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OZET

Silene vulgaris (Moench) Garcke Bitkisinin Dermokozmetik Alanda Kullanilabilme

Potansiyelinin Incelenmesi

Bu tez kapsaminda Silene vulgaris bitkisinin su, metanol, biitanol ve kloroform
ekstraktlarinin biyolojik aktivitesi incelenerek farmasdtik alanda kullanim imkan
aragtirtlmistir. Fenolik ve flavonoid maddelerin toplam miktarinin belirlenmesine yonelik
caligmalar yapilmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi, DNA etkilesim ¢aligsmalar1 ve
enzimatik inhibisyonu incelenmistir. Ekstrelerin, toplam fenolik degerler 166.00+4.36 mg
GAE/g kuru agirlik ile en yiiksek biitanol ekstraktinda, en diisiik konsantrasyon ise
24.20+1.51 mg GAE/g kuru agirlik ile sulu ekstraktta goriilmiistiir. Flavonoid degerlerinin
toplam miktar1 ise en yiiksek biitanol ekstraktinda olup 144.16+8.55 mg GAE/g kuru
agirhiga ulasirken, sulu ekstrakttaki en diisiik konsantrasyon ise 18.97+1.26 mg GAE/g
kuru agirlik olarak tespit edilmistir. Ekstrelerin DPPH radikal temizleme ve FRAP
aktiviteleri incelenmis olup n-butanol ekstresinin konsantrasyona her iki yontemde de en
yiiksek antioksidan aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Tirosinaz inhibisyon deneylerinde
ise metanol ve n-butanol ekstrelerinde orta derece inhibisyon gézlenirken, su ve kloroform
ekstrelerinde inhibitdr etkinlik gdzlenmemistir. Elastaz inhibisyon deneyinde de en yiiksek
etkinlik methanol ekstresinde gozlenirken, en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan n-
butanol ekstraktinin plazmid DNA'ya zarar verme yetenegini belirlemek i¢in uygulanan
agaroz jel elektroforez deneyi sonrasinda DNA'da herhangi bir hasar gozlenmedigi
belirlenmigtir. Fenton reaktifinin {irettigi hasara karsi ise n-butanol ekstresinin koruma

etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Elastaz, Plasmid DNA, Silene vulgaris, Tirozinaz
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ABSTRACT

Investigation of the Potential of Silene vulgaris (Moench) Garcke Plant in

Dermocosmetic Field

Within the scope of this thesis, the biological activity of water, methanol, butanol
and chloroform extracts of Silene vulgaris plant was examined and the possibility of use in
pharmaceutical field was investigated. Studies were carried out to determine the total
amount of phenolic and flavonoid substances. Antioxidant activity, DNA interaction
studies and enzymatic inhibition of the extracts were performed. Total phenolic values of
the extracts were highest in butanol extract with 166.00+4.36 mg GAE/g dry weight and
the lowest concentration was observed in aqueous extract with 24.20+1.51 mg GAE/g dry
weight. The total amount of flavonoid values was highest in the butanol extract and
reached 144.16+8.55 mg GAE/g dry weight, while the lowest concentration in the aqueous
extract was 18.97+£1.26 mg GAE/g dry weight. DPPH radical scavenging and FRAP
activities of the extracts were tested and it was determined that n-butanol extract showed
the highest antioxidant activity in both methods. In tyrosinase inhibition assays, moderate
inhibition was observed in methanol and n-butanol extracts, while no inhibitory activity
was observed in water and chloroform extracts. In the elastase inhibition experiment, the
highest activity was observed in the methanol extract, while no DNA damage was
observed after the agarose gel electrophoresis experiment applied to determine the ability
of the n-butanol extract, which has the highest antioxidant activity, to damage the plasmid
DNA. It was determined that n-butanol extract showed protection effect against the

damage produced by Fenton reagent.

Key words: Antioxidant, Elastase, Plasmid DNA, Silene vulgaris, Tyrosinase
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda bitkiler {izerine yapilan bilimsel arastirmalar 6énemli Ol¢iide dikkat
cekmistir. Bu artan ilgi, kimyasal bilesimdeki dikkate deger cesitlilik ve dogal olarak
olusan ikincil metabolitlerin biyolojik aktiviteleri de dahil olmak iizere cesitli faktorlere
baglanabilir. Dogal iirlinler, diinya capinda insan hastaliklarinin tedavisi ve onlenmesinde
onemli bir rol oynamistir ve tibbi bitkiler yeni ilaglarin 6nemli kaynaklaridir. Diinya
tizerindeki yiiksek bitki tiirlerinin sayis1 yaklasik olarak 250.000 tiir olarak tahmin
edilmektedir. Bu tiirlerin yaklasik %6's1 biyolojik aktiviteleri i¢in taranmistir ve sadece

%15'1 fitokimyasal olarak degerlendirilmistir (1).

Niifus artisi, yetersiz ilag arzi, yiiksek tedavi maliyetleri, bir¢ok sentetik ilacin yan
etkileri ve bulasict hastaliklar1 tedavi etmek i¢in giiniimiizde kullanilan ilaglara direng
gelisimi, Onleyici dnlemlere daha fazla vurgu yapilmasina neden olmustur. Diinya Saglik
Orgiitii'ne gore, tibbi zelliklere sahip yaklasik 21.000 bitki tiirii bulunmaktadir. Mevcut
verilere gore, kiiresel niifusun iicte ikisinden fazlasinin saglik ihtiyaglarini kargilamak igin

baslica bitkiler ve bitki 6zlerine bagvurdugu belirtilmektedir.

Farkli bitkilerin terapotik 6zelliklerine sahip olduklarina dair etkinliklerini dogru
sonuclara ulasmak i¢in kapsamli aragtirmalar ve deneyler yapilmistir. Bu sekilde
gelistirilen ilaclarin ¢ogunlugunun yan etkisi veya etkilesimi bulunmamaktadir ve en
onemli gergek, bitkisel tedavilerin yas grubu veya cinsiyetle smirli olmamasidir. Bu
nedenle, bitkisel tedavi diinya genelinde popiilerlik kazanmaktadir. Tibbi bitkiler,
genellikle tedavi edilmesi zor olduguna inanilan bir¢ok hastaligin tedavisinde mantikli bir
yaklagim sunar (2).

Viicudumuzda meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin yani sira zararlt dig
etkenlere maruz kalma sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) gibi yiiksek reaktif molekiiller olusur. Viicut, bu serbest radikalleri ve oksidanlar
noétralize etmek icin ¢esitli i¢c savunma mekanizmalarina sahiptir. Ancak, bu reaktif tiirlerin
asir1 iiretimi, viicutta onemli zararlara yol acabilen oksidatif strese neden olur.

Oksidatif stres, hiicre zarlari, proteinler, lipitler, lipoproteinler ve deoksiriboniikleik asit
(DNA) gibi biyomolekiilleri oksidatif olarak modifiye edebilir. Bu degisiklikler, hiicresel
islevlerin bozulmasina ve ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Oksidatif stres,
kanser, norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler bozukluklar gibi saglik sorunlarinin

yani sira cilt yaglanmasi ve diger giizellik problemlerine de yol agabilir.



Bu baglamda viicutta ROS ve RNS {iretimiyle miicadele eden ve bu reaktif tiirlerin
zararli etkilerini azaltan antioksidan sistemler bliylik 6nem tagimaktadir. Ancak bu
savunma mekanizmalar1 yetersiz oldugunda eksojen antioksidanlar oksidatif stresin

olumsuz etkilerini azaltabilir.

Tiirkiye, konumu ve cografi yayilimi1 nedeniyle tibbi ve endemik tiirler agisindan
zengin bir lilke olarak degerlendirilmektedir ve bu nedenle bitki arastirmalari i¢in uygun
bir kaynaktir. Silene cinsi, Kuzey Yarimkiire'nin iliman bdlgelerinde yaygin olarak bulunur
ve 700'den fazla tiirle Caryophyllaceae familyasiin en biiylik iiyesidir. Tiirkiye'de yetisen
141 tiiriin 59'v endemiktir. Bu calismada, Silene vulgaris (Moench) Garcke bitkisinin
toprak istli kist mlarindan elde edilen kloroform, butanol ve ham metanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivite ve DNA etkilesim calismalari, ayrica ayni bitkinin ekstrakti i¢in

tirozinaz ve elastaz inhibisyon deneyleri incelenmistir.

Bu aragtirmalar, Silene vulgaris bitkisinin dermatolojik ve kozmetik alanda
potansiyel kullanimin1 desteklemekte ve bu bitkinin biyolojik aktivitesini ortaya
koymaktadir. Elde edilen bulgular, Tiirkiye'nin zengin bitki ¢esitliliginin degerlendirilmesi

ve tibbi bitki aragtirmalarinin 6nemini vurgulamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Caryophyllaceae Familyasi

Caryophyllaceae, karanfil veya pembe c¢igekli bitkilerden (Caryophyllales takimi)
olusan, yaklagik 100 cins ve 2200 tiirden olusan, 1liman bolgelerde yetisen ve ¢cogunlukla
stis bitkisi olarak kullanilan bir familyadir. Bu ailenin iiyeleri goriinlis ve yasam alani
bakimindan farklilik gosterir ve ¢ogu cok yillik veya yillik otsu. Cogu tiirde yaprak ve
govde eklemleri sigsmistir. Cigekleri bes adet sepal ve petaldan olusur. Stamenlerin iki
yumurtaligt vardir. Yumurtaliklar ¢ogunlukla duvarsiz olan yumurtalik boslugunda
bulunmaktadir. Tiim diinyaya Yaygin Silene vulgaris de dahil olmak iizere bunlarin
bircogu kayalarda veya sinir bitkisi olarak yetisen siis bitkileridir (3). Familya bitkileri,
saponinler gibi yiiksek miktarda ikincil metabolitler ve yag asidi tiirevleri, benzenler, vinil
barbanoidler, izoprenoidler ve nitrojen igeren bilesikler gibi bir dizi bilesige sahiptir.
Aslinda, bu bilesiklerin varligi nedeniyle bitkiler cesitli geleneksel tip sistemlerinde
kullamilmis ve ¢ok sayida biyokimyasal aktivite gostermektedir. Caryophyllaceae
familyasi, farmasotik oneme sahip genis bir bitki yelpazesini igerir. Ayrica, bircok bitki
biyomedikal aktiviteler acisindan test edilmis ve antikanser, antiinflamatuar, antioksidan,

antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteler sergilemistir (4).

Silene cinsi, Kuzey Yarimkiire'nin iliman bolgelerinde yaygin olarak bulunur ve
700'den fazla tiirle Caryophyllaceae familyasinin en biiyilik iiyesidir. Tiirkiye'de yetisen
141 tiirtin 59'u endemiktir (5). Silene cinsine ait tiirler tibbi amaglarla ve besin kaynagi
olarak kullanilan aromatik bitkilerdir (6). Etnobotanik kanitlar, S. alba ve S. conoidea ve S.
dikotoma ve S. italica ve S. Subina ve Silene vulgaris gibi bir¢ok Silene tiirliniin varligini
gostermektedir. Anadolu'da tibbi amacla kullanilmakta ve gida olarak tiiketilmektedir. S.
conoidea'nin kdkleri yumusatici olarak, yaralar ve saglar1 yikamak i¢in, 6zsuyu ise oftalmi
tedavi etmek icin kullanilmaktadir. S. italica tohumlar1 bogaz agrisin1 gidermek i¢in
kullanilmaktadir. Ozellikle Silene vulgaris'in narin yapraklar Italya'da zeytinyaginda ve
yumurtada kizartilarak tiiketilmektedir (7). Bir c¢alisma ayrica Silene vulgaris'in
yapraklarinin ve koklerinin anti-tiimor 6zelliklerini ortaya koydu ve bu da onun geleneksel

tiptaki etkinligini dogrulamistir (8).



2.1.2. Silene vulgaris

Silene vulgaris, Avrupa'nin ve Kuzey Amerikanin biiyiilk bélimiinde bulunan,
kokli ¢ok yillik bir bitkidir. Silene vulgaris otlaklar, cayirlar, bozulmus alanlar, yol
kenarlari, ¢orak alanlar ve tarim arazileri gibi ¢esitli habitatlarda yetisir ve ayrica giinesli

yerleri tercih etme egilimindedir.

T

o

Sekil 1. Bitkinin Tiirkiye’deki dagilimi (Tiibives’ten, 9)

S. Vulgaris'in Taksonomik Hiyerarsisi (10).
Alem : Plantae

Boliim : Tracheophyta

Smif : Magnoliopsida

Alt Smif : Caryophyllidae

Takim: Caryophyllales (Karanfil takimi)
Familya: Caryophyllaceae (Karanfilgiller)
Cins: Silene (Yabani karanfil)

Tiir: Silene vulgaris (Moench) Garcke

Silene vulgaris tiirleri cesitli yasam formlarinda ortaya ¢ikmaktadir, farkli sekiller,
boyutlar veya fiziksel yapilar vardir. Bu farkliliklar, Silene vulgaris'in farkli 6rnekleri
arasindaki biiylime aliskanliklari, yaprak yapilari, ¢icek aranjmanlar1 veya diger fiziksel

ozelliklerdeki farkliliklar: igerebilir (11).

