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OZET

Echinophora chrysantha Bitkisinin Antioksidan, Enzim ve Antimikrobiyal

Aktivitelerinin Arastirllarak Farmasotik Alanda Kullanlabilirliginin irdelenmesi

Endemik bir tiir olan E. chrysantha ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal
aktiviteleri ile tirozinaz, asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor

aktivitelerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

E. chrysantha ekstrelerinde, antioksidan testlerden demir indirgeyici antioksidan
giic (FRAP), radikal temizleme aktivitesi (DPPH) ve bakir indirgeyici antioksidan gii¢
(CUPRAC) spektrofotometrik olarak ¢alisilmistir. Antimikrobiyal aktivite, agar kuyucuk
diftizyon ve sivi mikrodiliisyon metodlarina gore test edilmistir. Toplam fenolik madde
(TFM), toplam flavonoid madde (TFIM) ve enzim inhibitor aktiviteleri (tirozinaz, AChE

ve BChE enzim inhibitor aktivitesi) spektrofotometrik olarak ¢alisiimistir.

E. chrysantha’nin metanol (MeOH) ekstresinde TFM, TFIM, FRAP ve CUPRAC
degerleri sirasiyla 325 pg GAE/g numune, 472 mg QE/g numune, 610 uM Troloks/g
numune, 1115 uM Troloks/g numune olarak tespit edilmistir. E. chrysantha’nin MeOH
ekstresinin (0.1177 + 0.027 mg/mL) standart olarak kullanilan BHT ye (0.0317 + 0.013
mg/mL) yakin radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. AChE ve BChE
inhibisyonu tayininde, galantamin standardina en yakin ICso degeri 0zellikle MeOH
ekstresinde gdzlenmistir. Ilave olarak, CHCls ekstresinin agar kuyucuk ve sivi
mikrodiliisyon yonteminde Bacillis subtilis iizerinde antimikrobiyal etki olusturdugu

belirlenmistir.

Calismamizda elde  ettigimiz ~ sonuglar 1s13inda  E.  chrysantha’nin
hiperpigmentasyon ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi tip alaninda degerlendirilme
potansiyelinin  yaninda, kozmetikte, farmakolojide ve besin endiistrisinde de

degerlendirilebilecek degere sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apiaceae, Bitki, Fitoterapi, Kolinesteraz, Tirozinaz
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ABSTRACT

Investigation of Antioxidant, Enzyme and Antimicrobial Activities of Echnophora

chrysantha for Determining Its Potential in the Pharmaceutical Field

The aim of this study was to determine antioxidant, antimicrobial activities,
tyrosinase, AChE and BChE inhibitory activities of the extracts derived from an endemic
species of E. chrysantha.

Antioxidant tests for E. chrysantha extracts including, FRAP, DPPH and CUPRAC
were studied spectrophotometrically. Antimicrobial activity was tested by agar well
diffusion and broth microdilution methods. Total phenolic content (TPC), total flavonoid
content (TFC) and enzyme inhibitory activities (tyrosinase, AChE and BChE enzyme

inhibitor activity) were studied spectrophotometrically.

It was found that TPC, TFC, FRAP and CUPRAC values of E. chrysantha in
MeOH extract were 325 ug GAE/g sample, 472 mg QE/g sample, 610 uM Trolox/g
sample, 1115 uM Trolox/g sample. It should be noted that E. chrysantha's MeOH extract
(0.1177 + 0.027 mg/mL) was found near radical cleansing activity to BHT (0.0317 + 0.013
mg/mL) which is using as a standart. The determination of AChE and BChE inhibition
revealed that the closest ICs, value to the galantamine standard was observed, particulary
in the MeOH extract. In addition, it was determined that CHCI; extract showed an
antimicrobial effect on B. subtilis in agar well diffusion and broth microdilution methods.

According to results of our study, E. chrysantha can be exploited as potential plant
for designing the treatment options for hyperpigmentation problems and neurodegenerative
diseases in medicine as well as for applicability in pharmacology, cosmetics and food
industry.

Keywords: Apiaceae, Cholinesterase, Plant, Phytotherapy, Tyrosinase
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1. GIRIS ve AMAC

Kimyasal ilaglarin yan etkilerinin giin yiiziine ¢ikmasi ve antibiyotiklere karsi
direng gelisimi ile ilgili sorunlar, daha etkili yeni ilaglara olan ihtiyaci arttirmistir. Bu
durum, bilim insanlarmi bitkisel kaynaklardan ilag  gelistirilmesi konusuna
yogunlagtirmistir. Bitkiler, ylizyillardir insanlar tarafindan tedavi amaclh kullanilmis ve

giintimiizde de kullanilan ilaclarin yaklasik yaris1 bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir.

Antibiyotikler, glinlimiizde de bakteriler tarafindan olusturulan hastaliklara karsi
tedavide kullanilan ilaglarin en 6nemli sinifin1 olusturmaktadir. Antibiyotikler, dogal yolla
mikroorganizmalardan elde edilebildikleri gibi, yar1 sentetik ve sentetik olarak da
tiretilmektedirler. Kullanimda olan hemen her antibiyotige karsi zaman igerisinde direng
gelisimi kaginilmaz olup, bu durum tedavide biiyiik sorunlara yol agmaktadir. Giliniimiizde
kullanimda olan antibiyotik ve antiseptiklere kars1 mikrobiyal direncin yayginlasmasindan
dolay1; yeni, alternatif, dogal antimikrobiyal etkili bilesenlerin gelistirilip kullanima
sunulmasi; bilim insanlarmin ilgisini ¢ekmekte ve c¢alismalarini  bu  yonde

yogunlastirmalarini saglamaktadir (1-3).

Fitokimyasallarin icerdigi terpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler ve kiikiirt
iceren bilesikler antienflamatuar aktiviteye yarar saglarlar (4). Bitkilerin; kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve iltihapli hastaliklar gibi kronik hastaliklarla miicadelede kullanima;
son zamanlarda 6nemli bir arastirma konusu olmustur. Dogal iiriinlerden elde edilen ilaglar
ve ila¢g potansiyeline sahip bitkisel liriinler, yeni ilaclarin gelistirilmesi calismalarina

onemli katkilar saglamaktadir (5).

Bitki kaynakli iriinlere olan ilgilin bir diger sebebi, bu iriinlerin antioksidan
potansiyele sahip olabilmeleridir. Dogal ve sentetik antioksidanlar serbest radikallerin
inhibisyonunda o6nemli rol {istlenerek dokularin ve membranlarin oksidatif hasarin
Onleyici etkiler yaparlar (6). Sentetik antioksidanlarin yan etkiler gosterebilme
potansiyelleri, dogal antioksidan kaynaklarina ilgiyi artirmaktadir. Bu a¢idan endemik bitki
tiirlerinin yapilarindaki  bilesiklerin antioksidan  potansiyelleri yoniinden
degerlendirilmeleri 6nem tagimaktadir (7). Meyvelerde, sebzelerde ve tibbi bitkilerde
bulunan dogal antioksidanlar, hiicrelerde hidrojen peroksitin zararl etkilerini 6nleyebilir ve

koroner kalp hastalig1 riskini azaltici etkiler gdsterebilir.



