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Tunceli Dag Sarimsagimin (AZium tuncelianum) Rat Kalp Dokusu Antioksidan Enzim
Diizeylerine Etkisi ve Fenolik Bilegenlerinin Karakterizasyonu
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OZET

Bu calismada, Allium tuncelianum'un su ekstraktlarinin, fenolik
bilesikleri LC-MS/MS ve HPLC ile belirlenmistir. Antioksidan enzim
diizeylerine etkisini belirlemek i¢cin Wistar albino tipi disi siganlar
kullanilmigtir. Her grupta 8 adet (n= 8) hayvan iceren 5 grup
olusturuldu. Birinci  grup kontrol, ikinci  grup 7,12
Dimethylbenz[alanthracene (DMBA) , {iciincii ve dordiincii grup
DMBA + 250 ve 500 mg/kg/gun A.tuncelianum, beginci grup DMBA +
200 mg/kg E vitamini (haftada iki kez) verilmistir. Deney hayvanlar
bir ay slresince beslenmis ve dekapite edilerek kalp dokusu
alinmigtir. Allilum tuncelianum'un su ekstraktinin kalp dokusu
iizerine antioksidan ve oksidatif stres markir1 olan; katalaz (CAT) ve
siipeoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve total glutatyon
(GSH) parametreleri incelenmistir. Bu calisma sonucunda Allium
tuncelianum'un su ekstraktinin fenolik bilesik ¢esitliligi acisindan
fakir ancak diger bazi bilegenler (pirokatekol, kainik asit, fumarik asit
ve malik asit) acisindan oldukca zengin bir icerige sahip oldugu
bulunmustur. Kalp dokusunda antioksidan enzim (CAT, SOD)
diizeylerinin oksidatif stres olusturulan gruplarda, kontrol gruplarina
gore anlamh bir sekilde (p<0.05) azaldig1 belirlenmistir. Allium
tuncelianum ekstreleri verilen gruplarda; CAT enzim aktivitesinde
istatiksel olarak anlaml (p<0.05) azalma, SOD enzim aktivitesinde
7,12-DMBA verilen gruba gore istatiksel olarak anlamlh (p<0.05)
artma gozlenmistir. Ayrica 7,12-DMBA verilen gruba gore MDA
diizeylerinde istatiksel olarak anlaml (p<0.05) azalma goriilmiistiir.
Bu sonuclar; Allium tuncelianum'un su ekstraktlarinin, SOD enzim
aktivitesini artirarak ve MDA diizeyini azaltarak oksidatif stresi
onleyebilecegini gostermektedir.

ABSTRACT

In this study, the phenolic compounds of Allium tuncelianum water
extracts were determined by LC-MS / MS and HPLC. Wistar albino
female rats were used to determine the effect on antioxidant enzyme
levels. Five groups of female rats, each containing eight individuals
were studied. The first group was control without any treatments. The
second group was treated 7,12-DMBA, third, and fourth groups were
treated with DMBA + 250, and 500 mg/kg/day of Allium tuncelianum
water extracts, fifth group was treated DMBA+ 200 mg/kg of E
vitamin (twice a week) for one month, respectively. The rats were feed
for one month, slaughtered afterwards and the cardiac tissue was
taken for the experiments. Catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD), Malondialdehide (MDA) and Glutatyon (GSH) parameters,
which are antioxidant and oxidative stress markers on the heart
tissue of Allium tuncelianum water extract were investigated. Result
of this study indicated that Allium tuncelianum water extract was
poor in phenolic compound diversity but had a very rich content in
terms of some other components including pyrocatechol, kainic acid,
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fumaric acid and malic acid. Antioxidant enzymes (CAT, SOD) levels
in heart tissue decreased significantly (p <0.05) in the oxidative stress
groups compared to the control groups (p <0.05) and Allium
tuncelianum water extract showed a decrease in CAT enzyme activity
and an increase in SOD enzyme activity relative to the group given
7,12-DMBA. There was also a decrease in MDA levels compared to the
7,12-DMBA group. It can be concluded that Allium tuncelianum water
extract can prevent oxidative stress by increasing SOD enzyme

activity and reducing MDA levels.

To cite: Kutlu T, Takim K, Karaaslan MG, Yilmaz, MA 2018. Tunceli Dag Sarimsagimin (A//ium tuncelianum) Rat
Kalp Dokusu Antioksidan Enzim Diuzeylerine Etkisi ve Fenolik Bilegenlerinin Karakterizasyonu. KSU
Tarim ve Doga Derg 21(5): 632-643. DOI:10.18016/ksudobil.397023.

GIRIS

Doga ve insan mithis bir uyum igerisinde
bulunmaktadir. Nitekim insan ihtiyaci olan herseyi
eksiksiz bir sekilde dogada bulagelmis ve halende
bulmaya devam etmektedir. Dolayisiyla dogada bulanan
fitoterapotik ajani1 birtakim bitkiler 6zelliklede son
zamanlarda bilim diinyasinda da bir hayli ilgi gérmis ve
uzerinde pek c¢ok bilimsel arastirma yapilmigtir.
Sarimsak (Allium sativum L.), Liliaceae familyasina ait
bir bitki tiridir ve yaklagik 3000 yildir pek ¢ok uygarlik
tarafindan hastaliklarin tedavisinde, kullanilmaktadar.
Tirkiye Allium tirleri yoninden zengin bir tlkedir.
Dinyada 750 kadar Allium tirii bulunmakta, bunlarin
yvaklagitk 170 tanesine Tirkiye'de rastlanmaktadir.
Ulkemizdeki Allium tirlerinin yaklastk % 40° mm
endemik oldugu belirtilmektedir (Evans ve ark., 1997).
Tunceli sarimsagr olarak isimlendirilen Allilum
tuncelianum (A. tuncelianum), endemik bir bitki tiiri
olup, Tunceli ili ve cevresinde ve ozellikle Ovacik
gevresinde yaygin olarak bulunmaktadir. Tunceli
sarimsagl ve Ovacik sarimsagr adi altinda satis
yapilmakta ve ticari Urlin olarak kullanilmaktadir
(Takim, 2015).