Boylar1 80 cm'ye kadar biiyiiyebilir, Cok sayida govde goriiliir, bunlar dik ya da

yiikselici bigimde ve tiiysiizdiir. Ta¢ ¢ok simetrili, beyaz renkli, 2 cm genisligindedir.



Canak kaynasik, oval, 5 loblu ve tiiysiizdiir. 10 adet ercik vardir. Boyuncuk sayisi iigtiir.
Ciceklenme 20 ila 50 arasi c¢icekten olusmaktadir. Cicekler bas asagi durumdadir.
Yapraklar karsilikli diziligli, taban yapraklar1 sapli, gévde yapraklart sapsizdir. Tohumlar
temmuz ve eyliil aylarinda olgunlagmaktadir. Meyveler, ¢igek actiktan sonra kendine 6zgii

mesane benzeri tohum kapsiilleri olusturmaktadir, dolayistyla ortak adi "mesane kampi1"dir.

Resim 1. Silene vulgaris genel goriiniisi (12).

2.1.3. Silene vulgaris Ekstrakti Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Silene vulgaris lizerinde yapilan 6nceki ¢alismalar, kinik asit, malik asit, klorojenik
asit, p-kumarik asit, hesperidin, protokatesuik asit, rutin hiperositin gibi bir¢ok farkli aktif
bilesenin yani sira fenolik tiirevlerin ve flavonoidlerin cesitli bilesikleri (flavonoller,
flavan-3-oller, flavanonlar, antosiyanidinler, dihidrokalkon, fluoridazin, phloretin,

hidroksisinnamik asitler, hidroksibenzoik asitler) igerdigini gostermistir (7, 13).
2.2. Serbest Radikaller

Yiizey yoriingelerinde tek, eslenmemis bir elektron iceren bagimsiz molekiil veya
atom bilesikleridir. Bu bilesiklerde baglanmamis bir elektronun varligi, tiim serbest
radikallerin ortak bir 6zelligidir; bu da onlar1 kararsiz ve oldukca reaktif kilar. Diger
molekiillere elektron verme veya onlardan elektron alma yetenekleri vardir, boylece
oksitleyici ajanlar veya indirgeyici ajanlar olarak islev géormektedirler (14). Bir¢ok hastalik

durumunda, saglik iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan serbest radikaller ve oksidanlar



arasinda hidroksil radikali, stiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, oksijen singleti,

hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikali bulunmaktadir.

Tablo 1. Reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen (RNS) tiirler (15).

0’ Siiperoksit anyonu
) ‘'OH Hidroksil

Radikaller .

NO Nitrik oksit

NO,* Nitrojen dioksit

H,0, Hidrojen peroksit
Radikal olmayanlar HOCI Hipoklordz asit

ONOO Peroksinitrit

2.2.1. Serbest Radikallerin ve Oksidanlarin Uretimi

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirlerinin (RNS) olusumu,
temel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar araciligiyla gerceklesir.
Enzimatik mekanizmalar, ¢esitli biyokimyasal siirecler tarafindan diizenlenir ve bu siirecler
arasinda mitokondriyal solunum zinciri, fagositoz sirasinda reaktif molekiillerin tiretilmesi,
prostaglandinlerin biyosentezi ve toksik maddelerin metabolizmasinda rol oynayan
sitokrom P450 enzim sistemi yer alir. Ornegin, siiperoksit anyon radikali (O, ") gibi
reaktif tiirler, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve peroksidazlar gibi farkli hiicresel
oksidaz sistemleri araciligiyla tiretilir. Bu tiirler, hiicresel bilesenler tizerinde oksidatif stres
yaratabilir ve biyomolekiillere zarar verebilir. Olusumunun ardindan, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali (OH), peroksinitrit (ONOO") ve hipokloroz asit (HOCI) gibi farkli ROS
ve RNS tiirlerinin olustugu ¢esitli reaksiyonlara katilir (16).

Kullandigimiz O;'nin yaklagik %1-3'tiniin O, * 'ye doniistiigli tahmin edilmektedir.
Baz1 gecis metali iyonlar1 (6zellikle Fe*"), H,0, ile reaksiyona girerek hidroksil radikalinin

iretilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (17).

Siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinin olusumu (17, 18)

O+e -0, (Esitlik 1)
05" + e~ + 2H - H,0, (Esitlik 2)
H,0, + Fe?* - OH® + OH™ + Fe3* (Esitlik 3)



Hipokloréz asit (HOCI), HO,'min varliginda, kloriir iyonlarini oksitleyen nétrofil

tiirevi bir enzim olan miyeloperoksidaz tarafindan tiretilmektedir (19).

- + - s
0, +5 07 = H,0, — HOCI (Esitlik 4)

Nitrik oksit radikali (NO°), biyolojik dokularda L-arginin'in nitrik oksit sentaz

tarafindan sitrulline oksidasyonu sonucu olusmaktadir (20).

NH, NH,
G RIS . oo
I 20 v Lano
H—C—H H-C—H
H—(JJ—H H—é—H
H-C—H H—C|:—H
H—C—NH,, H—nrl:—NH2
O =C-OH O =C-OH
L-Arginine L-Citrulline

Sekil 2. L-arginin'in sitriiline oksidasyonu ve nitrik oksit radikalinin (NO") olusumu

2.2.2. Serbest Radikal Kaynaklar
ROS ve RNS, hem endojen hem de ekzojen kaynaklardan tiretilmektedir.
2.2.2.1. Endojen Kaynaklar

e Bagisiklik hiicresi aktivasyonu (enfeksiyon sirasinda)

e Iltihaplanma (sitokinlerin salinimi)

e Zihinsel stres (kortizol gibi stres hormonlarini serbest birakir)
e Asin egzersiz (Kaslarda oksijen tiikketimini artirir)

e Kanser (yliksek metabolik aktivite)

o Iskemi

e Yaslanma



2.2.2.2. Ekzojen Kaynaklar

e Hava ve su kirliligi

e Sigara ve alkol (asir1 tiikketim)

e Bazi agir veya gecis metalleri (Cd, Hg, Pb, Fe, As)
e Bazi ilaglar (siklosporin, takrolimus, gentamisin)

e Endiistriyel solventler

e Etin yanmasi veya kullanilmis yagin kullanilmasi

e Radyasyon (hiicrelerdeki iyonlastirict molekiiller)

Bu ekzojen bilesikler ya dogrudan metabolize edilir ya da c¢esitli yollarla viicuda
girdikten sonra serbest radikallere doniisebilir (21-30). Serbest radikaller, oksijenin organik
bilesiklerle girdigi enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda veya iyonlastirict
radyasyonun tetikledigi kimyasal stireglerle olusabilir. Ayrica mitokondride gergeklesen
oksidatif fosforilasyon sirasinda, elektron tasima zincirindeki elektronlarin oksijenle
etkilesime girmesi, stiperoksit anyon radikali (O2™) gibi reaktif tiirlerin iiretilmesine yol

acar. (21, 22, 25).
2.2.3. Serbest Radikallerin ve Oksidanlarin Yararh Aktiviteleri

Daha diisiik veya kontrollii seviyelerde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS), hiicresel yapilarin gelisiminde énemli rol oynar ve konak savunma
sistemi icinde ara¢ olarak islev goriir. Ozellikle fagositler (nétrofiller, makrofajlar,
monositler) gibi bagisiklik hiicreleri, viicudun hastaliklara karsi savunma mekanizmasinin
onemli bir parcasi olan zararli patojenleri ortadan kaldirmak igin serbest radikaller

salgilmaktadir (22, 27)
2.2.4. Serbest Radikallerin ve Oksidanlarin Zararh Aktiviteleri

Serbest radikallerin ve oksidanlarin asir1 liretimi, hiicre zarlarin1 ve proteinler,
lipitler, lipoproteinler ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi ¢esitli yapilar1 dnemli dlglide
degistirebilen ve bir¢ok hastaliga ve sagliga yol acan olumsuz bir olay olan oksidatif strese
yol agmaktadir. Hiicresel diizeyde oksidatif stres, hiicrelerdeki asir1 serbest radikalleri yok
etme yetene@inin yetersiz olmasindan kaynaklanmaktadir. Ornegin, hidroksil (OH') ve
peroksinitrit (ONOQ") gibi bazi1 radikaller, hiicre zarlarina zarar verebilir ve lipoproteinleri,
lipit peroksidasyonu olarak bilinen bir mekanizma yoluyla hedefleyebilmektedir. Bu islem,

sitotoksik ve mutajenik 6zellikleriyle bilinen malondialdehit (MDA) ve konjuge dienlerin



olusumuna yol agmaktadir (16). Oksidatif kaynakli DNA hasari, mutasyonlari
tetikleyebilen cesitli oksidatif DNA lezyonlar1 olusturmaktadir. Bu, DNA ile dogrudan
etkilesim yoluyla veya DNA'nin bakimindan sorumlu proteinleri etkileyerek

gergeklesebilektedir.

Gegis metalleri

N

Lipid Modifiye DNA Protein hasari
peroksidasyonu bazlar

Sekil 3. Viicuttaki serbest radikallerin baslica kaynaklar1 ve serbest radikallerin sonuglari
(Pizzino’dan, 16)

Oksidatif stres, uygun sekilde diizenlenmediginde c¢esitli kronik ve dejeneratif
hastaliklara yol agabilmektedir, yaslanma siirecini hizlandirabilmektedir ve travma ve felg

gibi bazi1 ciddi hastaliklara katkida bulunabilmektedir.



BEYIN

Alzheimer

FETUS

Preeklampsi

AKCiGERLER

Astim Parkinson hastalig

Rahim i¢i blylime

kronik brosit kisitlamasi (IUGR)

EKLEMLER - GOZLER
Artrit ——= Serbest radikal [ Katarakt

Romatizma Retina hastalig

BOBREKLER COKLU ORGAN KALP DAMARLARI
Kanser

Yaslanma
Diyabet

Glomerilonefrit kronik Ateroskleroz,

Hipertansiyon

Bobrek etmezligi

Sekil 4. Serbest radikallerin insan viicudundaki olumsuz etkileri (Sarkar’dan, 31)

2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerden farkli olarak stabil durumda bulunan yararl
kimyasal molekiillerdir ve serbest radikalleri ve diger oksitleyici maddeleri nétralize etmek
ve etkisini ortadan kaldirmak amaciyla elektronlarindan birini verme yetenegine
sahiptirler. hiicreler ve diger hiicresel bilesenler {izerindeki zararli etkisini azaltir.
Antioksidanlarin etki prensibi serbest radikalleri temizleme 6zelligine dayanmaktadir (32).
Ic veya dis kaynakli antioksidanlar, serbest radikallerle secici olarak etkilesime
girebilmektedir ve hiicresel molekiillerde hasara ve yikima neden olmadan zincir

reaksiyonlarii sonlandirabilmektedir (33).
2.3.1. Antioksidan Siniflandirmasi

Viicutta etkili olan antioksidan sistemler kaynaklarma gore iki ana gruba ayrilir:
endojen kaynakli (viicut tarafindan {retilen) ve ekzojen kaynakli (disaridan alinan)

sistemler (34).
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Endojen Antioksidanlar
Enzimatik Antioksidanlar l MNonenzimatik Antioksidanlar ]

Melatonin

Siperoksit dismutaz

(SOD)

Seruloplazmin
Glutatyon

percksidaz [GSH-Px)

Transferrin

Glutatyon 5-
Ferritin

i
Auamanant

Katalaz (CAT) Bilirukin

Mitckeondriyal sitokrom Glutatyon

oksidaz sistemi

Urat
Hidroperoksidaz

Laktoferrin

Albimin

Sekil 5. Endojen antioksidan kaynaklar1 (Badem’den, 34)



Ekzojen Antioksidanlar

NADPH Ksantin Oksidaz Gida Bitkisel

Oksidaz
inhibitorleri

inhibitorleri Antioksidanlari Antioksidanlar

Sekil 6. Ekzojen antioksidanlar kaynaklari (Badem’den, 34)

2.3.1.1. Endojen Antioksidanlar

Hiicrelerdeki endojen antioksidanlar enzimatik antioksidanlar ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.
Enzimatik Antioksidanlar

ROS ve RNS'yi nétralize etmeyi ve degistirmeyi amaglayan bir dizi reaksiyonda
yer alan ii¢ ana enzim sunlardir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) (35). Bu serideki ilk ve en 6nemli enzim, ilk savunma hatt1 olarak kabul
edilen SOD'dur. Siiperoksit anyon radikalinin (O,") indirgeme reaksiyonlar1 yoluyla
hidrojen peroksite (H>O,) doniisiimiinii indiiklermektedir. Bu enzimatik kademenin ikinci
asamasi, katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin hidrojen peroksiti su
(H>O) ve oksijen (O,) molekiillerine parcalamasi i¢in katalize edilmesiyle baslamaktadir

(36).
Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlarin ornekleri arasinda glutatyon, melatonin, iirik

asit, seruloplazmin, bilirubin, albiimin, ferritin, laktoferrin ve transferrin bulunur.