Bu nedenle, yeni ve etkili kaynaklar bulmak i¢in, fonksiyonel bilesikler i¢ceren tibbi
bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerine gore taranmasi ile ilgili ¢aligmalar
onem tasimaktadir (8, 9). Lermi’nin yaptigi tez ¢alismasinda (2018), Isatis
cappadocica’nin antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibit6r aktiviteleri incenlemistir
(10). Atik’in yaptigi tez calismasinda (2020), Eryngium billardieri bitki ekstrelerinin

biyolojik aktiviteleri incelenmistir (11).

Diinya genelinde, 6zellikle gelismis iilkelerde; hastaliklarin tedavisi i¢in bitkiler
kullanilmaktadir (7). Giinlimiizde, ABD'de mevcut tibbi iiriinlerin yaklasik %30 ila %50'si
bitkisel kokenlidir (3). Almanya’da piyasada yaklasik 9000 bitkisel kokenli miistahzar yer
almaktadir. Mikrobiyoloji alaninda da bitkisel friinlerin veya bitki ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi ve antimikrobiyal aktivite gdsteren bitkilerin
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanim potansiyeli, gilincel arastirma alanlarindandir (12).
Gilniimiizde, farkli bitkilerden tiiretilmis ikincil metabolitler, g¢esitli iltihapli durumlara

dogrudan veya dolayli olarak miidahale etme kapasiteleriyle degerlendirilmektedir (13).

Yapilan arastirmalar sonucu; Echinophora cinsine ait bitki tiirlerinin esansiyel
yaglar yoniinden zengin igerikleri, antiseptik, antimikrobiyal etki potansiyelleri ve
sekonder metabolitler bakimindan da zengin olmalari lilkemizde endemik bir tiir olan E.
chrysantha bitkisine ilgimizi artirmustir (7, 14, 15). Ozellikle E. chrysantha biyolojik
aktivitesi konusunda literatiirde yeterli arastirmanin olmamasi; iilkemizde endemik bir tiir
olan bu bitkinin biyolojik aktivitesini ve fitoterapik olarak kullanilabilirligini irdelemeye
sevketmistir. Bu calismada, Tiirkiye'nin Erzincan-Refahiye bolgesinde endemik olarak
yetisen E. chrysantha bitkisinin antimikrobiyal, antioksidan, enzim inhibitoér aktivite

(tirozinaz, AChE ve BChE) potansiyeli 6zellikleri ¢alisilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Apiaceae Familyas1 Hakkinda Bilgi

Apiaceae familyasi diinyada yaklasik olarak 446 cins ve 3540 tiirden olugsmaktadir
(16). Tablo 1’de gosterildigi iizere; Tiirkiye’nin Kuzey, Orta, Bati, Giineybat1 ve Dogu
Anadolu bolgelerinde Apiaceae familyasina ait 380 cins ve 1031 tiir oldugu goézlenmistir

(17).

Tablo 1. Apiaceae familyasinin Tiirkiye bolgelerinde dagilimi (Celik’ten, (17))

Bolge Cins Sayis1 Tiir Sayisi
Kuzey Anadolu 74 185
Orta Anadolu 80 221
Bati Anadolu 82 251
Gtlineybat1 Anadolu 82 251
Dogu Anadolu 80 242

Apiaceae familyasimna ait bitkiler yillik veya cok yillik bitkilerdir. Apiaceae
familyasina, 6zellikle kereviz, havug, rezene, kimyon ve dereotu gibi ¢ok tiiketilen bitkileri
icerdigi icin; gida, tibbi ve kimyevi alanlar tarafindan 06zel ilgi gosterilmektedir.
Kumarinler, poliasetilenler, flavonoidler, seskiterpenler ve fitalitler, biyolojik olarak aktif
esansiyel yaglari ile birlikte bu ailenin 6nemli kimyasal bilesenleri arasindadir. Bunlarin
cogu giinliik olarak yiyecek olarak tiiketilir veya geleneksel tipta kullanilir (18). Apiaceae
familyasi iiyeleri diinyada ekonomik 6neme sahip bitki gruplarindandir. Ozellikle besin
kaynagi olarak, sebze ve hayvan yemi olarak da kullanilirlar. Park ve bahgelerde siis bitkisi
olarak kullanilan ve yemeklere tat veren baharat olarak kullanilan tiirleri de mevcuttur.
Icerdikleri alkoloidler ve regineler nedeniyle tipta (6zellikle bagirsak rahatsizliklarr) ve

kozmetikte yaygin kullanim alanlarina sahiptirler (19).
2.2. Echinophora Cinsi Hakkinda Bilgi

Echinophora cinsi, Akdeniz ve Orta Dogu bdlgelerinde dagilim gosteren yaklagik
10 tiirden olusur (20). Iki tiir Echinophora spinosa L. ve Echinophora tenuifolia L. Resim
1’de gosterildigi lizere Avrupa'da bulunur ve Avrupa’nin dogusundan Girit ve Kirim'a
kadar dagilir. E. tenuifolia L.'nin iki farkli alt tiirii bilinmektedir (subsp. tenuifolia & subsp.

sibthorpiana) (21). Tirkiye’de Echinophora cinsi Resim 2’de gosterildigi iizere iigii



endemik olmak flizere toplam alti tiirden olugmaktadir (22). E. tenuifolia L. subsp.
sibthorpiana, yerel olarak '¢ortiik', '¢ordiik', 'tarhana otu' ve 'tursu' olarak adlandirilir (23).
Latince adindan (echino-diken, phora-yaprak) bilindigi gibi, bu sifali bitkiler dikenli
yapraklar ve sar1 yapraklar ile karakterize edilir ve tercih edilen habitatlart kumlu kiy1
bolgeleridir. Tablo 2’de gosterildigi tizere, hos aromatik tadi nedeniyle, baz1 Echinophora
cinslerinin yemeklerde baharat olarak veya gorba, et ve siit iiriinlerinde tatlandirict olarak
kullanildigr bilinmektedir (24). Geleneksel tipta; taze veya kurutulmus sifali otlar, sadece
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteler i¢in degil, 6zellikle mide iilserlerini tedavi etmek

icin de kullanilir (7, 18).