Reaktif oksijen tlrleri organizmanin yapisal ve
fonksiyonel biyomolekiillerini etkileyerek oksidatif stress
olusturur. Oksidatif stres altindaki biomolekiiller okside
olarak fonksiyonel bozulmaya ugrarlar. Antioksidanlar,
hiicrelere zarar veren reaktif oksijen ve azot tiirlerini,
etkin bir sekilde indirgeyerek disik toksisiteli veya
toksik olmayan tirtinlere doniistiirtirler. Organizmalarda
bulunan bu zararh bilesiklerin varhgi, saglikh bir yagam
icin antioksidanlari hayatin vazgecilmez bir pargasi
haline getirmektedir (Geleijnse ve ark., 1999). Uzerinde
diinyada en ¢ok c¢alisma yapilan bitkisel Urtnler
arasinda olan sarmmsak (A/ium sativum L.), insan
beslenmesi yoninden ¢nemli olan bir¢ok vitamin ve
mineral maddesi icermesinin yaninda, 6nemli bir tibbi
bitki olup bakterisidal, hipoglisemik, antimutajenik ve
antikanserojenik 6zellikleri nedeni ile, pek ¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Sarimsakta c¢ok sayida
degisik fitokimyasal bilegikler vardir. Sarimsagin
antioksidatif 6zellikleri igerdigi kiikiirtlii bilegiklerden ve
fenolik  bilegsenlerden kaynaklandigr  belirtilmigtir
(Martins ve ark., 2016).
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Dimetilbenz[alntrasen (DMBA) metabolizmas: sirasida
hiicre icerisinde reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretir. ROT
hiicre icerisinde tiretildigi yerden diger saglam hiicrelere

yayilabilir. Boylece olusan ROT'un lipit
peroksidasyonunu baglatan temel serbest radikalleri
dolaylh  yollardan aktiflegtirmesi  veya  lipit

peroksidasyonunu dogrudan baglatmasi sonucu zararh
etkilerin ortaya cikmasina neden olur (Bilici ve ark.,
2001; Halliwell ve Chirico, 1993; Takim, 2015). Katalaz,
hidrojen peroksiti oksijen ve suya par¢alayan reaksiyonu
katalizleyen bir enzimdir. H202 non radikal oksijen
tiridir. Ancak hiicrelerde bulunan fazla hidrojen
peroksid metal iyonlarinin varliginda Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlar: ile hidroksit radikali olusturarak
DNA, lipit peroksidasyonu ve proteinlerdeki sistein
kalintilarimin tiyol gruplarinin oksidasyonuna sebep olur
ve bu nedenle, H20: katalaz enzimi aracilhigiyla
molekiler oksijen ve suya doénustirilmesi énemlidir
(Isik ve ark., 2015). Siiperoksit dismutaz enzimi,
stiperoksit radikaline karsi devreye giren ilk savunma
enzimidir ve antioksidan savunma agisindan oksijene
maruz kalan tim hiicrelerde o6nemlidir. Glutatyon
proteinlerin  yikimi  ve sentezinde enzimlerin
diizenlenmesinde DNA’ nin olusumunda ve reaktif
oksijen tiirleri ve serbest radikallere kargi hiicrenin
korunmasinda énemli bir role sahiptir (Landis ve Tower,
2005).

Bitkilerde fitokimyasal bilesiklerin tanimlanmasi i¢in
cesitli teknikler kullanilir. Temel teknikler, yiiksek
performanshh  sivi  kromatografisi (HPLC), siv1
kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS)'dir (Pandey
ve ark., 2011). Bu cahsmada, A. tuncelianumiun su
ekstrelerinin (ATSE); LC-MS/MS ve HPLC teknikleri ile
fenolik bilesenleri karakterizasyonu yapilmis ve ratlarin
kalp dokusunda DMBA ile olusturulan oksidatif strese
karst antioksidan enzim diizeylerine ve lipit
peroksidasyonu  lzerine yapmis oldugu etkiler
belirlenmeye ¢aligilmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Bitkilerin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alisma i¢in kullanilan A. tuncelianum, Tunceli ilinde
bulunan Munzur Dagrmin Ovacik ilgesi yéniine bakan
yamaclarindan agustos aymin ikinci haftas: igerisinde
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toplandr. Inénii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolumt Botanik Anabilim Dali tarafindan tiir
tespiti dogrulandi. Ekstrakte edilene kadar +4 °C’ de
buzdolabinda muhafaza edildi. Ekstraksiyon iglemi
hayvan ve in vitro antioksidan ¢alismasi icin; % 50 (v/v)
etanol-su c¢ozici karisgimi kullanildi. Havanda iyice
ezilen sarimsak tizerine sarimsak/c¢oziici orami 1/10
olacak sekilde ¢oziicii ilave edilip agz1 kapal olarak 24
saat calkalayicida karistirildi. Sari-yesil renkte bir ekstre
elde edildi. Ekstre stzme iglemine tabi tutuldu.
Biyokimyasal aktivite ¢calismasi i¢in evaporatorde ¢oziici
uzaklagtirildi. 10.35 g yas sarimsaktan 2.14 g kuru
ekstre elde edildi. LC-MS/MS ve HPLC analiz ¢alismasi
igcin ise yukarida anlatildigi sekilde elde edilen
ekstraktlar tizerine ekstrakt/saf su orani 1/5 olacak
sekilde saf su eklenip ekstraktin ¢oziilmesi saglanmagtir.
Acik sar1 renkte bir c¢ozelti elde edildi. Coziici
liyofilizatérde uzaklagtiriip kuruyan maddenin hava ile
fazla temasma izin verilmeden +4°C de buzdolabinda
muhafaza edildi. Sarimsak ornekleri etiv firminda
103°C’ de 3 saat bekletmek suretiyle sabit tartima
getirildikten sonra kuru madde miktarlari belirlendi. %
61.92 oraninda nem ve % 38.08 oraninda kuru madde
icerdigi tespit edildi. Analiz sonuclari bu oranlar dikkate
alinarak hesapland.

Fenolik Bilesen Analizi

Bu kapsamda Allium tuncelianum su ekstrelerinde
biyoaktif bilesen analizi, LC-MS/MS ve HPLC ile analizi
yapilmistir. LC-MS/MS analizi; Dicle Universitesi
Merkezi Aragtirma Laboratuvari ve HPLC analizi ise
Harran Universitesi Merkezi Aragtirma
Laboratuvarlarindan Hizmet alim1 seklinde yapilmigtir.

Fenolik Bilegiklerin LC-MS / MS ile Tayini

LC-MS/MS ile fenolik bilesiklerin analizi, ikili MS cihaz
baglanmis bir Nexera modeli Shimadzu HPLC
kullanilarak yapildi. Sivi kromatografisi LC-30AD ikili
pompa, DGU-20A3R degazor, KTO-10AS vp kolon firim
ve SIL-30AC otomatik oOrnekleyici ile donatilmastir.
Kromatografik ayirma, C18 ters-faz analitik kolonu
Inertsil ODS-4 (150 mm X 4.6 mm, 3 pm) ile
gercgeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C'de sabit tutuldu.
Eliisyon gradienti mobil faz A (su, 5mM amonyum
format ve % 0.1 formik asit) ve mobil faz B (metanol,
5mM amonyum format ve % 0.1 formik asit) ile
olusturuldu. Gradient programi B ¢o6zlicisiinin
asagidaki degerlerine gore t (dk) uygulanmistir. B %:
(0.40), (20.90), (23.99, 90), (24.40), (29.40). Coziicii
akighiz 0.5 mL/dk olarak uygulandi ve enjeksiyon hacmi
4uL olarak ayarlandi. MS tespiti Shimadzu LC-MS 8040
modeli Ugld, doért kutuplu ve hem pozitif hem negatif
iyonizasyon modlarinda ESI kaynak igletimi ile
donatilmig kiitle spektrometresi kullamilarak yapildi.
LC-MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) ile elde edilerek hesaplamalar yapilda.
Coklu reaksiyon takip iglemi (MRM) modu analizi
6lgmek i¢in kullanildi. Deneyde her bir bilegik analizi i¢in
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ug kez uygulama yapildi. Birinci kantitatif sonuglar igin
ikineci ve Giglincti analizler ise teyit i¢in yapildi. Optimum
ESI parametreleri; 350°C ara yuz sicakhgi, 250°C DL
sicakligi, 400°C 1s1 blogu sicakhigi, 3L/dak. Nebullizer gaz
akig1 ve 15 L/dak. kurutucu gaz akigi olarak belirlendi
(Koksal ve ark., 2017).

