fraternale ve ark. (2016) tarafindan elde edilen
miktarlara kiyasla yaris1 kadar diisiik olduklarini bulunmustur. Farkli hazirlama kosullari,
bitki materyali ekstraksiyonu ve kullanilan bitki tiirleri farkli sonuglarin olugsmasia katkida

bulunur.
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Sekil 4.3.1. (a) 60 mg/L standart klorojenik asit, rutin ve izokuersitrin ve (b) V. vinifera
(alfons) ekstraktinin 280 nm'de HPLC-DAD kromatogramlari. 1: klorojenik asit, 2: rutin ve 3:
izokuersitrin

Cizelge 4.3.1. 50 mL V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinda bulunan klorojenik asidin
HPLC-DAD nicel sonuglari

inj. No. Pik alam mg/L mg/Lx4  Ortalama mg/Ekstrakt  mg/g drnek
(1/4 Seyrelti®) mg/L
1 1072,9 22,06 88,24
2 1033,2 21,27 85,07 86,83 4,34 0,43+0,01
3 1059,7 21,80 87,19

% Ekstrakt drnegi ekstrasiyon ¢dziicii etanol ile 1:4 seyreltilmistir

Cizelge 4.3.2. 50 mL V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinda bulunan rutinin HPLC-DAD
nicel sonuglari

inj. No. Pik alam mg/L mg/L x 4 Ortalama mg/L  mg/Ekstrakt mg/g drnek
(1/4 Seyrelti®)
1 343,6 11,85 47,42
2 316 11,14 44,55 46,33 2,32 0,23 +£0,01
3 339,9 11,76 47,03

& Ekstrakt 6rnegi ekstrasiyon ¢oziicii etanol ile 1:4 seyreltilmistir

Cizelge 4.3.3. 50 mL V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinda bulunan izokuersitrinin HPLC-
DAD nicel sonuglari

inj. No. Pik alam mg/L mg/L x4  Ortalama mg/Ekstrakt  mg/g 6rnek




(1/4 Seyrelti®) mg/L

1 3205 71,97 287,86
2 3135,6 70,50 282,00 285,13 14,26 1,42 +£0,01
3 3177,4 71,38 285,53

& Ekstrakt 6rnegi ekstrasiyon ¢oziicii etanol ile 1:4 seyreltilmistir

Bu calismada, alkolik ¢6zeltinin ve  ekstraksiyon kosullarinin hedeflenen bilesiklerin
biitlinliigiinlin tizerindeki etkilerinin diisiiriilmesi ve ¢oziicliyli ve kosullar1 gida veya ilag
endiistrisinde diger kullanimlarla uyumlu hale getirilmesi amaglanmistir (Dominguez-Perles
ve ark. 2014). Bu amag, etanol konsantrasyonun %?20'ye kadar diisiiriillmesi ve ultrasonik
ckstraksiyon yapilmasiyla gerceklestirilmistir. Da Porto ve ark. (2013) gore, ultrasonik
ekstraksiyon fenolik bilesiklerin antioksidan Ozelliklerini korumakta ve verimini

arttirmaktadir.

Kromatogram (Sekil 4.3.1) ii¢ fenol bilesigi arka arkaya 15,8 dakikada klorojenik asit, 22,3
dakikada rutin ve son olarak 23,0 dakikada izokuersitrin gostermektedir. Rutinden dnce ve
izokuersitrinden sonra bazi kiigiik pikler c¢ikmistir, bu pikler g¢alismadaki hedeflenen
bilesiklerden daha az ve ihmal edilebilecek miktarlarda bagka bilesiklerin varligini
gostermektedir. O bilesikler, literatiirde karsilagtirilabilir olarak bildirilen fenolik bilesikler de
olabilir (Fraternale ve ark. 2016).