Glutatyon

Sisteinin yapisal bileseninde bulunan ve indirgeyici bir ajan olarak gdérev yapan bir

tiyol grubunun varligi nedeniyle antioksidan Ozelliklere sahip olan ve geri doniistimlii
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olarak oksitlenip indirgenebilen bir peptittir. Hiicrelerde glutatyonun indirgenmis formu,

glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan korunur (37).

SH
I
NH, CH,
I I
COOH —(I: — CH,— CH,— CO— NH — C — CO — NH — CH,— COOH
H .

Sekil 7. Glutatyonun yapist (38).

Melatonin

Melatonin: Epifiz bezinden diizenli olarak salgilanan bir hormondur. Melatoninin
biyolojik saati diizenlemek, inflamatuar ve bagisiklik tepkisini diizenlemek gibi birgok
islevi vardir. Aym1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir ve hiicre zarlarini ve kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecebildigi i¢in serbest radikallere ve oksidanlara karsi hayati bir role
sahiptir (39). Melatonin ayni1 zamanda intihar antioksidan1 olarak da bilinir ¢iinkii serbest

radikallerle reaksiyona girdikten sonra diger antioksidanlar gibi geri donmezler (40).

CH
H,& ?
H_

] o

O

o

H.C

=
R

IZ. -

Sekil 8. Melatoninin yapis1 (Hickman’den, 41)

Urik Asit

Plazmadaki baskin antioksidanlardan biridir. Gidalarda bulunan piirinlerin son

tirtinii olarak esas olarak karacigerde, bagirsaklarda ve kan damarlarinin astarinda tretilir

(42).
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NH
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N™ °N” ~0
H H
Sekil 9. Urik asitin yapis1 (El Radi’den, 42)

Seruloplazmin

Bakirin kana tasinmasindan sorumlu bir serum ferroksidazidir. Seruloplazmin,
pozitif bir akut faz reaktanidir ve SOD benzeri aktivite gostererek eritrosit membranindaki

doymamis yag asitlerini oksidatif strese karsi korumakta rol oynar (43, 44).
Bilirubin

Hem metabolizmasinin son iirlinlidiir ve hiicresel koruma saglayabilen giiclii bir
antioksidandir. Bilirubin giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir ve 10.000 molar fazla

hidrojen peroksite karst koruma sagladigi gosterilmistir (45, 46).
Albiimin

Toplam plazma proteinlerinin %60'n1 temsil eden glikosile edilmemis bir
proteindir ve plazmadaki normal konsantrasyonu 35 ila 50 g/L arasinda degisir. HSA, her
ikisi de yapisiyla yakindan iligkili olan ¢oklu baglanma kapasiteleri ve serbest radikal

temizleme 6zellikleri nedeniyle spesifik antioksidan iglevlere sahiptir (47).
Ferritin

Ferritin kiiresel bir protein kompleksidir ve ferritinin birincil islevi, demir
toksisitesini 6nlemek i¢in demiri hiicreler icinde depolamaktir. Hiicredeki ferr6z demir
(Fe'?) miktarim azaltarak Fenton reaksiyonunun 6nlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir

(48, 49).
Laktoferrin

Memelilerde bulunan demir baglayan bir glikoproteindir. Laktoferrin énemli bir
konak¢1t savunma molekiliidiir ve antimikrobiyal/viral aktiviteler, immiinomodiilatér

aktivite ve antioksidan aktivite gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (50, 51).
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Transferrin

Transferrin, ferrik-iyon iletiminden sorumlu olan ve demir metabolizmasinda
merkezi bir rol oynayan bir kan plazmas1 glikoproteinidir. Transferrin ayrica serbest ferroz

iyonu konsantrasyonunu azaltarak bir antioksidan gérevi goriir (52, 53).
2.3.1.2. Ekzojen Antioksidanlar
Ksantin Oksidaz Inhibitérleri

Ksantin oksidaz (XOD) hiperiirisemide rol oynayan onemli bir enzimdir ve
hipoksantinin ksantine ve ardindan iirik aside oksidasyonunu katalize eder. Ksantin
oksidaz inhibitorleri oncelikle hiperiirisemi ile iliskili gut hastaligin1 6nlemek ve tedavi
etmek icin kullanilir. Allopurinol tipik bir ksantin oksidaz inhibitoridiir ve kan
damarlarindaki reaktif oksijen tiirlerini azaltmak gibi baska yararli etkileri oldugu

gosterilmistir (54).
NADPH Oksidaz inhibitorleri

NADPH oksidazlar (NOX'ler), ana islevi reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi olan
bir elektron tasityan membran enzimleri ailesini olusturur (55). ROS iiretimi mikroplari
oldiirmek ve patojenlere karst savunmak icin gerekli oldugundan NADPH oksidaz,
bagisiklik yanitinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Bazi patolojik durumlarda, NADPH oksidaz
tarafindan asir1 ROS {retimi oksidatif strese, inflamasyona, doku hasarma ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif bozukluklar dahil olmak iizere ¢esitli

hastaliklara yol acabilir (56).
Gida Antioksidanlar

Biitillenmis hidroksianizol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT), serbest
radikalleri temizleyerek ve lipit peroksidasyonunu engelleyerek sivi yaglarin, kat1 yaglarin
ve kat1 yaglarin oksidatif bozulma ve eksimeyi dnlemek i¢in kullanilan sentetik bir gida
antioksidanidir. Propil gallat, n-propil ve gallik asitin (3,4,5-trihidroksibenzoik asit)
esteridir. Propil gallat, kozmetik iirtinlerde antioksidan olarak kullanilir ve genellikle
yaglari, kat1 yaglar1 ve yag igeren gidalar1 peroksitlerden kaynaklanan eksimeden korumak

i¢in glivenli bir antioksidan olarak kabul edilir (57-59).
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Bitkisel Antioksidanlar

Bitkiler cesitli antioksidanlar igerir; bunlarin en Onemlileri fenolik bilesikler,

flavonoidler, E vitamini, C vitamini ve karotenoidlerdir.

Fenolik Bilesikler ve Flavonoidler

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alir ve en az bir hidroksil grubu
tagiyan aromatik bir halka icerirler. Flavonoidler, radikaller tarafindan oksitlenir ve daha

stabil, daha az reaktif bir radikal olusur (60, 61).

Tokoferoller ve Tokotrienoller

Tokoferol ve tokotrienol, E vitaminini olusturan iki ana bilesik grubudur. Bu
gruplar toplamda sekiz farkli bilesikten olusur (62). a-tokofenol formunun, lipitte ¢dziinen
en 0onemli antioksidan oldugu ve lipit peroksidasyon basamakli reaksiyonunda iiretilen lipit
radikalleri ile etkilesime girerek membranlar1 oksidasyondan korudugu iddia edilmektedir

(63).

AR

tocopherols

Sekil 10. Tokoferol ve tokotrienollerin yapist (Lee’den, 64)

Askorbik Asit

Vitamin C olarak da bilinen, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir
antioksidandir. Cogu hayvanin aksine, insanlar igsel olarak sentezleyemez ve diyetleri
aracilifiyla almak zorundadirlar, bu da onu temel bir vitamin yapar (65). Hiicreler icinde,
glutatyon ile etkilesim yoluyla aktif formunda tutulur. Ascorbic asit bir indirgeyici madde

olarak islev gorerek, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerine kars1 dnlem alir (66).
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Sekil 11. Askorbik asitin yapist (Yin’den, 67)

Karotenoidler

Fotosentetik bakteri, alg ve bitkilerde bulunan tetraterpen pigmentleridir. Genel
olarak hayvanlar yeni karotenoidleri sentezlemezler, dolayisiyla hayvanlarda bulunan
karotenoidler dogrudan gidalardan elde edilir. Onbirden fazla konjuge cift bag iceren
karotenoidler, tekli oksijenleri sondiirme konusunda dikkate deger bir yetenek gosterir

(68).
2.3.2. Fenoller

Fenolik asitler, bitki fenollerinin bir alt sinifini olusturur ve yapilarinda bulunan
fenol bilesigi, hidrojen atomu bagislama yetenegi sayesinde antioksidan 0Ozellik
gostermelerini saglar. Bu antioksidan 6zellik, fenolik yapilarin rezonansla stabilize edilmis
olmasi ve serbest radikal temizleme mekanizmasi yoluyla gerceklesir.

Fenolik asitler, bitkilerde sikimik asit yolu ve fenilpropanoid yolu araciligiyla
sentezlenir. Sikimik asit yolu, pentoz fosfat yolu ve glikolizden tiireyen basit karbonhidrat
molekiillerini kullanarak fenilalanin ve triptofan sentezini saglar. Bu metabolik yolaklar,
bakteriler, mantarlar ve bitkilerde fenolik bilesiklerin biyosentezinde temel 6neme sahiptir.
Fenilalanin, fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enziminin katalitik etkisiyle trans-sinnamik
aside doniistiiriiliir ve bu islem sirasinda amonyak aciga ¢ikar. PAL enziminin bu
reaksiyondaki rolii, fenolik asitlerin biyosentezi acisindan kilit bir adimi1 temsil etmektedir.

Cesitli  biyolojik uygulamalariyla bilinen fenolik asitler, terapdtiklerde,
kozmetiklerde ve gida endiistrisinde diizenli olarak kullanilan biyoaktif molekiillerin
onciileri olarak hareket eder. Ultraviyole 1sinlarina maruz kalmanin, giines yanigi , DNA
hasarma, bag dokusu organ fonksiyon bozukluguna, cilt kanserine ve erken cilt
yaslanmasina neden olabilecegi bilinmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, giines kremleri

ve giines koruyucularinin UVB'ye bagh cilt kanserini tamamen durduramadigin
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gostermektedir. Bu nedenle, aragtirmacilar dogal antioksidanlar ve bunlarin tiirevleri,

ozellikle fenolik asitler, flavonoidler ve diger fenoller tizerinde odaklanmislardir (69).

benzoik asit tiirevieri |

HO COOH HO

| nombasttiret

/ COOH

R' R'
R = R'= H, p-hidroksibenzoik asit RR' H, pcoumaric acid

- R=0H, R=H; caffeic acid
R = 0OH, R' = H; protokatekuik asit
R = OCH:, R = H; ferulic
R = OCHs, R' = H; vanilik asit acid

R = R' = OCHs sinapic

R = R'= OH; gallik asit acid

Sekil 12. Fenoliklerin ana siniflar1 (Pereire’den, 70)
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Sekil 13. Fenol alt birimlerinin sayisina gore fenoliklerin siniflandirilma semasi1 (Robbins
ve Nicolas’dan, 71, 72)

2.3.3. Flavonoidler

Flavonoidler, 6zellikle bitki ikincil metabolitler sinifina ait olan ve polifenolik bir
yapiya sahip olan dogal iiriinlerin 6nemli bir sinifin1 olusturur; meyvelerde, sebzelerde ve
belirli igeceklerde yaygin olarak bulunurlar (73-75). Flavonoidler, saglig tesvik edici genis
bir etki spektrumu ile iliskilendirilmislerdir ve ¢esitli besin takviyeleri, farmasétik, tibbi ve
kozmetik uygulamalarinda vazgegilmez bir bilesendirler. Bu, antioksidan, anti-

enflamatuar, anti-mutajenik ve anti-kanserojen 6zelliklerinin yani sira ana hiicresel enzim
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fonksiyonlarmi1 modiile etme kapasiteleri ile birlestiginden kaynaklanmaktadir. Ayrica,
ksantin oksidaz (XO), siklooksijenaz (COX), lipojenaz ve fosfoinositid 3-kinaz gibi bir¢ok
enzim i¢in etkili inhibitorler oldugu bilinmektedir (76-78).

Bitkilerden elde edilen flavonoidler, metal iyonlar1 ile kompleksler olusturabilirler;
bu, onlarin metaloenzimlerle etkilesim kurma yetenegine sahip olduklar1 ve dolayisiyla
metabolik yollar1 degistirebilecekleri veya inhibe edebilecekleri anlamina gelir. Flavonoid-
metal komplekslerinin, sliperoksit dismutaz benzeri aktivite gosterebilecek potansiyele
sahip oldugu gosterilmistir (61). Flavonoidlerin belirli tiirleri, 6zellikle flavonlar ve
flavonoller, bitki o6zlerinden elde edilen aktif bilesenler formunda kozmetik olarak

kullanilmastir (79).