Fenolik bilegiklerin HPLC ile tayini

A tuncelianum su Ozitlerinin  sivi  kromatografisi
Karaogul ve  Kirecci (2016)  yontemi ile
gerceklestirilmistir. Analiz, Shimadzu HPLC sistemi
uzerinde, LC-20AD pompa sistemi ve bir SPD-20A UV
detektori ile gerceklestirildi. Fenolik bilegikleri tespit
etmek i¢in kullanilan dalga boylar1 278 nm idi.
Kullanilan kolon bir ODS Hypersil C-18 (250 x 4.6 mm x
5um) idi. Eliisyon,% 0.1 fosforik asit (A) ve asetonitril (B)
ile gerceklestirildi. Akis hiza O dak,% 8 B; 35 dakika,% 22
B; 45 dakika% 8 B ml/dakika idi. Kromatografik kolon,
10 dakika boyunca dengelenmesi i¢in baglangic
kogullariyla yikandi. Her bilegigin konsantrasyonlari,
HPLC'ye gore belirlenen bilegikler, firinda kurutulmusg
A. tuncelianumiun toplam agirhgr temelinde toplam
mg/kg bazinda ve ylzde olarak rapor edildi. Standart ve
ornek spektrumlari analiz edilen tiim numunelerde
belirlenmeye caligildi. Tim kalibrasyon egrileri, dért
farkli konsantrasyonda referans ¢ézeltideki 7 marker
bileseninin konsantrasyonlarina (y, mg/kg) kars: entegre
zirve alanlarmin (x) dogrusal regresyon analizine
dayanilarak ¢izilmistir. HPLC'de 37 marker bileseninin
regresyon denklemi, ayrilma siiresi ve korelasyon
katsayis1 Cizelge 2'de listelenmigtir.

Hayvan deneyleri

Bu cahsma Inonti Universitesi Etik Kurulunun
10.04.2014 tarihli, 2014/A-35 Protokol No’ lu etik kurulu
raporunda belirtilen izinle gerceklestirildi.

Hayvanlarin temini ve gruplarin olusturulmasi

Bu ¢ahsmada kullanilan Wistar albino tipi disi ratlar
Inénii  Universitesi Aragtirma Laboratuvari, Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi' INUDEHUM) den alindi.
Deney boyunca, havalandirmasi ve glines 15181 olan
odalarda her giin altlar1 temizlenen deney kafesleri
icerisinde tutuldu. Yeterli miktarda standart pellet yem
ile 30 giin boyunca beslenmistir. Her grupta 8 adet (n =
8) hayvan olmak tizere 5 grup olusturuldu. Ratlara
verilen DMBA dozlarinda ve uygulama surelerinde
Banerjee ve arkadaglarmin (2003) calismalar1 esas
alindi.

Hayvanlarm beslenmesi ve ekstraktlarin uygulanmasi

1. Grup: K Grubw kontrol grubudur. Cizelge 1' de besin
i¢erigi verilen standart diyetle beslendi.

Grup: D Grubw; Standart diyetle beslenip oksidatif
stres olusturmasi i¢in 7,12-DMBA, 20 mg/kg viicut
agirhgi dozunda tek seferde intraperitonal olarak 0.5
mL enjekte edildi.

2.
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3. Grup: DA-1 Grubu; 20 mg/kg viicut agirhg: dozunda
tek seferde intraperitonal olarak 0.5 mL enjekte
edilen 7,12-DMBA’ ya ilaveten, uygulama dozu 250
mg/kg vicut agirhg dozunda olacak sekilde A.
tuncelianum ekstraktindan 1 mL ratlara agizdan
orogastrik yontemiyle bir ay boyunca her giin verildi.
5. Grup: DA-2 Grubu; 20 mg/kg viicut agirhigr dozunda
tek seferde intraperitonal olarak 0.5 mL enjekte
edilen 7,12-DMBA’ ya ilaveten uygulama dozu 500
mg/kg vicut agirhgr dozunda olacak sekilde A.
tuncelianum ekstraktindan 1 mL ratlara agizdan
orogastrik yontemiyle bir ay boyunca her giin verildi.
Grup: DE Grubu; 20 mg/kg viicut agirhgi dozunda tek
seferde intraperitonal olarak
8. 0.5 mL enjekte edilen 7,12-DMBA’ ya ilaveten
standart bir antioksidan olan E vitamini, uygulama
dozu 200 mg/kg viicut agirhigr dozunda olacak sekilde
bir ay boyunca haftada iki kez agizdan orogastrik
yontemiyle verildi.
Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su ise paslanmaz gelik
bilyeli biberonlarda normal ¢cegsme suyu olarak verildi.

~

o

Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Gerekli Dokularm
Alinmasi

Hayvanlar 30 gin bu sgekilde Inoénii Universitesi
Aragtirma Laboratuvar;, Deney Hayvanlar1 Uretim
Merkezi’ INUDEHUM) ¢alisanlar: tarafindan beslends.
100 mg/kg Ketamin Hidrokloriir (Ketamidor-Richte
Pharma) ve 5 mg/kg ksilazine (Rompun-Bayer) olacak
sekilde intraperitonal yoldan verilerek &ldiralda.
Kanlar1 ana arterden alinip, vakumlu tuplere aktarilda.
Ayni gun kan lipit diizeylerine bakilmak tizere +4 °C’'de
saklandi. Hayvanlarin dokulari, cerrahi tekniklerle
alindi ve izotonik sodyum kloriir (0.9 % NaC)) ile perfiize
edilip temizlenerek iki kisma ayrildi. Birinci kisim enzim
aktivite tayini i¢in, ikinci kisim ise  lipit
peroksidasyonunu belirlemek i¢cin homojenize edildi.

Cizelge 1. Deney Hayvanlar: Besin Icerigi

Yem maddeleri Yizdesi
(%)

Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin
vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12 vitaminleri
ile nikotinamit, folik asit, D-biotin ve kolin bulunmaktadar.
**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot,
kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olugsmustur.

Dokularin Homojenizasyonu

Enzim aktivitesi yapilacak dokularin
homojenizasyonunda, 1/20 (w/v) oraninda PBS
tamponu (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu altinda
homojenizatér IKA-Werke T25 marka) ile homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlar, sonifikatérde (VWR
Branson scientific) 30 saniyelik araliklarla 4 defa 30
saniye sonifiye edildi. 10,000 g' de +4 °C' de 10 dakika
mikrosantrifiij aletiyle (Niive NF 800R) santrifiij
islemi yapildi ve béylece enzim aktiviteleri ve protein
tayininin  yapilacag1 slpernatan elde edildi.
Stupernatan ornekleri olgiim iglemleri yapilincaya
kadar —70 °C ’de derin dondurucuda saklandi. Lipit
peroksidasyonunu belirleyecegimiz dokunun
homojenizasyonu ise PBS tamponu (pH 7.4) ile 1/10
(w/v) oraninda eklenerek hazirlandi ve hemen
deneyler yapildi.