B0 mavelod int | ez
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Resim 1. Echinophora cinsinin diinyada dagilimi (flker Geng ve Giilay Ecevit-Geng’ten,

(25))

Resim 2. Echinophora cinsinin Tiirkiye’de dagilimi (ilker Geng ve Giilay Ecevit-
Geng’ten, (25))

Echinophora platyloba, bat1 ve orta Iran'da gidalarda baharat ve yenilebilir bir
sebze olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yore halki tarafindan bitki tursu ve

domates salcalarina, antifungal ve antimikrobiyal 6zelligi sebebiyle koruyucu olarak



eklenir (26). E. platyloba bitkisinin yapraklari ve ucucu yaglari ayrica gida kalitesini
korumak i¢in kiif Onleyici olarak ve c¢esitli hastaliklarda antispazmodik, ditiretik ve
antimikrobiyal olarak kullanilir (27, 28). Antifungal ve antibakteriyel aktivitesi dikkate
alindiginda, E. platyloba DC MeOH ekstresi, sitotoksik ve biiyiime Onleyici olma
potansiyeline sahiptir (18, 29). E. platyloba nin ana bilesenleri arasinda, myren, okimen,
monoterpenler, saponinler, flavonoidler ve alkaloitler kastedilmektedir (30). Ek olarak,
Echinophora 6ziinde tanimlanan en 6nemli terpen bilesiklerinden biri trans-p-osimendir
(31). Flavonoidler, luteinize edici hormonun salgilanmasinin artmasina yol acan hipofiz
bezine dogrudan etkisi olan, ardindan kadinlarda progesteron salgilanmasinin artmasina
neden olan E. platyloba’'nin ana bilesenleri arasindadir (32). E. platyloba ayrica geleneksel
olarak dismenorede antispazmodik olarak kullanilir ve etkinligi klinik c¢alismalarda

kanitlanmastir (33).

Tablo 2. Echinophora cinsinin Tiirkiye’de geleneksel tipta kullanim alanlar1 (Ilker Geng
ve Giilay Ecevit-Geng’ten, (25))

Tiirler Yerel isimleri Kullanilan Kisimlar Kullanim Alam

Cértiik, tarhana otu Antispazmodik, gastrik iilser (yara

E. tenuifolia subsp. Cordiik, mellik > Hava alan kisimlar, iyilestirme), anne siitii artirici, tursularda
siiothor iana P. ulbal c’lereo t ’ ciceklenmeden onceki tatlandirici-koruyucu olarak, tarhanada,
P ’ ’ hava alan kisimlar otlu peynirde baharat olarak, pekmezde

meylemok, gortik tatlandirici olarak

Echinophora
orientalis

Cigeklenmeden dnceki

Cortiik hava alan kisimlar

Otlu peynirde baharat olarak

E. tournefortii Cortiik, tarhana otu Hava alan kisimlar Gastrik iilser (yara iyilestirme)

2.3. E. chrysantha Tiirii Hakkinda Bilgi

E. chrysantha, Apiaceae familyasinin Chrysophora DC cinsi igerisinde
siniflandirilan ve iilkemizde yetisen endemik bir tiiriidiir (25). Iran-Turan bdlgesinde
ozellikle Erzincan-Malatya bolgesinin 1100-1700 rakiminda yetisen ve Tiirkge'ye 'yildiz
cordiigii' ismiyle gegmis otsu bir bitkidir (7). E. chrysantha’nin Prof. Dr. Ali Kandemir
tarafindan g¢ekilen fotografi Resim 3’te gosterilmistir. E. chrysantha’nin taksonomisi Tablo
3’te gosterilmistir. E. chrysantha'min esansiyel yag igerigi Tablo 4’te gOsterilmistir.
Ozellikle yiiksek oranda alfa-felandren igerigi parfim ve gida endiistrisinde tatlandirici,

koku olarak ve ayni zamanda sivrisineklere karsi pestisit olarak kullanilabilecegi



potansiyelini gostermektedir (34, 35). Alfa-felandrenin kimyasal yapist Sekil 1°de

gosterilmigtir.

Resim 3. E. chrysantha’nin gériiniimii

Tablo 3. E. chrysantha tiiriiniin taksonomisi

Boliim Spermatophyta

Alt Boliim Magnoliphyta
Simf Magnoliidae
Takim Apiales
Familya Apiaceae

Alt Familya Apioideae

Cins Echinophora

Tiir Echinophora chrysantha

Tablo 4. E. chrysantha’nin esansiyel yag igerigi (Baser ve arkadaslarindan, (34))

Alfa-Pinen (3.04%)
Beta-Pinen (2.86%)
Sabinen (0.26%)
Delta-3-Karen (7.17%)
Alfa-Felandren (61.06%)
Alfa-Terpinen (0.04%)
Limonen (2.07%)
Beta-Felandren (7.17%)
Gama-Terpinen (0.07%)

Para-Simen (6.76%)

Terpinolen (3.69%)
1,3,8-p-Mentatrien (0.19%)

Nonanal (0.3%)
Alfa-p-Dimetilstiren (0.09%)
Para-Menta-1(7),5-dien-2-ol (0.73%)
Timol (0.16%)

Karvakrol (0.23%)

Miristisin (0.31%)




Sekil 1. Alfa-felandrenin kimyasal yapisi

2.4. Serbest Radikal

Canlilarda serbest radikallere karsi, organizmayi oksidatif stresten korumak
amactyla antioksidan savunma sistemi devreye girer. Birinci savunma hattin1 serbest
radikallerin olusmasini engelleyici antioksidanlar olusturur. Ikinci savunma hattin1 ise
vitamin E ve vitamin C gibi antioksidanlarin zincir oksidasyonunun baglamasini énlemesi
ve zincirleme reaksiyonlarm yayilimimi engellemesi olusturur. Ugiincii savunma hattini ise
olusan hasar1 onarma ve eski haline getirmeye c¢alisan onaricit ve yeniden yapilandirici
Ozellikte olan proteazlar, lipazlar, transferazlar ve deoksiriboniikleik asit (DNA) onarict

enzimler gibi antioksidanlar olustururlar.

Azot ve oksijen serbest radikalleri, reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif oksijen
tirleri  (ROS), viicuttaki hiicresel metabolizmanin {iriinleridir (36). Diisiik/orta
konsantrasyonlarda, enfeksiydz ajanlardan korunmaya karsi hiicresel tepkilerde islev
gormek gibi bir¢ok yararli fizyolojik rolleri vardir. Bunun yaninda yiiksek serbest radikal
konsantrasyonlart bazi zararli etkilere neden olabilir. Ornegin, karbon radikalleri
olusturarak membran lipitlerine saldirabilirler. Karbon radikalleri, yeni karbon radikalleri
tiretmek tlizere membran lipitlerinin yag asitleriyle birlesebilen peroksil radikalleri
olusturmak icin oksijenle reaksiyona girebilir. Bu zincir reaksiyon mekanizmasi, lipit
peroksidasyonu olarak  bilinir. Lipit peroksidasyonu ROS/RNS asir1  {iretimi
gerceklestiginde meydana gelir. Bu durum bir serbest radikalin bile, lipit oksidasyon
zinciri reaksiyonunu baslatarak bircok molekiilii etkileyebilecegini ve ilgilenilen
enzimlerin veya antioksidanlarin eksikligi oldugunda, oto-oksidasyon reaksiyonlarmin
arttigin1 gosterir. Bu nedenle viicut, siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri veya H,O’da
¢oOziiniir ve lipitte ¢ozlinlir molekiiler antioksidanlar gibi serbest radikallerin potansiyel

zarar verici dogasina kars1 bazi savunma mekanizmalarina sahiptir (37).