Flavonoidler, flavonoidlerin oksitlendigi ve daha kararli, daha az reaktif bir
radikalin olustugu dogrudan temizleme islemi yoluyla serbest radikallerin neden oldugu
hasar1 Onleyebilir. Flavonoidlerin hidroksil grubunun yiiksek reaktivitesi nedeniyle

radikaller etkisiz hale getirilir, asagidaki denkleme gore (80).
Flavonoid(OH) + R* - Flavonoid(0*) + RH

Burada (R") bir serbest radikaldir ve (O") bir oksijensiz radikaldir.

=
\ Flavone

) ’DW/Q )
T e
&j\H/\OH T S = ﬂ
o V\ o o
Flavonol '/\BJ‘I / Isoflavone

7 /\_,O‘,z )
ﬁ [ c
o

P of, @
[\/‘J/\/;( [@

o O O Flavan-3-ol
Anthocyanidin ‘;g

(o]

Flavanone

Sekil 14. Flavonoidlerin temel yapisi (Nishiumi’den, 81)
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2.3.4. Antioksidan Tayin Sistemleri

Antioksidan kapasitenin analizinde cesitli yontemler gelistirilmistir. Genellikle, bu
yontemlerde antioksidan aktivite (AOA) Sl¢iimleri reaksiyon kinetigi ile iligskilendirilerek
belirlenirken, antioksidan kapasite (AOK) olgiimleri reaksiyon termodinamigi ile
baglantilidir. Bu yontemler ayrica in vivo ve in vitro, dogrudan ve dolayli, enzimatik ve
enzimatik olmayan olarak da siiflandirilabilir. Toplam antioksidan kapasitenin tespitinde
en yaygin kabul goren yontem sistematigi, hidrojen atomu transferine (HAT) veya elektron

transferine (ET) dayal1 analiz yontemlerine dayanmaktadir (82).

Bag ayrisma enerjisi ve iyonlasma potansiyeli, antioksidanlarin nasil ¢alistigini ve
etkililigini belirleyen iki ana degiskendir. ET ve HAT mekanizmalar1 tim Orneklerde

siklikla mevcut olup, bunlarin ayrimlarini ayirt etmek zordur.

Toplam fenol analizi, elektron transfer (ET) mekanizmasini kullanan yontemler
altinda Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), Trolox esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC) ve
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme kapasitesi testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. diger c¢aligmalar, bu radikalleri inhibe etme mekanizmalarinin
yorumlanmasinda zorluklar nedeniyle bu mekanizmalarin bazilarmi ET ve HAT

mekanizmalarini kullanan yontemler halinde siniflandirmistir.
2.3.4.1. Hidrojen Atomu Transferine Dayalh Yontemler

Hidrojen atomu transferine (HAT) dayali yontemler, bir antioksidanin, stabil
bilesikler olusturmak i¢in hidrojen bagis1 yoluyla serbest radikalleri temizleme yetenegini
Ol¢mektedir. HAT bazli yontemler, radikal zincir kiran antioksidan kapasitesiyle daha
ilgilidir.

AH+X - XH+A

HAT yontemlerindeki goreceli reaktivite, H, veren grubun antioksidan potansiyeli
ve iyonizasyon potansiyelindeki bag ayrisma enerjisi ile belirlenmektedir. HAT
reaksiyonlar1 solvente ve pH'a bagldir ve ¢ok hizhidir. Cogu HAT tabanli yontem,

rekabetci reaksiyonun kinetigini izler ve niceliklendirme, kinetik egrilerden tiiretilmektedir
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2.3.4.2. Elektron Transferine Dayal Yontemler

Elektron transferine (ET) dayali yontemler, potansiyel bir antioksidanin metaller,
karboniller ve radikaller dahil herhangi bir bilesigi bir elektron gegirerek ne kadar iyi

azaltabildigini 6l¢mektedir.
M(III) + AH - AH" + M(II)

Elektron transfer (ET) yontemlerinde oksidan, antioksidandan elektron alarak renk
degisimine neden olur. Renk degisiminin derecesi numunede bulunan antioksidan bilesigin
konsantrasyonu ile ilgilidir. ET bazli yontemler solvent seviyesi ve pH'dan etkilenir ve

olugmas1 HAT bazli yontemlere gére daha uzun stirer (83).

DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal temizleme yontemi, bir bilesigin,
ekstraktin veya diger biyolojik kaynaklarin antioksidan potansiyelini degerlendirmek igin
ilk yaklasimi saglar. Bu yontem Blois (1958) tarafindan gelistirilmistir ve kararli bir
serbest radikal olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH; C;sH;2NsOs, MA =394.33)
kullanilarak  gerceklestirilir. DPPH'deki nitrojen atomunun yalniz  elektronu,
antioksidandan karsilik gelen hidrazine bir hidrojen atomu kabul edilerek indirgenir.
DPPH, molekiil tizerindeki yedek elektronun bir biitlin olarak delokalizasyonu sayesinde
stabil bir serbest radikaldir, boylece molekiiller diger bir¢ok serbest radikal gibi ¢iiriimez.
DPPH, eslesmemis elektronu nedeniyle 517 nm'de gii¢lii bir absorbans bandi gosterir ve
bu, ¢ozeltiye koyu mor bir goriinim kazandirir. Absorbans, genellikle antioksidanlarla
reaksiyona girerek eslesmemis elektronun nétralize edilmesiyle azalir.
Baslangictaki DPPH konsantrasyonunu %350 oraninda azaltmak i¢in gereken antioksidan
konsantrasyonu olan ECsy degeri, antioksidan aktiviteyi tanimlamak i¢in siklikla

kullanilmaktadir (84, 85).

DPPH ydntemi, bilesiklerin serbest radikal temizleyici veya hidrojen dondrii olarak
hareket etme yetenegini 6lgmek ve gidalarin antioksidan aktivitesini degerlendirmek icin
hizli, basit, ucuz ve yaygin olarak kullamilan bir yontemdir. Bu yontemin avantaji,
DPPH'nin numunenin tamamiyla reaksiyona girmesine izin verilmesi ve yontemde verilen
yeterli siirenin, DPPH'nin zayif antioksidanlarla bile yavas reaksiyona girmesine izin

vermesidir. DPPH yontemi sulu ve polar olmayan organik ¢oziiciilerde kullanilabilir (86).
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Tablo 2. DPPH yonteminin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (87).

DPPH yontemi

Avantaj

Dezavantaj

e Basit yontem
e  Hizli test reaksiyonu

e  DPPH'nin 6nceki nesle ihtiyact
yoktur

e Ogzel bir ekipman yok

Biiyiik molekiiller ve DPPH arasindaki reaksiyonun sterik
engellenmesi

DPPH gibi emilimi olan maddeler girisim gorevi goriir
Hidrofilik antioksidanlar i¢in uygun degildir

Biyolojik radikal degil

Emiilsiyonlar i¢in uygun degildir

Protein ¢okelmesine neden olur

NO,

o . N - e
RH —_— NH + R
02N ~ ,--"J..-':-s"\.‘ P Noz
NO,

Sekil 15. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi (Ozkan’dan 88)

Demir (IIT) iyvonu indirgeyici Antioksidan Giic (FRAP) Testi

[k olarak Benzie ve Strain tarafindan rapor edilen FRAP testi tipik bir ET-tabanl

testtir. Bu teknik, antioksidanlarin ferrik iyonu Fe'") ferréz iyonuna (Fe*") indirgeme
y y g

kabiliyetini dlcer. Bunun i¢cin FRAP tahlilinde normalde FRAP reaktifi olarak bilinen asit

ortaminda 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) ve FeCls karisimindan iiretilen bir demir tuzu

olan ferrik 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksi [Fe3+-(TPTZ),]>" kullanilir. Bu sekilde,

renksiz ferrik kompleks [Fe’*-(TPTZ),]’" antioksidan bilesiklerin varliginda lacivert renkli

ferroz kompleksine [Fe**-(TPTZ),]*" indirgenebilir (Sekil 16).
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Sekil 16. FRAP testinin indirgeme reaksiyonu.

FRAP yonteminin avantajlart ile ilgili olarak, bunlar basitligi, hizt ve 06zel
ekipmana ihtiyag duyulmamasi ile baglantilidir, dezavantajlari ise teknigin temelleri ile

ilgilidir. Bunlar agagidaki tabloda belirtilecektir.

Tablo 3. FRAP yonteminin avantajlar1 ve dezavantajlari (87).

FRAP yontemi

Avantaj Dezavantaj

e Fe’'/Fe’” 'den daha diisiik redoks potansiyeline sahip maddeler girisim
gorevi goriir
e Basit yontem
e  Hizli Test

e Ozel Ekipman Yok

e  -SH gruplart ile antioksidanlar1 6lgmez
e Biyolojik sistemlerin temsili kosullar1 degil
Protein ¢okelmesini destekleyen pH kosullar

e  Absorbans dl¢limiinde olast girisimler

Toplam Fenolik Madde Miktari

Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesine yonelik Folin-Ciocalteu yontemi cesitli
farmakopelerde anlatilmistir. Bu yontem kolorimetrik bir analiz olarak kabul edilir ve bu
nedenle bir referans materyalin kullanilmasini gerektirir. Bitki ekstraktlarindaki
polifenoller belirli redoks reaktifleriyle (Folin-Ciocalteu reaktifi) reaksiyona girerek

gorlniir 151k spektrofotometrisi ile dl¢giilebilen mavi bir bilesik olusturur. Reaksiyon, bir

24



fosfomolibden ve fosfotungstik bilesikten olusan mavi bir kromofor olusturur; burada
kromoforlarin maksimum absorpsiyonu, alkalin ¢ozeltiye ve fenolik bilesiklerin
konsantrasyonuna baglidir (89). FCR yontemi, antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde
siklikla tercih edilen basit, tekrarlanabilir ve gilivenilir bir yontem olmasina ragmen;
uygulama siiresinin uzun olmasi, reaksiyonun sulu ortamda gerc¢eklesmesi ve lipofilik
bilesikler icin uygun olmamasi, fenolik bilesenlerin yalnizca alkali ortamda tepkime

vermesi gibi nedenlerle yontemin kullanimini kisitlamaktadir (90).
2.4. Enzimler

Enzimler, makromolekiiler biyolojik katalizérlerdir.  Enzimler, substrat
molekiillerinin iiriin molekiillerine dontigiimiinii kolaylastirarak kimyasal reaksiyonlar
hizlandirirlar. Tim katalizorler gibi, enzimler reaksiyon hizini aktivasyon enerjisini
diisiirerek artirir ve kimyasal reaksiyonlarda tiiketilmezler, ayrica reaksiyonun dengesini
degistirmezler. Inhibitdrler enzim aktivitesini azaltan molekiiller, aktivatorler ise aktiviteyi

artiran molekiillerdir. Birgok tedavi edici ilag ve zehir enzim inhibitorleridir (90).
2.4.1. Tirozin ve Tirozinaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgi

Tirozinaz, farkli organizmalarda yaygin olarak bulunan ve melanogenez ve
enzimatik esmerlesmede Onemli bir rol oynayan cok bakirli bir enzimdir. Bu enzim
insanlarda melanin biyosentetik yolunun hiz siirlayici ilk iki basamagindan ve dolayisiyla

cilt, sa¢ ve gbz renginden sorumludur (91).

Tirozinazin inhibitorlerin melanogenezi engelledigi bilindiginden, kozmetik ajanlar
olarak incelenmistir. Ticari olarak temin edilebilen cilt beyazlatma iirlinlerinin ¢ogu,
tirozinaz inhibitorlerine dayanmaktadir ve birgok umut verici tirozinaz inhibitori,
farmasotik, kozmetik veya tarimsal amaglarla  kullanilmistir. Onceki calismalar
flavonoidlerin yeni kesfedilen dogal tirozinaz inhibitorlerinin biiyiikk bir bdlimiini
olusturdugunu gostermistir. Arbutin, azelaik asit ve hidrokinon, cildin rengini agmada ve

hiperpigmentasyonu tedavi etmede etkili oldugu gdosterilen gii¢lii tirozinaz inhibitorleridir.
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Sekil 17. Baz1 basit fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 (Zolghadri’den, 92)

Ancak, bu irilinlerin bobrek, bagisiklik sistemi, kemik iligi ve melanosit
toksisiteleri ile olas1t karsinojenik etkileri gibi cesitli saglik ve giivenlik endiselerini
beraberinde getirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, bu istenmeyen etkilerle etkili bir sekilde

basa cikabilen yeni tirozinaz inhibitorlerinin bulunmasina hala acil bir ihtiya¢ vardir (93).