Antioksidan enzim aktivitesi analizleri
Katalaz enzim aktivitesi analizi

Katalaz enziminin aktivite tayini, Esrefoglu ve
arkadaslarinin (2006) yéntemi modifiye edilerek, A.
tuncelianum su Oziitleri igin uygulandi. Reaksiyon
ortami i¢in gerekli olan ¢ozeltiler: 0.066 M Na, K-fosfat
tamponu (Na:HPO4+KH:sPO4 pH:7) ve derisik H2O:2 (%
351ik) cozeltisi hazirlandi. Katalaz 6lciimiinde
kullanilmak {izere spektrofotometrede (Shimadzu
1601-UV visible); 240 nm’de absorbans 0.7-0.9
araligina sabitleninceye kadar Na-K-fosfat tampon
¢ozeltisine derigik H20: ilave edildi. Numunelerin
katalaz icerigini belirlemek i¢in hazirlanan bu
karisimdan 1000 pli alinip kiivete kondu ve iizerine
calisma araligina bagh olarak 30 pl. baslayarak
gittikce artan konsantrasyonlarda slipernatant
eklendi. Bir kez karistirilip spektrofotometrede 240
nm dalga boyunda 30 sn siireyle H:O2nin (e= 0.0396
cm2 pmol!) absorbans degisimi okundu. Okunan bu
optik dansite farkindan mL'deki enzim tinite sayisi
asagidaki esitlikten hesaplanda.

C=A0D/6220/mL 6rnek AOD: Optik Dansite Fark:

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi analizi

SOD enziminin aktivite tayini Vardi ve arkadasglarinin
(2008) yéntemi modifiye edilerek, A. tuncelianum su
Ozltleri icin uygulanda. Yontemin esasl
ksantin/ksantin oksidaz sisteminde uretilen
sliperoksit radikallerinin sitokrom-c’yi indirgemesinin
SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanmaktadir.
Stiperoksit dismutaz cesitli yollarla ortaya cikan
siiperoksit (O2) radikalinin hidrojen peroksite (H202)
dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim
aktivitesi ksantin/ksantin oksidaz (XO) sistemi ile
tretilen Oz radikallerinin sitokrom c'yi okside etmesi
sonucu olusan renk degisiminin inhibisyonu 550 nm’de
takip edilerek belirlendi. Bu reaksiyona dayanan optik
dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan
reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu
% 50 inhibe eden 6rneklerdeki SOD miktar1 1 Unite
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(U) olarak kabul edildi ve sonuclar U/mg protein
olarak verildi.

% inhibisyon = ((ODksr —ODsrne)/ ODxkir) x 100 OD:0ptik Dansite

Total glutatyon (GSH) 6l¢iimii

Supernatant icindeki GSH miktari, ticari bir GSH
standart olarak kullanilarak, nmol/mg protein
cinsinden belirlendi (Akerboom and Sies, 1981).
Reaksiyon ortami ig¢in gerekli olan ¢ozeltiler: Fosfat
tampon (pH:7), Tampon c¢ozelti (DTNB 1.5 mg/mL),
NADPH 4 mg/mL (tamponda hazrlanir), GSH-
Rediiktaz (6 Unmit/mL) hazirlandi. Spektrofotometre
kiivetine 1 mL tampon ¢6zeltisi konulup, tizerine 30 uL
ornek, 50 uL. NADPH, 20 pLL DTNB, 20 uL. GSH-
Rediiktaz ilave edildi. Daha sonra spektrofotometrede
(Shimadzu 1601-UV visible) 412 nm'de absorbans
degisimi (5. dk) okundu. Enzim aktivitesi U/mg
protein olarak ifade edildi.

Protein tayini

Protein tayini; Bradford (1976) yoéntemi esas alinip,
Ates ve arkadaglarinin (2008) yéntemi modifiye
edilerek, A. tuncelianum su 6ziitleri igin uygulandi.
Standart protein olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. BSA’dan 1 mg tartip 1 mL' de ¢oziulmiis ve
bu ¢ézelti de 1000, 500, 400, 300, 200, 100, 75, 50, 25
ve 10 mg/mL olacak gekilde cesitli derigsimlerde
¢ozeltileri hazirlandi. 20 Kat seyreltilmis 6rnek ve
standarttan 25 pL (iicer tekrarli olacak sekilde)
mikroplate yerlestirildi. Uzerine 200 pL Bradford
¢ozeltisi eklendi. 595 nm’de okuma yapildi.
Standartlardan elde edilen verilerle standart grafigi
¢izilmis ve bu grafikten elde edilen formulden
ornekteki protein degeri hesaplandai.

Lipit peroksidasyon ol¢iimii

Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda
bulunan, lipitlerin peroksidasyon son urinid olan
malondialdehit (MDA) miktari Dinis ve
arkadaglarinin = (1994) yontemine goére modifiye
edilerek belirlendi. 10 mL'lik santrifiij tiipleri alind1 ve
butin tiplere 1.5 mL TCA ¢o6zeltisi konuldu. Kor
tipleri hari¢ tutularak o6rnek tiplerine 0.5 mL
homojenat konuldu. Kaynar suda (95-100 °C de) 60 dk.
bekletildi. Uzerindeki stipernatan alinip tizerine 1 mL
TBA eklendi. Kaynar suda ( 95-100 °C’de ) 60 dk.
bekletildi. Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’
de 10 dk santrifiij edildi. Uzerindeki siipernatan alinip
uzerine 1 mL n-Bitanol eklenip vortekslendi. 30 dk.
sonra uzerindeki organik faz alinip Shimadzu 1601
UV-VIS spektrofotometresinde 550 nm’deki MDA-TBA
kompleksinin (¢ @ 1.56 x 105 M'lcm !) absorbansi
okunarak malondialdehit miktari hesaplanda.

Istatiksel Degerlendirme

Caligsma bulgularinin istatiksel analizinde GraphPhad
Prism 5.01 program1 kullanildi. Verilerin kiyaslamasi
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One Way ANOVA Tukey testi kullanilarak
gergeklegtirildi. Sonuglar; grup ortalamalarn =+
standart sapma  geklinde verildi.  Sonuglar

degerlendirilip, gruplar birbirleri ile karsilagtirilirken
istatistiksel anlamhlik (P<0,05) olarak kabul edildi.
P<0,05; "Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
fark var" olarak ifade edildi. Eger bir grup kontrol
grubu ile karsilagtiriliyor ve anlaml bir farklihk soz
konusu ise; (*) ile gosterildi. Eger gruplar kendi
aralarinda karsilastiriliyor ise istatistiksel anlamlilik
(P<0,05); a, b, ¢, vb. harfleri ile gosterildi.