4.4. Gaz Kromatografi — Kiitle Spektrometre / Kiitle Spektrometre Analizi ile Oksidatif
Stresin DNA'ya Etkilerinin Belirlenmesi

Bu calisma, DNA hedeflenen biyolojik molekiil olarak kullanilarak V. vinifera (alfons) siirgiin
ekstraktindaki rutin ve izokuersitrinin antioksidan karakterlerini oksidatif stres ortaminda
incelemek igin gergeklestirilmistir. Yapilan analiz daha verimli olabilmesi ve ekstrakte edilen
bilesiklerin faydalar1 hakkinda literatiire sunulacak yeterli bilginin elde edilebilmesi i¢in
detayli basamaklardan olugsmustur. On sekiz DNA hasar iiriinii izlenip nicel analizi yapilmigtir

(Cizelgeler 4.4.1 ve 4.4.2).

Cizelge 4.4.1. Kontrol numunelerindeki (Fenton ortam1 igermez) DNA hasar tirtinleri (ng/mg
DNA) ve alikonma zamani degerleri

Alhkonma Kontrol 50 uyM R* 400 uM Ekstrakt
zamam (dKk) Iqb
56DHT 4,79 0,49 <LOD" <LOD 0,12




56DHU 4,81 <LOD <LOD <LOD <LOD

SH5MH 4,94 0,65 2,35 1,45 <LOD
SHH 517 <LOD 3,23 10,88 <LOD
SFU 5,95 14,60 12,80 3,60 31,41
SHU 6,22 <LOD 0,36 0,04 <LOD
SHMU 7,33 10,36 7,06 8,78 <LOD
Alx 7,39 1,60 2,10 0,34 2,17
SHC 7,57 3,06 8,41 5,59 2,32
46D5NP 7,74 1,13 1,65 1,59 1,65
TG 8,20 <LOD <LOD 0,07 0,02
SHMC 8,34 6,91 9,48 6,45 0,34
46D5FP

(FapyAde) 9,76 <LOD 1,27 3,60 19,37
8HA 11,29 <LOD 0,61 0,60 <LOD
2HA 12,47 <LOD 4,69 <LOD <LOD
FG

(FapyGua) 12,70 0,15 0,35 0,43 3,61
28DHA 13,50 1,11 0,95 0,89 0,42
80OHG 14,01 <LOD 3,78 <LOD <LOD
Toplam - 40,07 59,09 44,31 61,45

% Rutin, " izokuersitrin, © GC-MS/MS'in gozlenebilme smirindan daha az, 56DHT: 5,6-Dihidrotiamin,
56DHU: 5,6-Dihidroksimetilurasil, SH5SMH: 5-Hidroksi-5-methilhidantoin, 5SHH: 5-Hidroksihidantoin, 5FU: 5-
Formilurasil, 5HU: 5-Hidroksiurasil, SHMU: 5-(Hidroksimetil)urasil, Alx: Alloksan, 5HC: 5-Hidroksisitosin,
46D5NP:  4,6-Diamino-5-nitropirimidin, TG: Timin glikol, 5HMC: 5-(Hidroksimetil)sitosin, 46D5FP
(FapyAde):  4,6-Diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA  (8-OH-Ade): 8-Hidroksiadenin, 2HA: 2-
Hidroksiadenin, FG (FapyGua): 2,6-Diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, 28DHA: 2,8-Dihidroksiadenin,
80HG (8-OH-Gua): 8-Hidroksi-2-deoksiguanin