Bilinen bir tirozinaz inhibitorii olan kojik asit, baz1 mantar tiirlerinden elde edilir.
Cildi beyazlatmak i¢in kozmetik iiriinlerde ve enzimatik esmerlesmeyi onlemek i¢in gida
katki maddesi olarak kullanilir (94). Ancak, 151k ve havadar ortamlarda kararsiz olmasi
nedeniyle kozmetik kullanimi sinirlidir. Bu yiizden, daha stabil bir ester tiirevi olan kojik
dipalmitat, kozmetik formiilasyonlarda alternatif bir secenek olarak yaygin sekilde tercih
edilir; ancak, esterin kojik asit kadar etkili oldugunu gosteren bilimsel aragtirmalar
bulunmamaktadir. Kojik asit, diger inhibitorlerin aktivitelerini karsilastirmak icin

literatiirde sikga pozitif kontrol olarak kullanilmaktadir (95).
2.4.1.1. Tirozinaz Inhibitérlerinin Uygulama Alanlar

Tirozinaz, L-tirozinin L-Dopa'ya ve ardindan L-Dopa'min Dopa-kinonona
donlisimiinii  dlizenler ve bu siire¢ eumelanin ve feomelanin olusumuna yol acar.
Eumelanin ve feomelanin birikimi cilt altinda melaninle iliskili hastaliklara neden olabilir.
Bu nedenle, tirozinazi inhibe eden bilesikler, melaninle iliskili bozukluklarin
tyilestirilmesine yardimci olabilir ve bu siirecte agag1 yonlii sinyal yollarini engelleyebilir

(96, 97).
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Sekil 18. Eumelaninlerin ve feomelaninlerin biyosentetik yolunun semasi (Zolghadri’den,
92)

Genellikle hamilelik maskesi olarak bilinen melazma, bu hormonal degisikliklerin
dengesizligi nedeniyle ciltte gelisir ve sonugta viicutta 6zellikle yiiziin her iki tarafinda ve
pelvik bolgelerde koyu lekelere neden olur (98). Ayrica yaslanmayla birlikte cilt
pigmentasyonunda yaslilik lekeleri (solar lentijinler) gibi lokal degisiklikler meydana
gelebilir (99).

Akne, atopik dermatit veya liken planus gibi diger cilt bozukluklari, melanin asir1
iretimi veya epidermis veya dermis bdlgelerinde anormal melanin birikmesinden
kaynaklanan lokalize postinflamatuar hiperpigmentasyon (PIH) nedeniyle ortaya ¢ikar
(100).

Vitiligo, lokalize cilt rengi kaybiyla karakterize, etiyolojisi bilinmeyen edinilmis bir
pigmenter bozukluktur (101). Ayrica genodermatoz adi verilen ¢esitli genetik hastaliklar

da cilt pigmentasyonunu etkiler (102).
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2.4.2. Elastin ve Elastaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgi

Elastin, lizil-oksidaz enzimi tarafindan gergeklestirilen oksidasyonun ardindan Lys
kalintilar1 arasinda biiylik ¢apli ¢apraz bag olusumunu gosteren hidrofobik bir proteindir,
bu da elastine yiiksek diizeyde ¢ozlinmezlik kazandirir. Yiiksek omurgalilarin elastini,
%30'dan fazla Gly ve geri kalant Val, Ala ve Pro kalintilarindan olusur. Deri, arterler,
akcigerler ve baglar gibi dokulara esneklik saglamak i¢in hayati 6nem tasiyan benzersiz

elastik gerilme 6zelliklerine sahiptir (103, 104).

Elastaz, proteazlarin kimotripsin ailesinin bir T{yesidir ve elastinin segici
parcalanmasindan birincil olarak sorumludur. Elastinin yani sira kolajen, fibronektin ve

diger hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerini de pargalayabilir (104).

Kollajenazlar ve elastazlar gibi ECM parcalayan proteinlerin aktivitesinin inhibe
edilmesi, UV'ye maruz kalmis cilt hasarlarin1 ve erken yaslanmayi Onlemede faydal
olabilir. Dogal antioksidanlar tarafindan ROS'larin temizlenmesi, bu enzimlerin
aktivasyonunda onemli bir rol oynadig1 i¢cin boyle bir cilt bozucu enzimlerin inhibe

edilmesi i¢in bir secenek olabilir (105).
2.4.3. Kollajen ve Kollajenaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgi

Kolajen, hiicre dist matriksin biiyilk kismini olusturan benzersiz tiglii sarmal bir
molekiildiir ve kuru agirliginin yaklasik %30'unu temsil ederek viicutta en bol bulunan
proteindir. Kollajen, ciltte, tendonlarda, kemiklerde, kikirdakta ve diger tiim bag
dokularinda bulunan beyaz liflerin (kollajen fibrilleri) temelini olusturan lifli bir yapisal
bilesen olarak islev goriir. Kollajen, ¢ok hiicreli organizmalara mekanik gii¢ ve elastikiyet
saglamanin yani sira, hiicresel sekil ve davranis1 belirleyen sinyal molekiilleri olarak da

islev géormektadir.

Kollajenin parcalanmasi ve yeniden sekillenmesi, oncelikle kollajenazlarin ve
matris metaloproteinazlar (MMP'ler) ailesine ait diger birka¢ enzimin etkisi yoluyla
gerceklesir (106). Kollajenazlar, fizyolojik kosullar altinda in vivo ve in vitro olarak dogal
kolajeni parcalayabilen proteinlerdir (107). Kollajenin enzimatik olarak pargalanmasi
embriyonik gelisimde ve normal doku yenilenmesi ve onariminda esastir ,ancak anormal
parcalanma kanser, artrit, arterioskleroz ve karin aortik anevrizmalar gibi hastaliklarin
ilerlemesi ile iliskilendirilir (108). Kolajenaz enzimleri cilt hiicresi proliferasyonunu,

anjiyogenezi ve migrasyonu artirarak yara iyilesme siirecinde rol oynar. Bu enzimler, yara
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bolgesindeki nekrotik dokularin saglikli dokuya zarar vermeden uzaklastirilmasin

kolaylastirir. (109).

Cilt yaslanmasi, birgok i¢sel ve dissal nedenden kaynaklanabilen karmasik bir
biyolojik olgudur. I¢sel faktdrler yaslanma ile meydana gelirken dissal faktorler genellikle
giinese maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikar. UV 1sinlarina maruz kalma, karmasik yollarla
ciltte fiziksel degisikliklere neden olarak sonunda reaktif oksijen tiirleri veya ROS, matriks
metalloproteinazlar (MMP'ler) ve elastaz salmimini olusturur. ROS, cilt lipidleri,
proteinleri ve DNA'sina oksidatif hasar vererek cilt yaslanmasina dogrudan neden olur.
ROS ayrica MAP-kinaz yolu araciligiyla MMP'lerin iiretimini dolayli olarak uyarabilir.
MMP'ler, etki ettikleri substrata gore bes sinifa ayrilan ¢esitli enzimler grubunu igerir:
kollajenaz, jelatinaz, stromelin, membran tipi MMP'ler (MT-MMP'ler) ve digerleri.
Kollajenaz, kollajenin pargalanmasi da dahil olmak iizere ekstraseliiler matriksin (ECM)
yeniden sekillenmesinden sorumludur. Elastaz, ECM iginde elastinin parcalanmasindan
sorumludur. Kollajen ve elastinin cilt yapisinin biitiinliigiinii ve esnekligini korumak ig¢in
temel oldugu goz 6niine alindiginda, kollajen ve elastin kaybi istenmeyen kirigikliklarin ve

cilt yaslanmasinin katkida bulunur (111).
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Sekil 19. Normal ve yash cilt arasindaki cilt yapisindaki farkliliklar (Agadi’den, 111)

Son caligmalar, flavonoidlerin yaslanan hiicreleri ortadan kaldirarak, yaslanmayla
iligkili salg1 fenotiplerini (SASP'ler) inhibe ederek ve metabolik homeostaziyi koruyarak

yaslanmay1 geciktirebildigini ve saglikli yasam siiresini uzatabildigini géstermistir (111).

Genistein, kersetin, nobiletin ve baicalin gibi baz1 flavonoidler MMP-1

ekspresyonunu diizenler.
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Bu c¢aligmalar ayn1 zamanda topikal olarak uygulanan bazi flavonoidlerin, 6zellikle
kersetinin, kolajenazi inhibe ederek ve/veya kolajen indiiksiyonunu asagi dogru

diizenleyerek kolajen bozulmasina karsi koruyabilecegini gostermektedir (112).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazin Ad1 Marka
Buzdolabi1 (+4 °C) Arcelik
Derin dondurucu (-20 °C) Argelik
Hassas analitik terazi Ohaus
Manyetik karistirict Heidolph MR
UV-Vis Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan Go
Orbital calkalayict Bio-Rad UltraRocker™ Rocking platform
Otomatik pipetler Socorex
pH metre Ohaus
Rotary evaporator Heidolph
Su banyolu ¢alkalayici Memmert
Sogutmali santrifiij Sigma
Elektroforez gii¢c kaynagi Bio-Rad
Goriintiileme sistemi Bio-Rad
Vorteks Wisd Wisd

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

(Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ekipmanlar Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar1

Kimyasal Ad1 Marka/ Kodu
Agaroz Sigma/ A9539
Aliminyum kloriir (AlICl;) Fluka/ 06220

Amonyum asetat (NH4,CH;CO,)
Biitillenmis hidroksianisol (BHA)
Demir (IIT) Kloriir (FeCls)

Isolab/ 903.026.1000
Sigma-Aldrich/ A5751
Sigma-Aldrich/ F2877

3,4-Dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA) Sigma Aldrich/ D9628
2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) Sigma Aldrich/ D9132
Elastaz Sigma Aldrich/E1250
Epigallokatesin gallat Sigma Aldrich/E4143
Hidrojen peroksit (H,0,) Sigma/ 216763
N-(3-[2-Furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) Sigma Aldrich/EF5135
Folin-Ciocalteu fenol reaktifi Sigma Aldrich/ F9252
Gallik asit Sigma Aldrich/ G7384
Kojik asit Sigma Aldrich/ K3125
Kollajenaz Sigma Aldrich/ C9891
96 Kuyulu plaka Nest/ 701001

Metanol Isolab/ 947.046.2500
N-Siiksinil-Ala-Ala-Ala-nitroanilit (AAAPVN) Sigma Aldrich/ S4760
pBR322 plazmid DNA Thermo Scientific/ SD0041
Potasyum ferrisiyaniir (K;[Fe(CN)e]) Sigma-Aldrich/ 244023
Sodyum karbonat Sigma Aldrich/ 222321
Trisma baz Sigma Aldrich/ 93362
Tirosinaz Sigma Aldrich/ T3824

3.1.3. Cahismada Kullanilan Bitki

Bu tez calismasinda kullanilan Silene vulgaris (Moench) Garcke bitkisi ¢igekli
durumda iken toprak istii kisimlar1 29 Mayis 2022 tarihinde Trabzon Caykara Soganl
kdyiinden toplanmustir. Bitkinin tespiti Dog. Dr. Yeter YESIL CANTURK ve Dr. Ogr.
Uyesi Nurdan YAZICI BEKTAS tarafindan yapilmistir ve Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu’na bir numune 6rnegi birakilmistir (ISTE 118083).

Ekstraksiyon ¢alismalar1 Karadeniz Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Meslek
Bilimleri Béliimii Farmakognozi Anabilim Dali Laboratuvarlarinda Dr. Ogr. Uyesi Nurdan

YAZICI BEKTAS 1n destegiyle gerceklestirilmistir.
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3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

0.5 N Folin reaktifi ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 mL 2 N Folin-Ciocalteu fenol reaktif ¢ozeltisi deiyonize suyla hacmi 20 mL’ye

tamamlanmustir.

10 mg/mL gallik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 mg gallik asit, 500 uL metanolde ¢oziilmiistiir.

%10’luk Na2CO3 cozeltisinin hazirlanmasi

5 g Na2CO3, 25 mL deiyonize suda ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlanmustir.

10 mg/mL kersetin ¢Ozeltisinin hazirlanmasi

10 mg kersetin, 1000 uL. metanolde ¢ozlilmiistiir.

1 M amonyum asetat cozeltisinin hazirlanmasi

1.5416 g amonyum asetat, 20 mL deiyonize suda ¢oziilmiistiir.

0.2 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi

6.4 mg DPPH 81.152 pL metanolde ¢ozlilmiistiir.

%1’1lik K3[Fe(CN)6] cozeltisinin hazirlanmasi

50 mg K3[Fe(CN)6] tartilip deiyonize su ile 5 mL’ye tamamlanmaistr.

9%10’luk TCA c¢Ozeltisinin hazirlanmasi

2 g TCA tartilip deiyonize su ile 20 mL’ye tamamlanmistir.

90.15°1lik FeCl3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

30 mg FeCl3 tartilip deiyonize su ile 30 mL’ye tamamlanmustir.

500 U/mL Tirosinaz cOzeltisinin hazirlanmasi

1.8 mg Tirozinaz enzimi tartilip bir miktar 100 mM pH=6.8 Fosfat tamponunda

coziilerek 11 mL’ ye tamamlanmustir.

3 mM L-DOPA c¢ozeltisinin hazirlanmasi

591 mg L-DOPA tartilip 100 mM pH=6.8 Fosfat tamponu ile 11 mL’ ye

tamamlanmaistir.
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10 mg/mL kojik asit cozeltisinin hazirlanmasi

10 mg kojik asit tartiip 100 mM pH=6.8 Fosfat tamponu ile 1 mL’ye

tamamlanmustir.