2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

ROS, oksijen ve serbest radikal partikiilleri i¢eren bir terimdir. ROS gesitleri,
hidroksil radikalini, siiperoksit anyon radikalini, hidrojen peroksit, tekli oksijeni, nitrik
oksit radikalini, hipoklorit radikalini ve farkli lipit peroksitlerini igerir. ROS hiicre
katmanlarina zarar veren lipit katmanlari, niikleik asitler, enzimler, kimyasallar ve diger
kiigiik parcaciklarla cevap vermeye uygundur. Hiicreler tarafindan verilen oksidanlarin
¢ogu, normal aerobik metabolizmanin bir sonucu olarak mitokondriyal elektron tasima
sistemi tarafindan tiiketilir. Hiicre tarafindan kullanilan oksijenin yaklasik %90 bu sekilde
ve toksik maddelerin detoksifikasyonuyla tiiketilir. ROS doymamis yaglar, enzimler,
niikleik asitler ve sekerler gibi vazgegilmez hiicre bilesenlerine de saldirabilir. Bu tepkiler;
partikiil tasinimi, katalizor hareketinin kaybi, enzim karisimi, DNA hasari ve hiicre gegisini

de beraberinde getirir (38).
2.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik halkanin hidroksil grubu icermesi ile olusan bilesikler
olup, en biiyiik ve en yaygin bitki metaloitleri grubundandir. Organik ¢oziiciilerde (alkol,
MeOH, eter vs.) 1yi ¢oziiniirler. Fenolik bilesikler, bitkiyi fotosentetik stres, ROS, yaralar
ve otoburlardan korumak icin olusturulurlar. Insan beslenmesinin de 6nemli bir
parcasidirlar. Sekonder metabolit olarak bilinen fenolik bilesikler bitkinin ¢ogalmasina,
gelismesine ve patojenlere karsi savunmasina yardimer olurlar ve ultraviyole’ye (UV) karst
da bitkiyi korurlar (39). Yapilan ¢alismalarda bir¢ok fenolik bilesik, antimutajen, antiviral,
antikanser, antienflamatuar, antimikrobiyal potansiyel gosterilmistir (40). 21. yiizyila kadar
8000 civarinda fenolik bilesik tiirevi tanimlanmistir. Fenolik bilesiklerin en dikkat cekici

grubu flavonoidlerdir (41).
2.6. Flavonoidler

Flavonoidler, dogal olarak olusan polifenolik bilesiklerin bir alt sinifidir. Sebze,
findik, meyve, kahve, ¢ay ve kirmiz1 sarap gibi iceceklerde en yaygin smiflardan birini
temsil eder (42). Insanlarin giinde yaklasik 1 g karisik flavonoid tiikettigi tahmin
edilmektedir (43).

Flavonoidler, her biri en az bir aromatik hidroksil tasiyan ve bir karbon kdpriisiine
bagl iki veya daha fazla aromatik halka igermesi ile karakterize edilir. Bu koprii, bir

oksijen ile birlesen ii¢ karbondan ve {iciincii 6 iiyeli bir halka (C halkas1) olusturmak tizere



aromatik halkalardan (A halkasi) birinin iki karbonundan olusur. Flavonoidlerin genel yap1

ve numaralandirma modeli Sekil 2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Flavonoidler i¢cin genel yap1 ve numaralandirma modeli

Flavonoidler ayrica B halkasinin C halkasina baglanmasina, C halkasinin
yiikseltgenme durumuna ve fonksiyonel gruplarina bagl olarak alt siniflara ayrilir. 1990
yilina kadar 5000'den fazla flavonoid alt sinifi tanimlanmistir. Bu arastirma, en yaygin
fenolik bilesikleri/flavonoidleri, yani; kersetin, resveratrol, rutin, naringenin ve hesperidini
igerir (44).

2.6.1. Flavonoidlerin Farmakolojik Etkileri

Bir¢cok epidemiyolojik calisma, yiiksek fenolik icerigi olan bazi bitkisel gida
maddelerinin tiikketiminin, baz1 hastaliklarin 6nlenmesiyle iliskili oldugunu gostermistir. Bu
bilesiklerin antioksidanlar, antimutajen ajanlar, antitrombotik ajanlar, antikanser ajanlari,
antienflamatuar ajanlar, anti-HIV-1 ile benzer 6zelliklere sahip olabilecegini gostermistir
(45-47).

Flavonoidlerin kansere karst koruyucu etkileri; serbest radikal temizleme,
kanserojenleri aktive eden veya detoksifiye eden enzimleri modifiye eden ve timor
promotorleri tarafindan transkripsiyon faktorii aktivator protein-1  aktivitesinin

indiiklenmesini inhibe eden gesitli mekanizmalara atfedilmistir (48, 49).
2.7. Antioksidanlar

DNA, karbonhidrat, lipit ve protein gibi biyomolekiillerin yiikseltgenmesini
engelleyebilen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir (50). Antioksidanca
zengin sebze ve meyvelerin tiiketilmesi, hiicre ve dokular1 radikaller tarafindan

olusturulacak hasarlara kars1 koruyabilmektedir (51). Sentetik antioksidanlar, gidalarda



bozulmay1 onleyici 6zelliklerinden dolay1 islenmis gidalarda koruyucu olarak kullanilirlar.
Tablo 5°te gosterildigi gibi biitillenmis hidroksitoliien (BHT), propilgallat, biitillenmis
hidroksianisol (BHA) ve t-biitilhidrokinon (TBHQ) 6zellikle gida endiistrisinde en g¢ok
tercth edilen sentetik antioksidanlardir. Bu yararli etkilerinin yaninda sentetik
antioksidanlar ve olusumuna sebep olduklari ikincil {iriinlerin, bazi kanser tiirlerinin

olugmasina sebep olduklar1 gézlenmistir (52).