BULGULAR ve TARTISMA

A.tuncelianum ekstraktinin LC-MS/MS ile olgiilen
fenolik bilegiklerin bilegimi

Bitki materyalinde yaygin olan 37 fenolik bilegik, L.C-
MS/MS yo6ntemi ile analiz edildi. Bitki kimyasal
bilesiklerini belirlemek i¢in kullanilan 37’lik analiz
yontemi Yilmaz (2015) tarafindan gelistirildi ve A.
tuncelianum su ekstraktlar1 (ATSE) icin kullanildi.
Standart bilesiklerin ve ATSE' nin LC-MS/MS
kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 1 ve Sekil 2'de
verilmistir. ATSE' nin, analiz edilen ve tanimlanan
bilegiklerin konsantrasyonlari Cizelge 2'de verilmigtir.
Calisma sonucunda, miktar olarak en yiiksek bilegigin
Pirokatekol; 7477.12+1.75 pg Analit/g ATSE oldugu
bulundu. Pirokatekol konsantrasyonu cok yiliksekti
diger piklerin gérunirligini etkilmesine neden oldu.
Calismamizin ikinci en yiksek miktarl bilesigi, kainik
asit (4821.13+0.39 pg Analit/g ATSE) olarak belirlendi.
Sonra, sirasiyla; Sinamik asit, Hesperidin, Kumarin,
Vanilik asidi, Fumarik asit, Ferulik asit, Gallik asit ve
P- Kumarik asit olmak tizere toplam 10 bilesik tespit
edildi. ATSE ' nin fenolik cesitliligi yontinden fakir
oldugu gorulda.

Yaptigimiz literatiir taramasinda A. sativum igerigi
icin yapilan LC-MS/MS calismasinda; sitrik asit
izositrik asit, fitalik asit, kafeik asit, ferulik asit,
kuersetin, kafeik asit, kaempferol ve isorhamnetin
bilesikleri belirlenmistir (Farag ve ark., 2017).
Literatiirde diger endemik sarimsak turlerine ait LC-
MS/MS analiz sonuglari, pg Analit /g sarimsak olmak
uzere su sekilde bulunmustur; Allium akaka tiruiniun
en yiiksek analit degerleri, hesperidin (3700.94 pg
Analit/g ekstre) ve rutin (3015.87 pg Analit/g ekstre)
olarak belilenmigtir. Allium atroviolaceum tiurunin
malik asidin (1980.31 pg Analit/g ekstre) en yiiksek
degerde bulundugu tespit edilmistir. Allium
chrysantherum tirinin en yuksek analit degerinin
yine malik asit (889.21 pg Analit/g ekstre) oldugu
gorulmustir. Allium kharputense tiriiniin toprak alt1
ve toprak ustli kisimlarinin sonuglarina gore cok
yiuksek degerde analit bulunamamistir. Toprak alti
kisminda vanilin  (172.58 ng Analit/g ekstre)
miktarinin en yiiksek oldugu gériillmiistiir (Aras,
2016). Ayrica Allium scorodoprasum subsp. roturdum
tliriiniin en yiiksek analit degerinin malik asit (787.6
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pg Analit/g ekstre) oldugu belirlenmistir. Allium olarak, incelenen tim sarimsak tirlerinin fenolik
vineale tirinin en yiiksek analit miktarmin malik iceriginin, LC-MS/MS sonuglarina goére ¢esitlilik ve
asit (3304.12 pg Analit/g ekstre) oldugu belirlenmigtir miktar agisindan zayif oldugu saptanmistir. Bu
(Izol, 2016). Genel olarak Allium tiirlerinin en yiiksek verilerin bizim sonuglarla paralel oldugu gérilmustiir.

miktarda bulunan analitin ¢ogunlukla bitkilerde
rastlanan malik asit oldugu goérilmektedir. Genel
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Sekil 1. Standart karigimin LC-MS/MS kromatograma.
Standart bilegikler: 1: Kumarin, 2: Hesperidin, 3: P-Kumarik asit, 4: O-Kumarik asit, 5: Gallik asit, 6: Kafeik asit, 7:
Vanilik asit, 8: Salisilik asit, 9: Kainik asit, 10: 4-OH-benzoik asit, 11: Ferulik asit, 12! Klorojenik asit, 13: Rozmarinik
asit, 14! Protokatesik asit, 15: Sinamik asit, 16: Sinapinik asit, 17: Fumarik asit, 18: Vanilin, 19: Pirokatekol, 20: Malik
asit, 21: Syringik asit, 22: Hesperetin, 23: Naringenin, 24: Rutin, 25: Kuercetin, 26: Kuercitrin, 27: Apigenin, 28: Krisin,
29: Liquiritigenin, 30: Izokersitrin, 31: Apigetrin, 32: Rhoifolin, 33: Nikotiflorin, 34: Fisetin, 35: Luteolin, 36: Myrisetin,
37: Kaempferol
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Sekil 2. ATSE i¢indeki fenolik bilesiklerin LC-MS/MS kromatogramai.

Grafikte; kainik asit (9 no’lu pik), Pirokatekol (19 no’lu pik), Hesperidin (2 no’lu pik) ve Sinamik asit (15 no’lu pik) belirgin
olarak gorilmektedir. Belirlenen diger 6 bilesik ise ¢ok diisiik miktarda bulunduklar: i¢in grafige yansimamistir.
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Cizelge 2. ATSE i¢indeki fenolik bilesiklerin pg analit/g ATSE olarak bilegsimi ve LC-MS/MS y6nteminin analitik parametreleri

No Analit RT ¢ Parent Regresyon Denklemi R2d RSD % ¢ Dogrusalhk  LOD/LOQ MRMP Us Niceleme (nug

(pik) Iyon alan (mg/L)  (ug/L)f (%) Analit / g ATSE)
(m/z) 2 h

1 Kumarin 17.40 147.05 y=33.64x-89700 0.994 0.01306  1000-20000  208.4/228.4  0.99947  0.0237 6.67+0.0015

2 Hesperidin 12.67 610.90 y=1340.27x-43769 0.998 0.00945  25-1000 3.4/4.2 1.01733  0.0262 12.31+0.003

3 P- Kumarik asit 11.53 162.95 y=3199.20x+13002 0.992 0.01820  25-1000 7.3/9.1 1.00617  0.0516 0.22+0.001

4 O- Kumarik asit 15.45 162.95 y=1219.34%-10915 0.999 0.02730  25-1000 24.4/31.1 0.98344  0.0513 N.D

5 Gallik asit 3.00 168.85 y=226.76x+38152 0.998 0.01601  250-10000 95.5/106.9 1.00004  0.0282 0.89+0.0001

6 Kafeik asit 8.80 178.95 y=3963.32x+178156 0.998 0.01454  25-1000 18.4/22.4 1.00917 0.0354 N.D

7 Vanilik asit 8.57 166.90 y=35.84x-12097 0.999 0.00528  1000-20000  122.2/139.7 1.00093  0.0508 5.6+0.002

8 Salisilik asit 11.16 136.95 y=5286.26x+309192 0.989 0.01016  25-1000 5.0/6.5 1.00989 0.0329 N.D

9 Kainik asit 1.13 190.95 y=41.06X+10671 0.996 0.00259  250-10000 75.8/79.4 1.00288  0.0082 4821.13+0.39

10 4-OH-benzoik asit  7.39 136.95 y=409.03x+112079 0.998 0.01284  250-10000 33.2/38.1 0.99662  0.0289 N.D