Sekil 4.4.1'de goriildigi gibi, 5,6-dihidrotimin (56DHT) ve 5,6-dihidroksimetilurasil
(56DHU) ilk ¢ikanlardir, bunlar hemen hemen ayni alikonma zamaninda ¢ikarlar ancak farkl
molekiiler iyonlar ile ayirt edilebilirler. 5-(Hidroksimetil)urasil (5SHMU) ve alloksan (Alx)
benzer durumdadir ancak alikonma zamanlar1 arasinda farki biraz daha genistir. 56DHT ve
56DHU pikleri kiigiik ¢ikmislar, dolayisiyla DNA ile Fenton reaksiyonundan bu iki DNA
uriinii az miktarlarda tretilmistir. 2,8-Dihidroksiadenin (28DHA), 2,6-diamino-hidroksi-5-
formamidopirimidin (FapyGua) ve 4,6-diamino-5-nitropirimidin (46D5NP) daha kiigiik
miktarlar goriilmiistiir, sonuncusu en kii¢ligiidiir. Diger hasar iiriinleri neredeyse net bir
sekilde iyice ayrilmislar ve pikleri ayr1 ayr1 olarak ¢ikmislardir. S6DHT, 56DHU ve 46D5SNP
pikleri girisimli bagka piklerin varlig1 ile ayrilmislar ancak bu problem numune piklerini
kalibrasyon grafigindeki standartlarin pikleri ile eslestirerek ¢oziilmiistiir. Sekil 4.4.1'deki
46D5FP'in pikinin yeterince biiyiikk olmasina ragmen pik goriintiilenecek sekilde ¢gikmamis ve
tespit edilebildigi i¢in GC-MS/MS yazilimmin yakinlastirma 6zelligini (zoom in) kullanarak

net ¢ikmasi saglanabilir.



Cizelge 4.4.2. Oksidatif stres ortami altinda numunelerdeki (Fenton ortami: 200 uM H,0, and
100 uM Fe?* icerir) DNA hasar iirtinleri (ng/mg DNA) degerleri

Kontrol 25 50 100 200 400 600 50 pM  Ekstrakt
uMR* pMR pMR pMIg°® pMIq pMIq R+400
uM Ig

56DHT 0,13 <LOD® <LOD 0.60 1.14 <LOD <LOD <LOD <LOD
56DHU 0,87 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
5H5MH 141,84 120,76 4851 5650 3852 37,11 30,04 5644 <LOD
5HH 78,98 27,37 1835 1457 1237 10,12 8,18 13,17 <LOD
5FU 48,98 8,59 1553 12,30 1573 2418 19,71 7,44 59,60
5HU 279,33 2,20 3,64 2,31 0,86 7,08 141 1,97 9,88
5HMU 94,54 61,86 3812 2753 3386 3948 3371 4692 0,72
Alx 10,38 0,59 0,97 2,17 0,99 090 055 1,57 5,52
5HC 25,69 2992 1845 16,75 21,67 2271 20,12 2737 232
46D5NP 1,32 1,15 1,17 1,24 1,17 1,18 1,15 1,28 39,78
TG 10,64 6,77 3,15 3,02 2,49 309 295 343 0437
5HMC 18,91 1957 1021 7,21 1837 7,18 555 9,90 27,74
46D5FP 13,98 64,68 59,84 2,95 89,62 3372 1311 11,18 44,86
8HA 71,44 2443 641 1,85 0,00 6,60 1,83 1,54 <LOD
2HA 12415 70,95 27,81 0,42 8,14 1394 <LOD <LOD <LOD
FG 3,23 0,24 0,62 330 028 028 029 3,08 3,32
28DHA 1,90 0,42 0,42 0,67 0,64 0,76 092 126 0,87
8OHG 46,60 1338 2249 311 4921 61,17 6693 648 <LOD
Total 972,90 452,88 275,68 156,52 295.05 269,50 206,47 193,02 194,99

% Rutin, ° izokuersitrin, © GC-MS/MS'nin gdzlenebilme simirindan daha az, 56DHT: 5,6-Dihidrotiamin,
56DHU: 5,6-Dihidroksimetilurasil, SH5SMH: 5-Hidroksi-5-methilhidantoin, 5SHH: 5-Hidroksihidantoin, 5FU: 5-
Formilurasil, 5HU: 5-Hidroksiurasil, SHMU: 5-(Hidroksimetil)urasil, Alx: Alloksan, 5HC: 5-Hidroksisitosin,
46D5NP: 4,6-Diamino-5-nitropirimidin, TG: Timin glikol, SHMC: 5-(Hidroksimetil)sitosin, 46D5FP: 4,6-
Diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA (8-OH-Ade): 8-Hidroksiadenin, 2HA: 2-Hidroksiadenin, FG
(FapyGua): 2,6-Diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, 28DHA: 2,8-Dihidroksiadenin, 80OHG (8-OH-Gua):
8-Hidroksi-2-deoksiguanin