Tablo 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Durmaz’dan, (53))

Viicutta BulunanAntioksidanlar Dis Kaynakh oksidanlar
Kiigiik Molekiiller Enzimler An t?gﬂ;[?é;kmar Dogal Antioksidanlar

Metal Selatlayicilar (Ferritin,  Siiperoksit Dismutaz BHA Askorbik Asit
Seruloplazmin, Hemoglobin,  Katalaz BHT Tokoferoller
Miyoglobin) Peroksidazlar Propil gallat Flavonoidler
Askorbik asit Glutatyon peroksidaz Troloks Likopen
Melatonin Glutatyon rediiktaz TBHQ Karotenler
Glutatyon Proteazlar Fenolik asitler
Serotonin G6FD

Sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilecek dogal antioksidanlarin tespit
edilmesi icin bitkisel iiriinler iizerine yapilan arastirmalar énem kazanmustir. Ozellikle
askorbik asit, tokoferoller, fenolik bilesikler, amino asitler, karotenoitler, flavonoidler ve
enzimatik antioksidanlar (sliperoksitdismutaz, glukozoksidaz, katalaz) Onemli dogal
antioksidan 6zelliginde maddelerdir (54). Dogal ve sentetik antioksidanlar arasindaki temel

farklar Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Dogal ve sentetik antioksidanlar arasindaki farklar (Giil¢in’den, (55))

Sentetik Antioksidanlar Dogal Antioksidanlar
Bazilar1 adipoz dokuda depolanur. Tamami metabolize olur.
Giivenirliligi giderek azalmaktadir. Zararsiz ve giivenilirdir.
Genis uygulama alanina sahiptir. Kullanim, uygulama alan1 artmistir.
Coziiniirliikleri dusiiktiir. Coziiniirliikleri yiiksektir.
Bazilarmin kullanimi yasaklanmustir. Bazilarmin kullanimi sinirhidir.
flgi azalmaktadir. ilgi artmaktadir.
Ucuzdurlar. Pahalidirlar.
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2.8. Antimikrobiyaller ve Antibiyotiklere Diren¢

Bulasic1  hastaliklar baglica; bakteriler, viriisler ve parazitler tarafindan
olusturulmakta ve ge¢misten giinlimiize insan yasamini tehdit eden durumlar
yaratmaktadir. As1 ile korunma yontemlerinin gelistirilmesinden daha 6nceki donemlerde;
organik, inorganik ve boya Ozelligindeki maddeler kullanilarak tedavi yontemleri
gelistirilmeye calisilmistir (56). Mikrobiyal hastaliklarin tedavisi ile ilgili yaklagimlarin
antik Misir, Yunan ve Cin’de kullanildig1 bilinmektedir. Bilimsel ve modern anlamda
antibiyotiklerin hayatimiza girisi ile baslayan siire¢ Sir Alexander Fleming’in 1928 yilinda
Penicillium notatum kolonilerinin antimikrobiyal etkisini laboratuarinda gézlemleyip,
kesfetmesi ile baslamistir. Antibiyotiklerin 1940’1 yillarin basindan itibaren kullanima
sunulmasi ile saglik alaninda devrim niteliginde en 6nemli kazanimlardan biri elde edilmis
ve gilinimiize kadar gelen siiregte bircok bakteriyel hastaligin tedavisi saglanarak,

milyonlarca hayat kurtarilmistir (57, 58).

Penisilinin kesfedilip, kullanima girmesini takiben streptomisin ve tetrasiklinler
1940’11 ve 1950’1i yillarda gelistirilmis ve takip eden siirecte de diger aminoglikozitler,
yart sentetik penisilinler, sefalosporinler, kinolonlar ve giinlimiize kadar bircok diger
antibiyotikler  gelistirilmistir. Bu siire¢ antibiyotiklerin altin ¢ag1 olarak da
degerlendirilmektedir ve bu siirecte gelistirilen ¢esitli antibiyotikler sayesinde birgok
enfeksiyoz hastalik tedavi edilebilmis veya Onlenebilmistir. Giiniimiizde antibiyotikler
insan saglig1 alaninda oldugu kadar hayvan sagligi ve yetistiriciliginde, gida sektorii gibi

yasamimizin bir¢ok alaninda kullandigimiz vazgecilmez kaynaklardir (59).

Antibiyotikler giincel olarak, mikroorganizmalar tarafindan kismen veya tamamen
kimyasal olarak da elde edilebilen ve diisiik konsantrasyonlarda kullanildiklarinda bile
duyarli bakterilerin gelisimini durduran maddeler olarak tanimlanmaktadir (53).
Antimikrobiyaller, antibiyotikler, kemoterapétikler, antibiyotik olmayan maddeler,
dezenfektan, antiseptik, koruyucu ve immiinolojik iirtinler de dahil olmak iizere daha genis

perspektifte iirlinleri kapsamaktadir (60).

Antibiyotikler, bakteriler {izerine direkt Oldiiriicii olarak ‘bakterisit’ veya
tiremelerini durdurucu ‘bakteriyostatik’ olarak etki ederler. Bakterisit etkiye sahip
antibiyotiklere betalaktamlar (penisilin, sefalosporin), aminoglikozitler, polimiksinler ve
kinolonlar 6rnek olarak verilebilir. Bakteriyostatik etkili antibiyotiklere tetrasiklinler,

makrolidler ve linkozamidler 6rnek olarak verilebilir. Antibiyotikler, duyarli bakterilerin
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tireme ve gelisme siirecindeki etki mekanizmalarina gore; bakterinin hiicre duvari sentezini
engelleyenler (sefalosporinler ve penisilinler), ribozomlardaki protein sentezini inhibe
edenler (aminoglikozidler, makrolidler), hiicre zar1 biitiinliigii ve gec¢irgenligini bozanlar
(polimiksinler), niikleik asit sentezini bloke edenler (florokinolonlar) ve metabolik yollar

tizerinde antagonist etki yapanlar (siilfonamidler) olmak {izere bes grupta siniflandirilirlar
(59, 60).

Antibiyotik kesfi ve takip eden siirecte gelistirilen antibiyotiklerin insan ve hayvan
saglig1 acisindan yarattifi muhtesem etkilerin yaninda daha penisilinlerin kullanima
girmesini takip eden ilk yillardan itibaren antibiyotik direnci sorunu baslamistir. Direng
gelisimi kullanimda olan antibiyotikleri daha onceden etkili olduklar1 bakterilere karsi
etkisiz hale sokmakta ve bu durum hastalik siirecini uzatarak hayati tehdit olusturmaktadir.
Ozellikle hastane enfeksiyonlarina yol agan direngli bakteri suslart yogun bakim iinitesi
gibi alanlarda hayati tehdit olusturan ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Hali hazirda
kullanilan hemen biitiin antibiyotiklere karsi oldugu gibi, yeni kullanima sunulan
antibiyotiklere kars1 da diren¢ gelisimi zaman i¢inde gelisecek kaginilmaz bir durumdur.
Bu sebeple insanlik, belki yakin bir gelecekte antibiyotik Oncesi doénemleri yasayacak

duruma gelecektir (56, 61, 62).