0.22 U/mL elastaz ¢cozeltisinin hazirlanmasi

0.26 mg elastaz enzimi tartilip 50 mM pH=8 Tris-HCl tamponu ile 1 mL’ye

tamamlanmaistir.

10 mg/mL epigallokatesin gallat cozeltisinin hazirlanmasi

10 mg epigallokatesin gallat tartilip metanol ile 1 mL’ye tamamlanmaistir.

50 mM Tris-HCI (pH 7) tamponu hazirlanmasi

605.5 mg trizma baz bir miktar saf 75 mL deiyonize suda ¢oziildiikten sonra
seyreltik HCl ile pH degeri 7’ye ayarlanmistir. Son olarak hacmi 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Agaroz jel viirlitme tamponu hazirlanmasi (pH 8)

Bir siseye 12.1 gram trizma bazi, 2.8 mL asetik asit ve 5 mL 0.5 M EDTA ilave

edildikten sonra 200 mL deiyonize suda ¢dziiliip, hacmi 250 mL’ye tamamlanmustir.

9%0.8’lik agaroz jel

800 mg agaroz, 100 mL 1xTAE’de 1siticida kaynatarak ¢oziilmiistiir.

5 mg/mL etidyum bromiir ¢cozeltisi

50 mg etidyum bromdir, 10 mL deiyonize suda ¢6zlilmiistiir.
3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Silene vulgaris bitkisine ait ¢igekli toprak {iisti kisimlar golgede acik havada
kurutulmus ve bitki degirmeni kullanilarak toz haline getirilmistir. 20 gram materyal
metanol ile oda sicakliginda ultrasonik banyoda 30 dakika siiresince ekstre edilmistir. Siire
sonunda elde edilen ekstre Watman filtre kagidi ile siizlilmiis ve rotary evaporatorde 40 °C
de ¢oziiciisiinden uzaklastirilmistir. Bu islem sonunda ham metanol ekstresi elde edilmis
(SM). Ham metanol ekstresinden bir kisim deneysel calismalar i¢in ayrildiktan sonra geri

kalan kisim distile su ile ¢oziindiiriiliip ayirma hunisine alinmigtir. Ekstredeki klorofillerin
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uzaklagtirilabilmesi i¢in ilk olarak n-hekzan ile sivi-sivi ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Devaminda sirastyla kloroform ve n-butanol ile sivi-sivi ekstraksiyon iglemine
tabi tutulmustur. Elde edilen kloroform (SK), n-butanol (SB) ve su (SS) ekstreleri 40 °C de

rotary evaporatorde kuruluga kadar yogunlastirilmistir (6, 13).
3.2.2. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Silene vulgaris (Moench) Garcke bitkisinin ekstrelerinin toplam fenolik ve

flavonoid madde miktari tayini spektrofotometrik yontem kullanilarak tespit edilmistir.
3.2.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Ekstrelerin  toplam fenolik madde miktart tayini Folin-Coicalteu reaktifi

kullanilarak spektrofotometrik olarak incelenmistir (113).

Calismada tiger tekrar olacak sekilde 5 mg/mL konsantrasyondaki ekstrelerden 20
pL alinarak deney tiiplerine eklenmistir. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanilmistir. Deney tiiplerine farkli konsantrasyonlarda gallik asit eklenmistir. Her bir
tipe 400 uL 0.5 N Folin-Coicalteu reaktifi, 680 pL deiyonize su ve 400 pL %10’luk
Na,COj; eklenip karistirilmistir. Elde edilen karisimlar 120 dakika karanlikta bekletildikten
sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarilmigtir. Spektrofotometre cihaziyla 760 nm’de
metanolden olusan kore karsi absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Ekstrelerin toplam fenolik madde
miktart gallik asit kalibrasyon egrisinden yararlanilarak mg gallik asit esdegeri

(GAE)/ekstrenin gram kuru agirligi olarak verilmistir.
3.2.2.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktar1 tayini aliiminyum nitrat kolorimetrik
yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismada {iger tekrar olacak sekilde 2.5 mg/mL
konsantrasyondaki ekstrelerden 250 pL alinarak deney tiiplerine eklenmistir. Standart
bilesik olarak kersetin kullanilmistir. Deney tiiplerine farkli konsantrasyonlarda kersetin
eklenmistir. Daha sonra her deney tiipline sirasiyla 25 uL %10’luk AICI;, 25 uL 1 M
NH4CH3CO,; ve 700 pL deiyonize su eklenmistir. Karigimlar 30 dakika karanlikta
inkiibasyona birakildiktan sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve 415 nm’de etanolden
olusan kore kars1 absorbanslar1 spektrofotometrik olarak olctilmiistiir. Ekstrelerin toplam
flavonoid madde miktar1 mg kersetin esdegeri (KE)/ekstrenin gram kuru agirligr olarak

verilmistir (113).
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3.2.3. Antioksidan Aktivitenin Incelenmesi
3.2.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

DPPH radikal siiplirme aktivitesi, spektrofotometrik yontem kullanilarak
incelenmistir. Bu calismada, standart bilesik olarak gallik asit tercih edilmistir. Ekstreler,
96 kuyucuklu plakalarinda farkli konsantrasyonlarda (20-200 pg/mL) test edilmistir. Her
bir kuyucuga, 200 pL 0.2 mM DPPH ¢ozeltisi eklenmis ve karanlik ortamda 30 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan, 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri
spektrofotometre ile dl¢ililmiistiir (A1). Kor grubu i¢in ise metanolde hazirlanmis 0.2 mM
DPPH c¢ozeltisinin 517 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir (AO).
Farkli konsantrasyonlar i¢cin DPPH radikal inhibisyonu, asagida belirtilen “Esitlik 5”
formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Deneyler, ii¢ giin boyunca, her birinde ii¢ tekrarl

olarak gerceklestirilmis ve sonuglarin standart sapmalar1 hesaplanmistir.
%oinhibisyon = 2= x 100 (Esitlik 5)
0

Ao: Numunelerin ilavesi olmaksizin ol¢iilen absorbans; A;: ekstrelerin ilavesi

sonrasinda Ol¢iilen absorbans.
3.2.3.2. Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Aktivitesi

Ekstrelerin Demir(IIl) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Aktivitesi(FRAP )Oyaizu
ve arkadaslarmim gelistirdigi Fe™’iin Fe™*’ye indirgenmesine dayanan metot kullamlarak

arastirilmistir (114).

Standart grafik olusturmak {izere BHA’nin 100, 200, 400, 600 ve 1000 puM
konsantrasyonlar1 tercih edilmistir. Bu metotta oncelikle 250 pL ekstre (5 mg/mL), 250 pL
fosfat tamponu (200 mM, pH 6.6) ve 250 pL K3[Fe(CN)g] (%1) ¢ozeltileri karistirilmistir.
Ardindan bu karigik su banyosu kullanilarak 50°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu
stirenin ardindan 250 pL TCA (%10) ilave edilip 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
gerceklestirilmistir. Santriflij isleminin ardindan stipernatan kismindan 200 pL alinip
tizerine 200 pL FeCl; (%0.15) ilave edildikten sonra 30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda 700 nm’de absorbanslar 6l¢lilmiis olup sonuglar uM BHA es

degeri (BHAE)/ ekstrenin gram kuru agirlig1 cinsinden verilmistir.
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3.2.4. Enzim Inhibisyon Calismalar
3.2.4.1. Tirosinaz Enzimi

Ekstrelerin ~ tirosinaz  inhibisyon  aktivitesi  spektrofotometrik  yontemle
degerlendirilmistir (115). Bu amagla hazirlanan numuneler (20-200 pg/mL), her birinden
20 pL almarak 100 pL fosfat tamponu (pH 6.8) eklenmis kuyucuklara ilave edilmistir.
Ardindan her kuyucuga 250 U/mL tirosinaz ¢ozeltisinden 20 pL eklenmis ve karigimlar 10
dakika boyunca inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresini takiben, kuyucuklara 3 mM
L-DOPA ¢ozeltisinden 20 pL eklenmis ve ikinci bir 10 dakikalik inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Islem sonunda mikroplaka kuyucuklarindaki ¢dzeltilerin absorbans
degerleri 475 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Tirosinaz inhibisyon oranlari, asagida verilen
formiil yardimiyla numune konsantrasyonlarina bagl olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol
grubu olarak kojik asit kullanilmistir. Tiim deneyler, li¢ tekrarli sekilde gerceklestirilmis ve

sonuglar “Esitlik 5” formiili ile analiz edilmistir.
3.2.4.2. Elastaz Enzimi

Ekstrelerin elastaz inhibisyon etkinligi spektrofotometrik yontem ile incelenmistir
(116) Ik olarak toplam hacim 250 pL olacak sekilde, Tris-HCI buffer (pH 8.0) tamponu
ortaminda 1 pg/mL elastaz enzimi ve 25 pL ekstrelerin cesitli konsantasyonlart (20-200
pg/mL) eklenecek ve karisim 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda substrat olarak
0.8 mM N-Siiksinil-Ala-Ala-Ala-nitroanilit (AAAPVN) ilave edildikten sonra karisim 20
dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan karigimlarin absorbanslart 402 nm’de
Olciilmiistiir. Pozitif kontrol olarak epigallokatesin gallat kullanilmistir. Tiim deneyler ii¢

tekrarl gergeklestirilmistir. Sonuclar “Esitlik 5 kullanilarak hesaplanmaistir.
3.2.5. DNA Etkilesim Calismalar
3.2.5.1. DNA Hasar1 Calismalar

Bu calisma en yliksek antioksidan etkinlik gosteren SB ekstresinin siipersarmal
pBR322 plazmid DNA iizerinde olusabilecek hasari tespit amaciyla gerceklestirilmistir.
Agaroz jel kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde olusturulmustur. Kuyu igerisinde 1 pL
siipersarmal pBR322 plazmid DNA, 7 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)) ve 2
uL farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 500 ug/mL) ekstre eklenmistir. Kuyu igerigi 30
ve 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir.

Standart bilesik olarak ise gallik asit kullanilmistir. Olusturulan karisimlar jel yiikleme
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boyasiyla 9%0.8’lik agaroz jele (0.25 pg/mL EB igeren) yiiklenmistir. 1XTAE yiiriitme
tamponu ilavesinden sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika boyunca jelde
yiritilmistir. Sonuglar BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip,
Image Lab Version 4.0.1 programu ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmistir (117).

3.5.2.2. Fenton Reaktifi ile olusturulan DNA Hasarinin Korunmasi

Bu caligmada siipersarmal pBR322 plazmid DNA iizerinde Fenton reaktifi
kullanilarak hasar meydana getirilmistir. SB ekstresinin olugturulan DNA hasarlarina kars1
koruyup korumadigini belirlemek amaglanmistir. Bu amaci gergeklestirmek i¢in agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilmistir. Agaroz jel kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde
olusturulmustur. Kuyu igerisinde 1 pL siipersarmal pBR322 plazmid DNA, 5 pL tampon
¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)), 2 pL farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 500 pg/mL)
ekstre ve 1 pL 1 mM FeSO4 ve 1 pL %2 H,0O, eklenmistir. Kuyu icerigi 60 dakika
inkiibasyon birakilmistir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Standart bilesik
olarak ise gallik asit kullanilmigtir. Olusturulan karisimlar jel yiikleme boyasiyla %0.8’1ik
agaroz jele (0.25 pg/mL EB iceren) yiiklenmistir. 1x TAE yiiriitme tamponu ilavesinden
sonra 100 V, 400 mA akim uygulanarak 90 dakika boyunca jelde yiiriitiilmiistiir. Sonuglar
BioRad Gel Doc XR system cihazi yardimiyla goriintiilenip, Image Lab Version 4.0.1

programu ile niikleaz yiizdeleri hesaplanmigtir (118).
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4. BULGULAR
4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 tayini spektrofotometrik yontemler
kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Tablo 6 ve Sekil 20°de gosterilmektedir. SM’nin
toplam fenolik madde miktar1 61.62+2.43 mg GAE/g kuru agirlik bulunurken, SB’nin ise
166.00+4.36 mg GAE/g kuru agirlik ile en yiiksek fenolik igerige sahip bilesik olarak
tespit edilmistir. Ekstreler arasinda en diisiik etkinlik SS’de goriilmiistiir.

Tablo 6. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1

Toplam fenolik i¢cerik
mg *GAE/g kuru agirhk
SM 61.62+2.43
SS 24.20£1.51
SB 166.00+4.36
SK 52.73+£2.82

*GAE: Gallik Asit Eg Degeri.
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20 A
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Sekil 20. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar:

4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Ekstrelerin  flavonoid madde miktar1 tayini spektrofotometrik yontemler

kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Tablo 7 ve Sekil 21°de gosterilmektedir. SM’nin
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toplam flavonoid madde miktar1 80.09+£5.56 mg KE/g kuru agirlik bulunurken, SB’nin ise
144.16+8.55 mg KE/g kuru agirlik ile en yiiksek flavonoid igerige sahip bilesik olarak
tespit edilmistir. Ekstreler arasinda en diisiik etkinlik 18.97+1.26 mg KE/g kuru agirlik ile

SS’de goriilmiistiir.