11 Ferulik asit 12.62 192.95 y=80.45%-31782 0.997 0.00708  250-10000 36.6/42.0 0.99987  0.0494 1.06+0.0005

12 Klorojenik asit 7.13 353.15 y=781.36%-18697 0.998 0.00058  25-1000 6.2/8.1 1.00806  0.0069 N.D

13 Rozmarinik asit 14.54 359.00 y=909.67x-201692 0.994 0.02014  100-5000 6.6/8.8 0.99206 0.0713 N.D

14 Protokatesik asit 4.93 152.95 y=297.75x+30590 0.995 0.01236  100-5000 28.2/31.4 0.99404 0.0411 N.D

15 Sinnamik asit 25.61 147.00 y=9.06%-12403 0.996 0.00648  5000-20000  821.8/859.7 1.00051  0.0143 64.94+0.009

16 Sinafinik asit 12.66 222.95 y=141.96x-73294 0.992 0.01446  250-10000 78.7/86.1 1.00164 0.0281 N.D

17 Fumarik asit 1.48 115.00 y=64.99x-11592 0.997 0.00536  100-5000 28.1/34.5 0.99748  0.0124 1.56+0.0001

18 Vanillin 10.87 151.00 y=446.10x+70934 0.998 0.00696  250-10000 44.3/53.1 0.99679  0.0280 N.D

19 Pirokatekol 6.48 109.00 y=30.61x+14735 0.996 0.01313  1000-20000  261.1/278.4  0.99987  0.0235 7477.12+1.75

20 Malik asit 1.23 133.00 y=316.95%-42041 0.999 0.00477  250-10000 55.3/67.5 1.01266  0.0113 N.D

21 Siringik asit 9.02 196.95 y=42.33x-52547 0.996 0.01049  1000-20000  212.5/233.3  0.99922  0.0238 N.D

22 Hesperetin 31.76 300.95 y=876.67x+48916 0.997 0.03209  25-1000 5.6/6.9 0.98850  0.0562 N.D

23 Naringenin 30.68 270.95 y=4315.1x+178410 0.995 0.02054  25-1000 5.4/6.4 0.99883  0.0521 N.D

24 Rutin 12.61 609.05 y=561.91x-16879 0.997 0.00473  25-1000 5.5/6.5 1.00994 0.0159 N.D

25 Kuersetin 28.17 300.90 y=1198.48%+480562 0.990 0.01589  100-5000 23.3/28.9 0.98470 0.0543 N.D

26 Kuersitrin 16.41 447.15 y=339.39%x+38910 0.999 0.01528  100-5000 22.0/25.2 0.99726  2.0079 N.D

27 Apigenin 31.43 268.95 y=4548.36x+295252 0.990 0.02304  25-1000 5.4/6.3 1.01444  0.0650 N.D

28 Krisin 36.65 252.95 y=2032.13%+95593 0.993 0.00490  25-1000 5.4/6.2 1.00338  2.0083 N.D

29 Likuiritigenin 25.62 254.95 y=2384.96x+59141 0.996 0.01849  25-1000 5.5/6.6 1.00333  0.0341 N.D

30 Izokuersitrin 13.42 463.00 y=803.23x+4981 0.999 0.00682  25-1000 5.4/6.3 1.00594 0.0133 N.D

31 Apigetrin 16.59 431.00 y=1775.55x+91121 0.993 0.01797  25-1000 5.4/6.1 1.01394 0.0597 N.D

32 Roifolin 16.11 577.05 y=237.15%x+11887 0.999 0.00747  100-5000 23.1/27.9 1.01046  0.0941 N.D

33 Nikotiflorin 14.68 593.05 y=498.38x+79274 0.991 0.00737  100-5000 22.4/25.5 1.02558  0.0276 N.D

34 Fisetin 19.30 284.95 y=547.46x+274791 0.991 0.00557  250-10000 54.4/61.4 0.99877  0.0148 N.D

35 Luteolin 28.27 284.75 y=3272.65x+150557 0.997 0.00575  25-1000 5.4/6.5 1.00772  0.0174 N.D

36 Mirisetin 18.72 317.00 y=583.55%x+205727 0.999 0.00652  250-10000 53.2/57.2 0.99982  0.0126 N.D

37 Kamferol 31.88 284.75 y=26.29%+87558 0.992 0.01436  1000-20000  206.6/214.3  0.99971  0.0209 N.D

[a: Yakin iyon (m/z): Standart bilesiklerin molekiiler iyonlary; b: MS2 (CE): MRM iligkili molekiiler iyonlar icin fragmanlar; ¢: RT; Alikonma siiresi; d: R% determinasyon katsayisi; et RSD;
Bagil standart sapma; f; LOD/LOQ (ug/L); Tespit limiti / Smir agma limiti; g: U (%); 95% Giiven seviyesinde géreceli standart belirsizlik, h: Bitki ekstraktinmin pg / g (w / w) cinsinden degerleri;
N.D.: not detected (Belirlenemedi).]

638



KSU Tarim ve Doga Derg 21(5):632-643, 2018

Arastirma Makalesi/Research Article

A.Tuncelianum  Ekstraktimin HPLC ile Olgiilen
Fenolik Bilegiklerin Bilegimi

Calismamizda yiksek performansh S1V1
kromatografisi (HPLC) yéntemi kullanilarak, A.
tuncelianum su ekstrakt1 (ATSE) iceriginde 7 fenolik
bilesik arastirildi ve sonug¢ olarak 2 fenolik bilegige
rastlandi. Bu sekilde ATSE iceriginde bulunan toplam
bilesiklerinin  yaklagsik  %36.39'u  belirlenmistir.
Standart bilesiklerin ve A. tuncelianum o6ziitlerinin
HPLC kromatogramlar1 Sekil 3 ve sgsekil 4'te
verilmigtir. Analiz edilerek tanimlanan bilegiklerin
konsantrasyonlari Cizelge 3' te verilmigtir. Calismanin
sonucuna gore, ekstraktin ana bilegenleri fumarik asit
(% 30.09) ve gallik asit (% 6.30) olarak bulunmustur.

Literatiire bakildiginda sarimsak tiirlewri i¢in yapilan
HPLC ile fenolik igerik c¢alismalari su sekilde
bulunmustur; Vlase ve arkadaglar1 (2013) Romanya'da
yetigtirilen bazi allium tirlerinin etanol ekstraktlar
ve hidrolize edilmig ozitleri tizerinde HPLC ile fenolik
maddeleri arastirmig ve tiim etanolik ekstraktlarda p-
Coumaric asit ve ferulik asit tespit etmislerdir. A. cepa
ve A. sativum (Yinlii, 2011) iizerinde yapilan HPLC