Antibiyotik direnci sorununun ¢dziimii i¢in yeni ve daha etkili antibiyotiklerin
gelistirilmesinin  kritik 6nemi, bilim insanlarinin antibiyotik gelistirme c¢aligmalarina
ilgisini yeni ve alternatif kaynaklara yoneltmistir. Bu kaynaklarin baslica 6rnekleri bitkiler
ve ¢esitli kimyasal bilesiklerdir. Ozellikle, bitkilerden elde edilen fitokimyasal maddeler ile
yapilan  ¢alismalarda tmit verici sonug¢lar alinmaktadir. Bitkisel kaynakh
antimikrobiyallerin ¢esitli bakteri ve mantarlara karsi etkilerini direkt olarak ve mevcut
antibiyotiklerle kombine edildiklerinde sinerjik olarak gosterebildikleri gbzlenmistir. Bu
acidan bitkisel kaynaklar, yeni antimikrobiyal ve antibiyotik o6zellikli maddelerin
kesfedilmesi agisindan bilimsel ilgiy1 giliclii bir sekilde ¢cekmektedir ve bu alanda bir¢ok
arastirma yapilmaktadir (12, 63, 64).

2.9. Tirozinaz

Tirozinaz, polifenoloksidaz, monofenoloksidaz, fenolaz veya katekolaz olarak da
bilinir. Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin (monohidroksifenilalanin) ve
dihidroksifenilalanine kars1 spesifikligi nedeniyle verilmistir (65). Tirozin; epinefrin,

dopamin, melanin, norepinefrin ve tiroksinin 6n maddesidir. Fenilalaninden sentezlenir,
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proteinler vasitastyla viicuda alinir. Tirozinaz dogada ¢ok yaygindir (66). Yaygin olarak
bitkilerde bulunmasina ragmen, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve bazi hayvan

organlarinda da bulunur (67).

Tirozinaz, melanositlerdeki melanini biyosentetik yolunda Sekil 3-4’te gosterildigi

tizere ii¢ farkli reaksiyonla kataliz eder:

e Birinci yol; tirozinin levodopa’ya (L-DOPA) hidroksilasyonu.

e Ikinci yol; L-DOPA’nin dopakinona oksidasyonu.

e Ugiincii yol ise; insanlarda dopakinonun, siklizasyon ve oksidatif
polimerizasyonunu da igeren bir seri kompleks reaksiyonla melaninine

doniismesidir.
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Sekil 3. Tirozin-DOPA ve melanin iliskisi (Ozge Calay’dan, (68))
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Yapilan arastirmalar tirozinazin; 6zellikle mantar, yumru patates, seftali, elma,
muz, avokado, ¢ay yapraklari, kahve tohumlar1 ve tiitiin yapraklarinda diger kaynaklara
oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir (69). Ayrica kayisi, yabani
giil, enginar, yabani piring, 1spanak, yonca, bugday, yulaf, bezelye, sekerkamis1 yapragi,
bakla yapraklari, fasulye, domates, misir yapraklari, iizim, armut, zeytin gibi meyve ve
sebzelerde de tirozinazin oldugu tespit edilmistir (70). Bu dogrultuda tirozinaz enziminin
muhtemelen biitiin bitkilerde bulundugu seklinde bir genellemeye gidilmistir. Bitki
hiicrelerinde enzimin miktar1 ve dagilimi, meyve veya bitkilerin tiirline, yasina ve
olgunluguna baghdir (71). Tirozinaz insanlarda dahil olmak iizere, hayvansal
organizmalarin 0zellikle de deri, sa¢ ve géz pigmentlerinde bulunur (69). Onslow (1923)
siyah 1k tavsanlarin derilerinde, Bhagvat ve Richter (1938) eklem bacaklilarin kaninda
tirozinaz enziminin var oldugunu bildirmislerdir (72, 73). Arnow (1937), derinin giines
15181 ile bronzlagsmasinin tirozinaz etkisiyle oldugunu bildirmistir (74). Tirozinaz

boceklerdeki dis iskelet olusumunda da 6nemlidir (75).

OH OH
OH (

Tirozinaz ”

(.“! ( ”;
ll(l"f\llg HONH,

COOH ('m)ll
Tirozin DOPA Melanin Pigmentleri

Sekil 4. Tirozinden melanin olusumu (Ozge Calay’dan, (68))

Tirozinaz enzimi, hayvansal organizmalarda melanin sentezinde gérev almaktadir.
Melanin, canlilar1 giinesin zararli UV 1ginlarindan korumaktadir ve bu 6zelliginden dolay1
kozmetik ve saglik sektoriinde oneme sahiptir. Tirozinazin kullanildigr diger onemli
alanlardan biri de kanser arastirmalaridir. Bazi kanser tiirlerinde, hiicrede tirozinaz

aktivitesinin arttig1 gozlenmistir (76).

Anormal melanin pigmenti iiretimi insanlarda ciddi bir estetik problemdir.
Genellikle orta ve ileriki yaslarda sikca rastlanir (77). Anormal melanin pigmenti {iretimi,

yumusak derinin saglikli oldugunun isareti olarak degerlendirildigi diislintildiigiinde,
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giizellige oldukca Onem veren kiiltiirlerde hem goriiniisii hem de hayat kalitesini
diisiirmektedir (78). Eksojen sebepler (UV’ye maruz kalma, melasma, solar lentigines ve
cil gibi) pigmentel anormalliklerin yaygin sebebidir (79). Baz1 ilaglara ve kimyasallara
maruz kalmanin yani sira, belirli hastaliklarin  varligt da hiperpigmentasyonla
sonuglanabilir. Depigmente edici ajanlar, genellikle hiperpigmentasyon bozukluklarin

iyilestirilmesi i¢in regetelenmektedir (80).
2.10. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar, 6zellikle biitirilkolin ve asetilkoline olan substrat ilgisi nedeniyle
ikiye ayrilir. AChE dokularda serbest halde veya fosfolipitlerle bilesik halde bulunan,
asetilkolini hidrolizleyen non-spesifik bir enzimdir. AChE ger¢ek kolinesteraz; BChE
serum kolinesterazi, nonspesifik kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak isimlendirilir.
Yiiksek substrat yogunlugunda; BChE aktive, AChE ise inhibe olur. BChE segici olarak
tetraizopropilpirofosforamid vel0-(2-dietilaminopropil)-fenotiyazid ile inhibe olurken,
AChE ise 1,5-bis(4-allildimetilaminopropilpentan-3-on-dibromiir) ile inhibe olur. Iki
enzim aminoasit dizilimlerinde %65 benzerlik gosterirler. BChE {iglincii, AChE ise yedinci
kromozomlarda kodlanirlar (81). AChE, asetilkolini hidroliz eden enzimdir. Asetilkolin
maddesi ise, sinapslar arasindaki iletisimi olusturur. AChE genellikle beyin ve kas sinir
sinapslarinda bulunur. AChE’nin yapisi JL Sussman (1991) tarafindan X-1sm1 ile
belirlemistir (82).