Bazi DNA hasar iiriinleri ya bulunmamis ya da GC-MS/MS tarafindan algilanamamis ve bu
nedenle Cizelgeler 4.4.1 ve 4.4.2'de g6zlenebilme sinirindan daha az (< LOD) olarak temsil
edilmistir. Cizelge 4.4.1'de sunulan veriler, beklendigi gibi, DNA hasar iiriinlerinin
konsantrasyonlarinin daha az miktarlarinda bulunmuslar, tabii ki Fenton (oksidatif stres)
ortamimin olmamasindan, bu sonug, Cizelge 4.4.1'deki hasar {irinlerinin toplam
konsantrasyonlar1 ile Cizelge 4.4.2'deki oksidatif stress ortaminda olan numunelerin hasar
iiriinleri toplam konsantrasyonlar: karsilastirildiginda Fenton reaksiyonu etkisini gostermistir.
Cizelge 4.4.1 fazla incelendiginde, 5-formilurasil (5FU), SHMU, 5-(hidroksimetil)sitosin
(5HMC) ve 5-hidroksisitosin (5HC)'in sirayla en yiiksek konsantrasyonlara sahip olduklari ve
56DHU'un GC-MS/MS tarafindan algilanmadigi bulunmustur. Cizelge 4.4.2'deki veriler,
Cizelge 4.4.1'dekinden farkli bir degisiklik gostererek oksidatif stres ortaminda yapilan

deneylerde DNA hasar iiriinleri konsantrasyonlarinin 6nemli 6l¢iide arttigini géstermistir.
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Sekil 4.4.1. 20 pM H,0; ve 10 uM Fe?* igeren ortamdaki DNA'ya ait GC-MS/MS

kromatogrami (56DHT: 5,6-Dihidrotiamin, 56DHU: 5,6-Dihidroksimetilurasil, 5H5MH: 5-Hidroksi-5-
methilhidantoin, 5HH: 5-Hidroksihidantoin, 5FU: 5-Formilurasil, 5HU: 5-Hidroksiurasil, S5HMU: 5-
(Hidroksimetil)urasil, Alx: Alloksan, 5HC: 5-Hidroksisitosin, 46D5NP: 4,6-Diamino-5-nitropirimidin, TG:
Timin glikol, SHMC: 5-(Hidroksimetil)sitosin, 46D5FP: 4,6-Diamino-5-(formilamino)pirimidin, 8HA (8-OH-
Ade):  8-Hidroksiadenin,  2HA:  2-Hidroksiadenin, FG  (FapyGua):  2,6-Diamino-4-hidroksi-5-
formamidopirimidin, 28DHA: 2,8-Dihidroksiadenin, 80OHG (8-OH-Gua): 8-Hidroksi-2-deoksiguanin)

Boliim 3.2.4'de agiklanan 6 ve 7 numarali numunelerin sonuglarin daha iyi temsil edecegi
icin birlikte bir araya getirilip ortalama olarak sunulmasina karar verilmistir. 56DHT ve
56DHU, Fenton reaksiyon ortamindaki numunelerde nadir goriiniir.

5-Hidroksi-metilhidantoin ~ (SH5MH), 5HMU,
(46D5FP), 5-hidroksiurasil (5HU), 8-hidroksi-2-deoksiguanin (80OHG / 8-OH-Gua), 2-