Tablo 7. Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktari

Toplam flavonoid icerik

mg *KE/ g kuru agirhk

SM 80.09+5.56
SS 18.97+1.26
SB 144.16+8.55
SK 62.14+1.58

*KE: Kersetin Es Degeri
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Sekil 21. Ekstrelerin toplam flavonoid madde miktar

4.3. Antioksidan Aktivitenin Incelenmesi
4.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin radikal siipiirme etkileri, DPPH yontemi kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar Tablo 8’te sunulmustur. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak gallik asit
kullanilmistir. Sonuglara incelendiginde SB’nin konsantrasyona bagli olarak radikal

siiptirme etkinligi gosterdigi ortaya konulmustur. 200 pg/mL 43.12+0.88 olarak tespit
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edilmistir. Diger ekstrelerin diisiik radikal siipiirme yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir.
Pozitif kontrol kullanilan gallik asit ile kiyaslandiginda ekstrelerin diisitk DPPH radikal

stipiirme etkinligine sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 8. Ekstrelerin DPPH aktivitesi

pg/mL 20 50 100 200

SM - 7.6142.01 10.32+0.61 20.20+0.40
SS - - - 10.17+2.83
SB 5.18+3.14 13.96+0.79 22.5141.42 43.12+0.88
SK - - - 6.98+2.34
Gallik asit 36.5742.05 57.49+3.04 84.05+3.95 87.54+3.59

4.3.2. FRAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin FRAP aktiviteleri, spektrofotometrik yontem kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar Tablo 9 ve Sekil 22°de verilmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak BHA
kullanilmistir. Calisma sonugclar1 incelendiginde SB’nin 495.40+3.94 mM BHAE/g kuru
agirlik ile en yiiksek etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. Ekstreler arasinda en diisiik

etkinlik ise SS’de bulunmustur.

Tablo 9. Ekstrelerin FRAP Aktivitesi

FRAP
mM*BHAE/g kuru agirhk
SM 188.83+0.16
SS 103.58+0.47
SB 495.40+3.94
SK 225.70+0.14

*BHAE: Biitirillenmis Hidroksianisol Es Degeri
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Sekil 22. Ekstrelerin FRAP aktiviteleri

4.4. Enzim Inhibisyonlari
4.4.1. Tirosinaz Inhibisyonu

Ekstrelerin  tirosinaz  inhibisyonu spektrofotometrik yontem kullanilarak
incelenmistir. Sonuclar Tablo 10°de verilmistir. Bu calismada pozitif kontrol olarak kojik
asit kullanilmistir. Tablo 10'da goriildiigii tizere, 100 ug/mL ve 200 pg/mL'de SM
ekstraktlar1 icin 14.55+£0.33 ve 27.52+0.44 inhibisyon oranlar1 goriilmiistiir. Calisma
sonuglart incelendiginde SB ekstresi 200 pg/mL’de 22.55+0.14 tirosinaz enzimine karsi
inhibisyon goriilmistiir. SS ve SK ekstrelerinde ise herhangi bir inhibisyon etkisi
goriilmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan kojik asite ait sonuglar incelendiginde
inhibisyon yiizdeleri sirasiyla 83.33+3.18, 91.58+0.41, 95.8440.76 ve 98.63+0.09 olarak

tespit edilmistir.

42



Tablo 10. Ekstrelerin tirosinaz enzime karsi inhibisyon etkisi

ng/mL 20 50 100 200
SM - - 14.55+0.33 27.52+0.44
SS - - - -

SB . 5.93+0.22 10.00+0.57 22.5540.14
SK - - - -
Kojik asit 83.3343.18 91.58+0.41 95.84+0.76 98.63+0.09

4.4.2. Elastaz Inhibisyonu

Ekstrelerin  elastaz  inhibisyonu  spektrofotometrik  yontem  kullanilarak
incelenmistir. Sonuglar Tablo 11°de verilmistir. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak
epigallokatesin gallat kullanilmistir. Calisma sonuglar1 incelendiginde ekstreler arasinda
SM ekstresinin 200 pg/mL’de 28.69+0.55 oraninda inhibisyona sebep oldugu
belirlenmigstir. Diger ekstreler incelendiginde ise herhangi bir inhibitér etkiye
rastlanilmamistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan epigallokatesin gallat incelendiginde
inhibisyon ylizdeleri sirasiyla 24.55+0.11, 33.584+0.41, 46.27£1.95 ve 57.02+1.03 olarak
tespit edilmistir. SK ekstresi pozitif kontrol ile kiyaslandiginda diisiik inhibitor 6zellik

gosterdigi ortaya konulmustur.

Tablo 11. Ekstrelerin elastaz enzime karsi inhibisyon etkisi

ng/mL 20 50 100 200

SM ] 5.04+0.44 13.8840.21 28.69+0.55
SS - - - ;

SB ; - - -

SK ; - - -
Epigallokatesin ~ 24.55+0.11  33.58+0.41  46.27+1.95 57.02 +1.03
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4.5. DNA Etkilesim Calismalari
4.5.1. DNA Hasan Etkisi

Antioksidan etkinligi en yiiksek olan SB ekstresinin plasmid DNA iizerindeki etkisi
agaroz jel -elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Sekil 29’de
sunulmustur. Sekil 29°de de gorildiigii lizere ekstrenin artan konsantrasyonu ilave
edildiginde form 1 yilizdesinde herhangi bir degisiklik gorilmemektedir. Bu durum
ekstrenin DNA {izerinde herhangi bir hasar yaratmadigim1 géstermektedir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan gallik asit incelendiginde yine DNA hasar1 goriilmemistir. Bu sonuglar
hem konsantrasyona bagli hem de zamana bagli olarak SB ekstresinin giivenli olduguna

dair 6nveri sunmaktadir.

Form II
Form |
1 2 3 4 5 6 7
Form Il
Form |
1 2 3 4 5 6 7
+ + + + + + + pBR322 DNA
- 100 200 500 - - - SB (ug/mL)
- - - 100 200 500 Gallik asit (ug/mL)

Sekil 23. SB ekstresinin plasmid DNA hasari tizerindeki etkisi

4.5.2. Fenton Hasarma Karsi Ekstrenin DNA Hasarim1 Koruma Etkisi

Antioksidan etkinligi en yiiksek olan SB ekstresinin DNA’y1 fenton hasarina kars1
koruma etkisi agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Sekil
30’de sunulmustur. Pozitif kontrol olarak gallik asit kullanilmistir. Sekil 30, bant 1°de
plasmid DNA’nin form I yiizdesi yaklagik 100 oldugu tespit edilmistir. Fenton reaktifi
DNA’ya ilave edildiginde form II'nin yiizdesi artarken, form I’in yiizdesinin azaldig

goriilmektedir (Sekil 30, bant 8). Ardindan ekstrenin ¢esitli konsantrasyonlar1 ilave
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edildiginde form I yiizdesinin yeniden arttif1 tespit edilmistir (Sekil 30, bant 2-4). Bu
durum ekstrenin DNA’y1 fenton reaktifi tarafindan olusturulan hidroksil radikalinden
korudugunu ortaya koymaktadir. Calismada kullanilan gallik asit incelendiginde diisiik
dozda DNA hasarmi korudugu tespit edilirken, gallik asidin konsantrasyonu arttik¢a hasari

indiikledigi tespit edilmistir (Sekil 30, bant 5-7).

Form Il

Form |

+ + + + + + + + pBR322 DNA

- + + + + + + + 1mM FeSO,

- + + + + + + + %2 H,0,

- 100 | 200 | 500 - - - - SB (pg/mL)

- - - - 100 | 200 | 500 - Gallik asit (ug/mL)

Sekil 24. SB ekstresinin fenton reaktifine kars1 plasmid DNA’y1 koruma etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Caryophyllaceae, ¢cogu 1liman bolgelerde yetisen, yaklasik 100 cins ve 2.200 tiirden
olusan, karanfil veya pembe c¢icekli (Caryophyllales takimi) bir bitki ailesidir. Silene
cinsine ait bitki tiirleri aromatik bitkiler olup tibbi amacli ve besin kaynagi olarak
kullanilmaktadir (3). Bu ailenin bitkileri yiiksek miktarlarda saponinler gibi ikincil
metabolitler ve yag asidi tiirevleri, benzen, fenilbarbanoidler, izoprenoidler ve nitrojen
igeren bilesikler gibi bir dizi bilesik icerir. Aslinda bu bilesiklerin varlig1 nedeniyle bitkiler
bircok geleneksel tip sisteminde kullanilmis ve ¢ok sayida biyokimyasal aktivite

sergilemigtir (4).

Silene cinsi, 700'den fazla tiir ile Caryophyllaceae familyasinin en biiyiik iiyesidir.
Tiirkiye'de yetisen 141 tiiriin 59'u endemik olup bunlarin arasinda mesane kamp1 olarak da
bilinen Silene vulgaris yer almaktadir (5). Silene vulgaris tizerine yapilan Onceki
caligmalar, kinik asit, malik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asit gibi ¢esitli aktif
maddeler icerdigini gostermistir. Bir ¢alisma ayrica Silene vulgaris'in yapraklarinin ve

koklerinin anti-tiimor 6zelliklerini ortaya ¢ikardi ve geleneksel tiptaki etkinligini dogruladi
(8).

Fenolik bilesikler ve flavonoidler, bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alir
ve en az bir hidroksil grubu tasiyan aromatik bir halka igerirler. Bu bilesiklerin yarisinin,
aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevler gibi ¢esitli formlarda bulunan flavonoidler
oldugu belirtilmektedir (60, 119). Bu bilesikler, antioksidan, antikanser, antibakteriyel,
anti-inflamatuar ve bagisiklik sistemini gii¢lendirici gibi gesitli 6zelliklere sahiptirler (60,

120-123).

Serbest radikaller, son yoriingelerinde eslenmemis bir elektron iceren molekiiller
veya atomlardir(14). Serbest radikaller erken yaslanma, fotoyaslanma, DNA hasari,
iltthaplanma ve hiperpigmentasyon gibi bir¢ok cilt probleminde 6énemli bir rol oynar. Cildi
oksidatif stresten ve serbest radikal hasarindan korumak, saglikli cildi korumak, erken

yaslanmay1 dnlemek ve cilt bozukluklari riskini azaltmak i¢in gereklidir (124).

Son yillarda tibbi bitkilerdeki fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin
incelenmesi giderek Onem kazanmistir (88). Fenoller ve flavonoidler antioksidan
ozelliklerinden dolay1 farmasdtik ve tibbi uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici adaylar arasindadir.
Flavonoidler fotokoruyucu etkilere ve antioksidan Ozelliklere sahiptirler cilinkii hiicre

zarlarindaki lipitleri ve proteinleri yok edebilen selatli demir gibi ¢esitli sinyal yollarini
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modiile etme ve oksidatif strese katkida bulunan bir ROS kaynag1 olan ksantin oksidazi
inhibe etme yetenegine sahiptirler (125, 126).

Cesitli arastirmalar, flavonoid tilirevlerinin cildin ultraviyole (UVB) 1sinlarindan
kaynaklanan giines yanig1 semptomlarini azaltmada etkili oldugunu gostermektedir (127).
Ayrica, UVB radyasyonunun neden oldugu DNA hasarinin onarilmasini tegvik ederek
fotokarsinojenezle miicadelede dnemli bir rol oynadigt rapor edilmistir. Bunun yani sira,
UVB kaynakli DNA hasarini engelleyerek fotokarsinojenez karsi koruyucu bir molekiil
oldugu da belirtilmistir (128).

Bu caligma kapsaminda, Silene vulgaris bitkisinden elde edilen metanol, su, biitanol
ve kloroform ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid miktar1 ve
antioksidan kapasite Ozellikleri (DPPH radikal temizleme aktivitesi ve FRAP ferrik
indirgeme giicili) incelenmistir. Ayrica, tirozinaz enziminin inhibisyonu degerlendirilmistir.
Ancak ilk kez elastazin enzimatik inhibisyonuna yonelik testler yapilmis ve ayrica plazmid
DNA'daki potansiyel hasarin ve ekstraktin Fenton hasarina karsi DNA hasarin1 koruyucu

etkisinin belirlenmesine yonelik testler de gerceklestirilmistir.