BChE karacigerde sentezlenmektedir. Ameliyatlarda lokal anestetik olarak
kullanilan siiksinilkolin, BChE tarafindan hidroliz edilmektedir. BChE siiksinilkolini
organizmada parcalayabilen tek enzimdir. BChE, siiksinilkolinin %90’mn1 kisa siire
igerisinde parcalar ve sinir uclarinin depolarizasyonunun oniine gecer. Atipik BChE
hikayesine sahip hastalarda siiksinilkolin hizli bir bi¢gimde hidrolize edilemediginden
dolay1 apne olugsmaktadir. Koma ve oliimle sonuglanan vakalarda meydana geldiginden

dolayi1 anestezi dncesi kolinezteraz tayinleri yapilmaktadir (83, 84).

AChE ve BChE enzimleri Alzheimer’da da 6énemli rol oynarlar. Genetik yatkinlik
disinda Alzheimer hastaliginin en 6nemli sebeplerinden biri beyindeki kolinerjik kayiptir.
Kolinerjik kavsak ve sinapslardan salinan AChE diizeyinin Alzheimer hastalarinda azaldig:
saptanmistir (85). Son yillarda yapilan analizlerde; Alzheimer hastaliindan muzdarip
insanlarin beyinlerindeki BChE miktar1, saglikli insanlarin beyinlerine gore daha fazla

oldugu gortilmiistiir (86). Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisini agiklamak iizere yapilan
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bazi calismalarda; glutaminerjik sistemin kronik olarak uyarilmasi sonucu glutamat
miktarinin artmasi ile artan intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunun, hiicre 6liimiine
neden oldugu bildirilmistir (87). Son yillarda, Alzheimer hastalarinin tedavisinde basarimin
elde edildigi tek ilag grubu AChE inhibitorleridir. AChE inhibitorleri, AChE'yi inhibe

ederek, hastanin davranis bozukluklarinda 6nemli bir diizelme saglamaktadir (88, 89).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 7’de

gosterilmistir.

Tablo 7. Deneylerde kullandigimiz cihazlar

Cihaz Adx

Marka/Model

Etiiv

NUVE EN 400, Ankara, Tiirkiye

Karbondioksitli inkiibator

Thermo Scientific (Heracell 150i)

Karistiricili H,O banyosu

NUVEST 402

Laminar akimli kabin (biyogiivenlik seviyesi 2)

Tezsan

Hassas terazi

Presica LX 320 A, Dietikon, Isvicre

Manyetik karistirict

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Almanya

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Biotek (Epoch)

Orbital ¢alkalayict Stuart (SSM1)
Otoklav Hirayama (HV-50L)
pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Isvicre

Rotary evaporator

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Almanya

Saf H,0 cihazi

Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seul, Giiney Kore

Spektrofotometre

Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., LA,
Amerika

Vorteks karistirici

Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, Amerika

Vakum pompasi

Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Isvigre

Yari otomatik pipet

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Almanya

3.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindigi firmalar Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Tablo 8. Calismamizda kullandigimiz kimyasallar ve satin alindig1 firmalar

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Etanol

Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi

Gallik asit
MeOH-LC saflikta

Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya

L-DOPA Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
TPTZ Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Troloks Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Na,CO; Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
CuCl,.2H,0 Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
NH,CH;COO" Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Neokuproin Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
DTNB Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Asetilkolin iyodiir Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Biitirilkolin iyodiir Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Asetik asit Merck, Darmstadt, Almanya

Tirozinaz Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya
Kojik asit Sigma-Aldrich Chemie, Miinih, Almanya

3.3. E. chrysantha'min Temin Edilmesi ve Teshisi

Caligmada kullanilacak E. chrysantha bitkisi, 2017 yil1 agustos aymda Erzincan ili,
Refahiye yolu ve Ag1l6zii mezrasi yol seviyesinden yaklasik 1400 m yiikseklikten toplandi.
Bitkinin teshisi Erzincan Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ali
Kandemir tarafindan gerceklestirildi ve herbaryum numaras1 10960 olarak verildi. Bitki
numuneleri laboratuarimiza ulastirildi. Bitkinin toprak {istli kisimlari  kurutulmasi

sonrasinda degirmende toz haline getirildi ve 25°C’de muhafaza altina alindu.
3.4. E. chrysantha Ekstrelerinin Hazirlanmasi

E. chrysantha bitkisi oda sicakliginda gélgelde kurutulduktan sonra bitkiden 200 g
tartilarak alindi. Kurutulan bitkiler blendirdan gegirilerek toz haline getirildi. Toz haline
getirilen E. chrysantha su (H,O), MeOH, etil asetat (EtAc) ve CHCI3 (2000 mL) ile bir giin
boyunca 1siticili karistiricilarla ekstrakte edildi. Cozeltiler 4 °C’de muhafaza edildi.
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Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin polaritesi ekstraksiyon verimliligini etkiler. Apolar
yapidaki maddeler apolar ¢oziiciilerde, polar yapidaki maddeler ise polar ¢oziiciilerde daha
1yl ¢oziintirler. Coziiclilerin polaritelerinin farkli olmasi sebebiyle 4 farkli ¢oziicii segildi.
Polardan apolara degisen coziiciiler tercih edildi. Tezimizde kullandigimiz ¢oziiciilerin

polarite indeksi Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin polarite indeksi(Synder’den, (90))

Céziiciiler Céziicii Polarite indeksi
H,O 10.2
MeOH 5.1
EtAc 4.4
CHCl, 4.1

Calisma icin uygun aktivite gosterecek konsantrasyonlar 6n denemeler ile
belirlendi. En iyi aktivite gosteren konsantrasyonlar deney yontemlerine gore secildi.

Ayrica, ekstrelerin miktarlari literatiir taramasindan faydalanilarak belirlendi.
3.4.1. Tayinlerde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlamisi

Calismada kullanilan kimyasal ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi Tablo 10°da

gosterilmistir.
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Tablo 10. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglart

Cozelti

Hazirlanisi

0,2 N Folin-Ciocalteu

2 N Folin 1:10 oraninda saf H,O ile seyreltilir.

%7,5 "Tuk N3.2CO3

7.5 g Na,CO3 90 mL H,0O igerisinde ¢oziildiikten sonra, distile H,O
eklenerek 100 mL’ye tamamlandi.

Gallik asit ¢ozeltisi

31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda 1000 pg/mL
stok ¢ozeltiden hareketle MeOH ile seyreltilerek hazirlandi.

%10’luk AICI; ¢ozeltisi

5 g AICI; 50mL distile H,O ile ¢oziilerek hazirlandi.

%5°lik NaNO, ¢ozeltisi

2.5 g NaNO, 50mL distile H,O ile ¢oziilerek hazirlandi.

%4.3’liik NaOH ¢ozeltisi

2.15 g NaOH distile H,0 ile 50 mL’ye tamamlandi.

Kersetin ¢ozeltisi

31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda 1000 pg/mL
stok ¢ozeltiden hareketle MeOH ile seyreltilerek hazirlandi.

340 uL %37’lik HCI saf H,O’nun bir kismiyla ¢ozdiiriildiikten sonra

40 mM HC yine saf H,O ile 100 mL’ye tamamlandi.