4,6-diamino-5-(formilamino)pirimidin

hidroksiadenin (2HA) ve 5FU neredeyse sik goroniis gdstermis ve diger tirlinler arasinda en
yiiksek konsantrasyona sahip olmustur.
Toplam farkl

sonuglarin  karslastirildiginda, konsantrasyonlarda kullanilan rutin ve

izokuersitrin  standartlarinin  ve V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinin antioksidan
aktivitesinin varligmin ispatlandigi gosterilmistir. DNA hasarinin 6nlenmesi ile rutin ve
izokuersitrinin orantili bir iliskisi vardir. Bu iliski Sekiller 4.4.2 ve 4.4.3'de goOsterilmistir.
Rutin konsantrasyonunun artiginin, izokuersitrininkine kiyasla daha etkili bir antioksidan

etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Rutin konsantrasyonunun iki kat ¢ikmasi, DNA hasar



driinleri konsantrasyonunun yaklasitk %40 oraninda azalmasina katkida bulunmus,
izokuersitrin konsantrasyonunun iki kat ¢gikmasi ise, hasar {iriinleri konsantrasyonunun sadece
yaklasik %10 azalmasina katkida bulunmustur. Ayrica, rutin, izokuersitrininkinden daha
diisiik konsantrasyonlarda kullanilmis bu nedenle rutinin daha giiclii antioksidan oldugunu bir

kanit vermistir.
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Sekil 4.4.2. Standart rutin ve V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinin oksidatif hasar tirtinleri
olusumuna etkisi (25, 50 ve 100 uM standart rutin konsantrasyonlaridir, Karigim: 50 uM rutin
ve 400 uM izokuersitrin, Ekstrakt: 50 uM rutin ve 400 uM izokuersitrin Konsantrasyonlart
esdegerindedir)



1000 A —

900 A

800 -

700 A

600 A

500 A

400 A

miktari (ng/mg DNA)

300 A

y
y
y o s
200
1

DNA Fenton 200puM 400 puM 600 uM  Karisim  Ekstrakt
Kontrol

Toplam DNA hasar iiriinleri

Sekil 4.4.3. Standart izokuersitrin ve V. vinifera (alfons) siirgiin ekstraktinin DNA oksidatif
hasar {riinleri olusumuna etkisi (200, 400 ve 600 upM standart izokuersitrin
konsantrasyonlaridir, Karigim: 50 uM rutin ve 400 puM izokuersitrin, Ekstrakt: 50 uM rutin
ve 400 uM izokuersitrin konsantrasyonlar1 esdegerindedir)

5. SONUC

V. vinifera (alfons) siirgiin ekstrakti, DNA hasariin 6nlenmesi ve GC-MS/MS analizinin
incelenmesi yoluyla ilgili standart bilesikler rutin ve izokuersitrin ile karsilastirilabilir
antioksidan aktivite gostermistir. Ekstraktin fenol igeriginin beklenenden daha diisiik
olmasina ragmen, yiiksek duyarli GC-MS/MS analizi bitki ekstraktinin etkileyici antioksidan
giiclerine sahip oldugunu tespit etmistir. Bu calismada planlanan ekstraksiyon ve analiz
yontemlerinde, asma agaglarinin siirgiinlerinden ¢ikabilen ve kullanilabilir beslenme
triinlerinin biiylik capta iretilmesine, uygulanabilirligine yonelik bazi 6zelliklere dikkat

edilmistir.

Genel antioksidan kapasitesi yontemleri antioksidan etkilerinin degerli ve giivenli bilgiler
saglayabilir, ancak bazen GC/MS veya LC/MS gibi hassas ve duyarli analiz yontemlerinin
uygulanmasi tercih edilir, bu yontemler maddelerin kimyasal yapilarinin varligindan emin
olur hem de o maddelerin biyolojik ve terapdtik etkilerinin kesf edilmesine yardimci

olmaktadir.



Oksidasyondan DNA baz hasar iiriinlerinin {iretimi, farkli antioksidan gii¢lere sahip olan rutin
ve izokuersitrin antioksidanlar: tarafindan azalmistir. Bu nedenle diger antioksidanlar da DNA
hasar triinlerinin iiretimini azaltmada etkinlik gosterebilir. Antioksidanlarin DNA oksidasyon

hasarina kars1 etkileri tizerine daha ileri galismalar yapilmalidir.
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