AT
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calismasinda belirlenen fenolik bilesikler, galik asit,
protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik
asit, kafeik asit, ferulik asit, elagik asit gibi fenolik
asitler ve mirisetin, kersetin, luteolin, kaempferol,
isocharmnetin gibi flavonoidler olmugtur. Fratianni ve
arkadaslar1 (2016) bazi endemik Italyan sarimsak
tirlerinin polifenolik igerigini arastirmigtir. A.
sativum cesitlerinin ("Bianco", "Torella", "Salomoneé'",
"Ufita Flumer?" ve "Schiacciato") yiiksek diizeyde
gallik asit ve klorojenik asit icerdigini bulmuslardir.
Ayrica eser miktarda; kafeik asit, epikatesin,
hiperozid, ferulik asit, apigenin ve p-kumarik asit
tespit edilmistir. Bu sonuc¢lar sarimsak tirlerinde
fenolik bir bilegen olarak; gallik asit, fumarik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, klorojenik asit,
kafeik asit ve kersetin bilegenlerinin var oldugunu
ortaya koymaktadir. Bizim ¢calismamiz, bu sonuglara
paralel olarak c¢ikmakla beraber, elde ettigimiz
sonuglar; A. tuncelianum'un yuksek pirokatekol
seviyesine sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 3. Standart karisimin tipik kromatogramlari. Standart bilesikler: (1) fumarik asit, (2) gallik asit, (3) 4-
hidroksibenzoik asit, (4) katesin, (5) Vanillik asit, (6) Kafeik asit, (7) sirinik asit.
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Dakiksa

Sekil 4. ATSE fenolik bilegiklerinin HPLC kromatogrami. Grafikte, fumarik asit (1 no’lu) ve gallik asit’e (2 no’lu)
ait pikler belirgin olarak gériilmektedir. Tespit edilemeyen pikler N.D (No Detected) ile gosterilmistir.
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Cizelge 3. A. tuncelianum su ekstraktinda HPLC ile belirlenen bilesimi ve HPLC'nin analitik parametreleri

No Analit R.T LOD/LOQ Regresyon R2? Miktar (ATSE)
(Pick) (min)  (mg/kg denklemi (mglkg) %
1 Fumarik asit 5.25 0-5000 y=0.0015x 0.9985 1176.7 30.09
2 Gallik asit 6.38 0-300 Y=5E-05X 0.9988 8.35 6.30
3 4-Hidroksi benzoik asit 21.01  0-700 Y=5E-05X 0.9988 N.D
4 Katesin 27.29  0-2500 Y=0,0002X 0.9972 N.D
5 Vanilik asit 29.42  0-800 Y=8E-05X 0.9973 N.D
6 Kafeik asit 36.91  0-700 Y=5E-05X 0.9986 N.D
7 Sirinik asit 39.07 0-700 Y=4E-05X 0.999 N.D

Genel Toplam 36.39

Hayvan Deneyleri Sonuglar:

A.tuncelianum Ekstraktinin Kalp Katalaz Enzim

aktivitesine Etkisi

Katalaz enzim aktivitesi farkli dokularda degiskenlik
gosterir. Katalaz enzimi, karaciger, bobrek ve kirmizi
kan hiicrelerinde daha yiiksek miktarda bulunur.
DMBA ile indiiklenmis rat dokularinda katalaz enzim
aktivitesinin diismesi anlamli azalma olarak kabul
edilmistir. DMBA ile indiiklenmis ratlara verilen
antioksidatif maddelerin ise, azalan katalaz enzim
aktivitesini ylikseltmeleri anlamli artma olarak rapor
edilmistir ( Banerjee ve ark., 2003; Kumar ve ark.,
2017). Ratlarin kalp katalaz enzim aktivitesi D, DA-1,
DA-2 ve DE grubunda K grubuna gére anlamh
(P<0.05) azalma gozlendi. Gruplar arasinda ise
istatiksel olarak anlamh bir degisim olmadi (Sekil 5,
Cizelge 4). Borek (2001) sarimsak ekstrelerinin kalp,
bébrek ve karacigerde katalaz aktivitesini artirdigini
rapor etmigtir. Insan eritrositleri katalaz enzimi
uzerine katekolin etkisi arastirilmis katekol
eritrositlerde H2Oz2 miktarini artirarak katalaz enzim
diizeyini azalmistir (Bukowska ve Kowalska, 2004).
A.tuncelianum ekstraktinda yliksek oranda bulunan
pirokatekol, rat kalp dokusunda katalaz enzim
aktivitesini azaltmig olabilecegi dustntlebilir. Bu
sonucun mekanizmasi ise su sekilde agiklanabilir;

Fenollerin  hidroksil gruplari gucli  temizleme
kapasitelerine sahip olduklarindan antioksidan
aktiviteye yardimeci olurlar. A.tuncelianum

ekstraktinda yiuksek miktarda bulunan ve fenollere
denk olan pirokatekol (Tello ve ark., 2008), eksojen bir
antioksidan olarak, antioksidan savunma sistemine
yardimci olur. ATSE verilen gruplarda katalaz enzim
aktivitesinin  azalmasi, ekstraktlar  nedeniyle
pirokatekol kullaniminin, katalaz enzimine olan
ihtiyac1  azalttigina  isaret olabilir.  Nitekim
polifenollerin ginlik 1gr'in Uzerinde sebze ve
meyvelerden zengin diyetlerle alinmasinin mutagenez
ve karsinogenezi inhibe ettikleri savunulmaktadir
(Giilgin ve ark., 2004).

A.tuncelianum  Ekstraktinin  Kalp  Siiperoksit
Dismutaz Enzim aktivitesine Etkisi
Literatiir verileri incelendiginde, DMBA ile

indiiklenmig rat dokularinda SOD enzim aktivitesinin
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dismesi anlamlhi azalma olarak kabul edilmigtir.
DMBA ile indiklenmis ratlara verilen antioksidatif
madddelerin SOD enzim aktivitesini artirmalar1 da
anlaml bir artis olarak ifade edilmistir (Banerjee ve
ark., 2003; Kasim, 2015) . Calismamizda, SOD enzim
aktivitesinde; DMBA verilen tiim hasta gruplarinda,
kontrol grubuna goére anlamli bir azalma (P<0.05)
gozlendi. Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda

ise; DA-1 ve DA-2 gruplarinda DE grubuyla
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli artma
(P<0.05)  belirlendi. Sarimsak  homojenatinin

uygulandig1 bir calismada Banerjee ve arkadaslari
(2003) kronik sarimsak aliminin izoproterenol ile
indiklenmig sican kalbindeki endojen antioksidan

aktivite tlzerine etkisine bakmiglardir. Sadece
izoproterenol verilen grupta SOD aktivitesi anlamh
(P<0.05) bir sekilde azalmistir. Izoproterenol'e
ilaveten verilen 125, 250 ve 500 mgkg

derigimlerindeki sarimsagin ise, sican kalbinde SOD
enzim aktivitesinde anlamli bir sekilde artmaya neden
oldugunu bildirmiglerdir. Borek (2001) sarimsak
ekstrelerinin kalp, bobrek ve Kkaracigerde SOD
aktivitesini ve redikte glutatyon diizeylerini
artirdigin1 rapor etmigtir. DMBA +500 mg/kg A.
tuncelianum verilen (DA-2) grubunda DMBA (D)
verilen gruba gére SOD enzim aktivitesinde anlamh
artis olmustur(P<0.05). A. tuncelianum ekstratmin
dozu artiginda SOD enzim aktivitesi D grubuna gore
artmistir. Bizim sonuglarimiz diger arastirmacilarin
sonuglar ile paralel bulunmustur.