Yapilan literatlir taramalarinda Zengin ve ark. Silene vulgaris'in toprak {stii
kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinde fenolik ve flavonoid madde igerigini 23.1
+0.3 mg GAE/g ve 26.8 £0.2 g KE/mg numune olarak bulmustur (7). Thakur ve ark.
Yaptiklart ¢alismada Silene vulgaris'in metanol ekstraktlarindaki fenolik ve flavonoid
madde igerigini 9.33+0.056 mg GAE/g ve 1.87+0.073 g KE/mg numune olarak bulmustur
(129). Calismamizda Silene vulgaris'in metanol, su, biitanol ve kloroform ekstraktlarindaki
fenolik madde miktarlarinin gallik asite esdeger oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda
ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla 61.62+2.43, 24.20+1.51,
166.00+4.36, 52.73+2.82 mg GAE/g kuru agirlik olarak belirlenmistir. Bitki ekstrelerine
ait toplam flavonoid miktar tayini kuersetin standart ¢aligma grafigi ile belirlenmis olup
metanol, su, biitanol ve kloroformde sirasiyla 80.09+£5.56, 18.97+1.26, 144.16£8.55,
62.14+1.58 mg KE/g kuru agirlik olarak bulunmustur. Ekstraktlar1 icerdikleri miktarlara
gore degerlendirdigimizde en yiiksek fenolik ve flavonoid bilesigin biitanol ekstraktinda

oldugu tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde miktarina iliskin sonuglar, iklim, tarimsal siireg, 151k ve
hasat zaman1 gibi birgok dis faktoriin devreye girmesi nedeniyle ayni bitki tiiriinde farkl

olabilir, ancak kullanilan solventlerin ve ekstraksiyon islemlerinin ¢esitliligi de bu olumsuz
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etkiden sorumlu olabilir. Ancak, sadece toplam fenolik igerigin ve flavonoid igerigin
belirlenmesi, bilesigin antioksidan kapasitesi hakkinda yeterli bir degerlendirme saglamaz.
Bu nedenle, fenolik igerik sonuglarmin diger antioksidan kapasite yontemlerinin
sonuglartyla birlikte degerlendirilmesi ve yorumlanmasi gerekmektedir. Bitkilerde
antioksidan kapasite tayininin belirlenmesinde kullanilan bir¢ok ydntem mevcuttur. Bu
yontemler birbirleri ile kiyaslandiginda her birinin kendi i¢inde avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir (87). Calisma kapsaminda bitkiye ait metanol, su, biitanol ve kloroform
ekstrelerinde antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla DPPH ve FRAP yontemleri
birlikte calisilmigtir. Caligmamizda en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktarlarinin

biitanol ekstresinde oldugu goriilmiistiir.

Literatlir taramalarinda Zengin ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada , Silene
vulgaris metanolik ekstraktinin antioksidan aktivitesi, serbest radikal siipiirme (DPPH ve
ABTS), enerji indirgeme (CUPRAC ve FRAP) dahil olmak iizere ¢esitli testler kullanilarak
degerlendirilmis, sonuglar sirastyla 95+1, 95+£3, 114+£2 ve 8442 olarak bulunmus,
antioksidan aktiviteler mg trolox esdegeri (mg TE/g ekstrakt) olarak ifade edilmistir.
Yapilan diger testler fosfomolibden ve metal selasyonu olup sonuglar 1.0+£0.1 (mmolTE/g

ekstrakt) ve 17+0.3 (mg EDTAE/g ekstrakt) olarak bulunmustur (7).

Thakur ve ark. Silene vulgaris'in radikal siipiiriicii aktivitesini DPPH yontemi ile
degerlendirerek metanol ekstrelerinde ICso degerlerini 2.303 pg/mL, FRAP degerlerini
71.760 pg/mL ve ABTS degerlerini de 4.0375 mg/ml olarak bulmustur (129).

Literatiir taramalarinda Zengin ve ark. tarafindan yapilan calismada Silene
vulgaris'in metanolik ekstraktinin antioksidan aktivitesi, serbest radikal siiptirme (DPPH ve
ABTS), enerji indirgeme (CUPRAC ve FRAP) ve fosfomolibden dahil olmak tizere ¢esitli
testler kullanilarak degerlendirilmis, sonuglar sirasiyla 95+1, 95+3, 11442, 84+2 ve 17+0.3
olmustur. Antioksidan aktiviteler mg trolox esdegeri olarak ifade edilmistir (ekstrakt mg
TE/g) (7). Thakur ve ark. Silene vulgaris'in radikal siipiiriicii aktivitesini DPPH yontemi ile
degerlendirerek metanol ekstrelerinde IC50 degerlerini 2.303 pg/mL, FRAP degerlerini
71.760 pg/mL ve ABTS degerlerini de 4.0375 mg/ml olarak bulmustur (129).

Calismamizda tiiriin metanol, su, biitanol ve kloroform ekstraktlarinin toplam
antioksidan kapasiteleri DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak hesaplanmis. Azot
elektronlarinin indirgenmesi esasina dayanan DPPH yonteminde sonuglar GAE esdegeri

olarak verilmis. Sonuclar incelendiginde SB'nin konsantrasyona bagli olarak radikal
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stiptiriicti aktivite gosterdigi tespit edilmis. 200 pg/mL ise 43.12+0.88 olarak belirlenmistir.
Fe" iyonlarinin indirgenmesine dayanan FRAP yénteminde sonuglar BHA esdegeri olarak
verildi ve SB'nin 495.40+3.94 mM BHAE/g kuru agirlik ile en yliksek verime sahip oldugu
gosterilmistir.  Diger ekstraktlarin  diisiik antioksidan kapasiteye sahip oldugu
goriilmektedir. Ekstraktlarda bulunan fenol ve flavonoid miktarlar1 ile elde edilen
antioksidan aktivite sonuclar1 arasinda dogrudan bir iligki oldugu gozlemlenmistir.
Ozellikle, yiiksek oranda fenolik madde igeren butanol ekstraktinin yiiksek radikal

temizleme aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Enzim, kimyasal reaksiyonlarda katalizor gorevi goren bir protein molekiiliidiir.
Enzim inhibitorleri disiik molekiil agirlikli kimyasal bilesiklerdir. Enzimin katalitik
aktivitesini geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz olarak azaltabilir veya tamamen inhibe
edebilirler. Enzim etkilesimleri, enzim ile enzimin aktif bolgesindeki substrat arasindaki
kovalent veya kovalent olmayan kimyasal etkilesimlerdir (130). Enzimlerin iltihaplanma,
diyabet, mikrobiyal enfeksiyonlar, HIV, neoplastik ve digerleri gibi bir¢ok patolojik
durumda rol oynadigi bilinmektedir. Enzim inhibisyonu, yukarida belirtilen kosullari
tedavi etmek veya ilgili mekanizmay1 aydinlatmak i¢in evrensel olarak kabul edilen bir
strateji olarak kabul edilmektedir. ilag tasarim siirecinde, giiclii enzim inhibitdrlerinin

tasarimi, ilag geligtirmenin uzun yolunda ¢ok 6nemli bir adimdir (131).

Derideki bazi 6nemli enzimlerin enzimatik inhibitorleri pigmentasyon,
hiperpigmentasyon, inflamasyon, UV hasar1 ve yara iyilesmesinde hayati bir rol oynar

(105, 109, 110, 132, 133).

Tirozinaz, canli organizmalarda cilt, sa¢ ve gz renginden sorumlu pigment olan
melanin sentezinde rol oynayan ana enzimdir (91).Tirozinaz sistemini engellemenin
Onemi, cilt pigmentasyonunu diizenlemedeki roliinde yatmaktadir. Asir1 tirozinaz aktivitesi
melanin asir1 liretimine yol acarak melazma, yashlik lekeleri, ciller ve iltihap sonrasi
hiperpigmentasyon gibi durumlara neden olabilir (96, 97). Bu pigmentasyon bozukluklari,
etkilenen bireylerde 6nemli kozmetik ve psikolojik etkilere sahip olabilir ve bu durum, cilt
rengini agmay1 ve hatta cilt tonunu esitlemeyi amaclayan tedavi segeneklerine yonelik
isteklere yol acabilir. Literatiir taramasinda Zengin ve arkadaslarmin Silene tiirlerinde
tirozinaz inhibisyonu {izerine yaptiklar1 calismalarda Silene vulgaris'in metanolik
ekstraktlarindaki inhibisyon yiizdesi 1942 B (mg CAE/g ekstrakt) olarak bulunmustur (7).

Caligma kapsaminda bitki ekstraktlarinin tirozinaz inhibitdr aktivitesi kojik asit standardi
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kullanilarak degerlendirilmis. Silene vulgaris'in metanol, su, biitanol ve kloroform
ekstraktlar1 icin inhibisyon testleri yapilmis. Sonuclara bakildiginda, disiik
konsantrasyonlarda ekstraktlar i¢in herhangi bir inhibitér etki gozlenmemis. SM
ekstraktindaki 100 pg/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonda sonuglar sirasiyla 14.55+0.33 ve
27.52+0.44 idi. Benzer sekilde SB ekstrelerinde sirasiyla 10.00+£0.57 ve 22.55+0.14
bulunmus. Kojik asitin pozitif kontrol olarak kullanilmasiin sonuglari incelendiginde
inhibisyon yiizdeleri 83.3343.18, 91.58+0.41, 95.84+0.76 ve 98.63+ olarak belirlenmis. 20,
50, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlar i¢in sirasiyla 0.09. SS ve SK ekstraktlarinda

herhangi bir inhibitor etki gdzlenmistir.

Elastin, deri, arterler, akcigerler ve baglar gibi dokulara esneklik kazandirmak i¢in
hayati oneme sahip olan, benzersiz elastik gerilim Ozelligine sahip 6nemli bir ECM
(ekstraseliiler matriks) proteinidir. Elastaz, kimotripsin ailesine ait bir proteazdir ve
elastinin secici parg¢alanmasindan sorumludur. Kollajenazlar ve elastazlar gibi ECM
parcalayan proteinlerin aktivitesinin inhibe edilmesi, UV'ye maruz kalmis cilt hasarlarini
ve erken yaslanmay1 onlemede faydali olabilir. Dogal antioksidanlar tarafindan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) temizlenmesi, bu enzimlerin aktivasyonunda onemli bir rol
oynadigi i¢in, boyle bir cilt bozucu enzimlerin inhibe edilmesi i¢in bir secenek olabilir

(103, 105).

Onceki literatiirii inceledigimizde elastaz inhibisyonu ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlamadik ve dolayisiyla literatiiriimiiz bu testi Silene vulgaris ekstraktlarina
uygulayan ilk ¢aligma olacaktir. Calismanin sonuglar1 incelendiginde standart maddeye
gore nispeten disiik etkili olan metanolik ekstrakt (SM) disinda hicbir ekstraktin enzimi
inhibe etme yetenegi gostermedigi tespit edilmistir. SM ekstrakti icin 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar sirasiyla 13.88+0.21 ve 28.69+0.55 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak Epigallokatesin Gallat kullanilmistir.
200 ve 100 pg/ml konsantrasyonundaki standart maddenin sirasiyla 57.02+1.03,
46.27+1.95 oraninda inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu DNA hasarinin, kanser ve
yaglanmaya bagli hastaliklar da dahil olmak tiizere c¢ok sayida insan hastaliginin
etiyolojisindeki rolii son yillarda giin 1s181na ¢ikmistir (134). Bu anlayis, DNA'y1 ¢evresel

fiziksel ve/veya kimyasal uyaranlarin neden oldugu oksidatif hasardan koruyabilen,
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ozellikle dogal olarak bulunanlar olmak iizere yeni kimyasallara yonelik arastirmalari

tesvik etmistir (135).

Literatiiriin incelenmesi {izerine, Silene vulgaris ekstraktlarinin DNA iizerindeki
potansiyel olumsuz etkileri veya bunlarin oksidanlarin neden oldugu DNA hasarii
hafifletme yetenekleri ile ilgili daha Once herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir.
Dolayistyla bu g¢aligma, bilimsel literatiirde bu soruya yanit veren ilk yanit1 temsil
etmektedir. En yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan SB ekstraktinin plazmid DNA
tizerindeki etkisi agaroz jel elektroforez yontemi ve pozitif kontrol olarak gallik asit
kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, artan konsantrasyonda ekstrakt eklendiginde ilk
formun yilizdesinde bir degisiklik olmadigini gostermistr. Bu da ekstraktin DNA’ya
herhangi bir zarar vermedigini gosteriyor. Bu sonuglar SB ekstraktinin giivenli,
konsantrasyona ve zamana bagli olduguna dair 6n veriler saglar. En yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olan SB ekstraktinin DNA'y1 Fenton hasarindan korumadaki etkisi agaroz
jel elektroforez yontemi kullanilarak incelenmistir. Pozitif kontrol olarak gallik asit
kullanildi. Bu, ekstraktin reaksiyon sirasinda olusan hidroksil radikallerini nétralize
edebildigini ve diisiik dozlarda DNA hasarin1 koruyabildigini ortaya koyuyor. Artan gallik

asit konsantrasyonlarinin hasara neden oldugu belirlenmistir.
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