A.tuncelianum Ekstraktinin Kalp Total Glutatyon
diizeylerine Etkisi

Total glutatyon, glutatyon peroksidaz enzimi
tarafindan, peroksit radikallerini temizlemek i¢in
kullanilan bir bilesiktir. DMBA ile indiklenmig
ratlara verilen antioksidatif madddelerin, oksidatif
hasar sonucu diismis GSH duzeylerini yiukseltmeleri
ise anlaml bir artis olarak rapor edilmistir (Banerjee
ve ark., 2003; Kasim, 2015). Calismamizda DMBA
uygulanmig  ratlarin  kalp total  gulutatyon
diizeylerinde DA-1 grubu ile DE  grubu
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli (P<0.05)
azalma belirlendi. Kalp dokusunda total glutatyon
diizeyleri D, DA-1 ve DA-2 gruplarinda kontrole goére
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anlamlh fark goézlenmemigtir. D grubuna gére DA-1
grubunda bir miktar artma gézlenmigstir. Sarimsak
ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada, bu ekstrelerin

kalp, bobrek ve karacigerde rediikte glutatyon
Katalaz
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diizeylerini artirdigini belirtilmistir (Borek, 2001). Bu
sonuclarin  Allium sativum i¢in yapilan c¢alisma
bulgulariyla paralel oldugu gérilmustur.
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Sekil 5. Rat kalp dokusunda katalaz, Stperoksit Dismutaz enzim aktiviteleri ve Total Glutatyon, MDA dizeyleri.
K: Kontrol; D: DMBA; DA-1: DMBA + 250 mg/kg A. tuncelianum DA-2: DMBA +500 mg/kg

A. tuncelianum; DE: DMBA + E Vitamini Gruplar:

Cizelge 4. Rat kalp doku homojenatlar: antioksidan enzim aktiviteleri, total GSH ve MDA diizeyleri

Parametreler K D DA-1 DA-2 DE
CAT 7.51+0.31 5.94+0.53* 5.64+0.41%* 5.86+0,85* 6.26+£0.47*
GSH 3.12+0.42 3.08+0.49 3.32+0.18 3.08+0.22 2.324+0.272
SOD 6.69+0,39 5.65+0.302 5.69+0.48bc 6.07+0.504de 4.644+0.14f
MDA 79.03+£2.17 111.74+4.302 64.43+9.61b 64.23+9.54¢ 68.48+12.19d
CAT (*) KvsD; (*) Kvs DA-1; (K vs DA-2; (*) Kvs DE (P<0.05)
GSH (a) ) DA-1vs DE (P<0.05)
SOD (a) Kvs D; (b) K vs DA-1; (¢) DA1 vs DE; (d) K vs DA-2; (e) DE vs DA-2

(f) K vs DE (P<0.05)
MDA (a) Kvs D; (b) DvsDA-1; (¢) D vs DA-2; (d) D vs DE (P<0.05)

A.Tuncelianum Ekstraktinin Kalp Malondialdehit
diizeylerine Etkisi

Malondialdehit (MDA) serbest radikal saldirilar:
sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonunun son Urtinudir. DMBA ile
indiklenmig ratlarda MDA miktarinin artmasi ve
hayvanlara verilen antioksidatif madddeler ile

641

miktarinin azalmasi genel olarak olumlu bir sonug
olarak degerlendirilmistir (Kasim, 2015; Kiigiikkurt ve
ark., 2017; Wu ve ark., 2001). Sekil 5 ve cizelge 4'e gore
rat kalp dokusu malondialdehit diizeyleri; D
grubunda, K grubuna gére anlamal bir artma (P<0.05)
gostermistir. DA-1, DA-2 ve DE gruplarinda, D
grubuna gére anlamh azalma (P<0.05) belirlenmisgtir.
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Kastamonu sarimsagi i¢in yapilan bir calismada, MDA
diizeylerinde; sadece DMBA verilen grupta, kontrol
grubuna gére anlamli artmanin (P<0,05) oldugu taze,
bekletilmis ve tablet sarimsak verilen gruplarda ise
DMBA grubuna gére anlamli azalmanin (P<0,05)
oldugu rapor edilmistir (Solmaz, 2011). Banerjee ve
arkadaslarinin  (2003) yaptigr bir calismada sulu
sarimsak ekstraktinin, tavsan karaciger
homojenatinda bir lipid peroksidasyon turini olan
malondialdehit (MDA) olusumunu engelledigi ortaya
konmustur. Bu sonuglar bizim bulgularimiz destekler
niteliktedir.

SONUC

Calisma bulgularina goére A. tuncelianum'un su
ekstrelerinin pirokatekol, Sinamik asit, Hesperidine,
Kumarin, Vanilik asidi, Fumarik asit, Ferulik asit,
Gallik asit ve P- Kumarik asit olmak tizere 10 cesit
fenolik  bilesen igcermektedir. 7,12-DMBA ile
indiklenen rat kalp dokularinda, kontrol grubuna
kiyasla tiim parametreler istatistiksel olarak anlamlh
(P<0,05) bir sekilde degisime ugramistir. Degisime
ugrayan bu parametreler, 250 ve 500 mg/kg vicut
agirhigr dozunda ATSE verilen gruplarda; siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesinde ve total glutatyon
diizeylerinde istatiksel olarak anlamlh artma (P<0,05)
ve malondialdehit diizeylerinde ise istatiksel olarak
anlamhi ~ (P<0,05) bir azalma  gozlenmistir.
Calismamizda katalaz enzim aktivitesinin ATSE
verilen gruplarda diustiigia belirlenmigtir. Buradan da
tim enzim aktivitelerinin seviyesini anlamli olarak
artirmadigini gérmek mimkiindir. Bu sonu¢ séyle
yorumlanabilir; Katalaz enzim aktivitesi, oksidatif
stres sonucu, stresle bag etmek tlizere artar. Eger
ortamda fenolik bilesikler gibi eksojen bir antioksidan
ajan varsa, oksidatif stresle miicadeleye destek olacak
ve bu enzim seviyelerinin artmasina gerek
kalmayacaktir. Nitekim ATSE igeriginde pirokatekol,
kainik asit, sinamik asit, fumarik asit ve gallik asit
gibi fenolik bilesenlerin varligi yapilan analizler
sonucu goOsterilmistir. Bu yilizden de bu enzim
aktivitesinin azalmasi1 anlamh ve olumlu olarak
yorumlanabilir.  A.tuncelianumiun igerdigi fenolik
bilesikler sayesinde antioksidan enzim aktivitelerini
olumlu bir gsekilde degistirdigini ve kalp dokusunu
oksidatif hasara karsi, enzim  aktivitelerini
diizenleyerek koruyabilecegini siéyleyebiliriz. Fakat
kullanilacak miktar konusunun, toksik diizey
calismalariyla desteklenmesi gerekmektedir. Sonug
olarak A. tuncelianum'un lezzeti yaninda, yiiksek
degerde yararhh kukurtli bilesenleri ve dokular i¢in
¢ok 6nemli ve bir o kadar da toksik olabilecek bilesikler
icerdigini, antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve
buna bagh olarak lipit hasarini 6nledigini ve boylece
oksidatif hasarin neden oldugu hastaliklarn
onleyebilecegini soyleyebiliriz.
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