10mM TPTZ 75 mL 40 mM’lik HCl igerisinde 234.249 mg TPTZ ¢oziildii.

20 mM FeCl; 324.4 mg FeCls distile H,O ile 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat tamponu 2.5 mL asetik asit H,O ile 40 mL’ye tamamlandiktan sonra 90 ml MeOH

(300 mM, pH 3.6)

ilave edildi, daha sonra 0.5 M NaOH ile pH 3.6’ya ayarlandiktan sonra
150 mL’ye H,O ile tamamlandi.

FRAP reaktifi

10:1:1 oraninda yukarida belirtilen asetat tamponu, TPTZ, FeCl;
¢ozeltileri karistirilarak hazirlandi.

Troloks ¢ozeltisi

Troloks’un 1000, 500, 250, 125, 62.5 uM konsantrasyonlari etanolle
uygun oranda seyreltilerek hazirlandi.

10 mM CucCl,.2H,0

92.4 mg CuCl,.2H,0 distile H,0O ile 50 mL’ye tamamland: (pH 7’ye
NaOH’la ayarland).

1M NH,CH;COO

3.8 g NH,CH5COO" distile H,O ile 50 mL’ye tamamlandi (pH 7’ye
NaOH ile ayarlandi).

7,5 mM neokuproin ¢ozeltisi

78 mg neokuproin 50 mL’ye MeOH ile tamamlandi.

DPPHe reaktifi

3.94 mg DPPHe 90 mL MeOH ile ¢oziildiikten sonra, 100 mL’ye
tamamlandi.

BHT c¢ozeltisi

0.01 mg/mL stok ¢6zeltiden hareketle 0.005, 0.025, 0.0125, 0.00625
mg/mL konsantrasyonlarda MeOH ile seyreltilerek hazirlandi.

L- DOPA ¢ozeltisi (2.5 mM)

0.004925g L-DOPA fosfat tampon ¢ozeltisiyle ( pH: 6.8 ) 10 mL’ye
tamamlandi.

Kojik asit standardi (25, 50, 100,

500 pg/mL)

2.5 mg kojik asit alimip tampon ¢ozelti ile 5 mL ye tamamlandi.
Hazirlanan 500 pg/mL kojik asit ¢dzeltisi tampon ¢ozelti ile istenilen
derisimlere seyreltilerek kullanildi.

3.5. Antioksidan Aktiviteler

3.5.1. Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

TFM o0l¢iimii i¢in Singleton ve Slinkard (1977) tarafindan gelistirilen ve yaygin

olarak kullanilan Folin metodu kullanildi. Bu metod numunedeki toplam ¢6ziilebilir
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fenolik madde ile Folin-Ciocalteu reaktifinin alkali ortamda fenolik yapiya sahip bilesikler
ile renkli kompleks olusturmasi ve olusan absorbans degerinin 765 nm'de okunmasi
prensibine dayanmaktadir (91). Folin metodu ile diger elektron transferine dayanan
metotlar arasinda miikemmel dogrusal korelasyon oldugu belirlenmistir. Bu durum,
deneylerde antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi i¢in, Folin metodunun yararliligini
dogrulamaktadir. Folin metodu ile toplam fenolik madde tayini; giivenilir, basit ve

tekrarlanabilirdir (92).

Farkl1 derisimlerdeki (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL) gallik asit standartin
absorbans olglimii yapildi. Absorbanslara gore grafik olusturuldu. Grafikten E. chrysantha
ekstrelerinin TFM miktarlar1 belirlendi. Sonuglar mg gallik asit esdegeri (GAE)/g numune
olarak verildi. Tiplere, 50 pL‘lik her bir standart/numune ¢ozeltisi sirastyla pipetlendi.
Reaktif korii 50 pL ¢oziiciilerle pipetlendi. Sonrasinda, her tiipe 2.5 mL distile H,O ilave
edildi ve 250 pL Folin-Ciocaltaeu reaktifi eklendi. Standart ve numune tiiplerine 250 pL
distile H,O eklendi. Vortekslendi, oda sicakliginda ii¢ dakika (dk) inkiibe edildi. Ardindan,
tiim tiiplere 750 pL (%7.5’luk) Nay,COs eklenerek tekrar vortekslendi ve oda sicakliginda
iki saat inkiibe edildi. Sonra 765 nm’de absorbanslar spektrofotometre cihazi yardimiyla

okundu. TFM miktart sonuglart pg GAE/g numune olarak verildi.
3.5.2. Toplam Flavonoid Madde (TFIM) Tayini

TFIM miktar1 Arvout-Grand ve arkadaglar1 (1994) tarafindan kullanilan yonteme
gore spektrofotometrik olarak belirlendi (93). Aliiminyum kloriir’iin (AlCl3), flavonoller ve
flavonlarin; C-3 veya C-5 hidroksil gruplari ve C-4 keto grubu ile kararli kompleksler
olusturmasi metodun prensibini olusturur. TFIM, AICIl3’lin kalorimetrik olarak olgiilmesi

esasina dayanur.

2 mg/mL E. chrysantha ekstrelerine 1 mL AICl; (%2) eklendi ve karistirildi. Kor
ornegine 1 mL ekstre ve 1 mL MeOH eklendi. Standart olarak kullanilan kersetin farkli
derisimlerde (0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/mL) hazirlandi. Numuneler 25°C’de 10 dk
bekletildi. 415 nm’de absorbans degerleri kore karsi belirlendi. Ekstrelerin flavonoid

icerikleri kersetin esdegeri (QE) olarak belirlendi. Sonuglar mg QE/g birimiyle gosterildi.
3.5.3. FRAP Yontemi

Demir (111) (Fe*)-TPTZ (2,4,6 Tripridil-S-Triazin) bilesiginin, antioksidanlar
esliginde mavi renkli olarak Fe(II)-TPTZ’ye rediiklenmesi ve Fe(Il)-TPTZ’nin 593 nm'de
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maksimum absorbans vermesi FRAP metodunun temelini olusturur (94). Reaksiyon Sekil
5’te gosterilmistir. FRAP yonteminin en Onemli avantaji, basitligi, hizi, ucuzlugu ve

saglamligidir. Ozel bir ekipman gerektirmez (92).

[Fe(I(TPTZ).]™

Sekil 5. FRAP reaksiyonu (Biiytiktuncel’den, (92))

E. chrysantha ekstreleri 10 mg/mL derisiminde hazirlandi. Standart troloksun
derigimleri (1000, 500, 250, 125, 62.5 uM) olarak hazirlandi. FRAP reaktifi hazirlandi,
kullanilmaya baslayincaya kadar yavasca karistirildi.

Sonra askorbik asit seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon (62.5, 125, 250, 500, 1000
uM) elde edildi. Test ve numune korii siralarina 50 pL numune ¢dziiciisii, standart tiipline
ise 50 pL troloks ¢ozeltisi, reaktif koriine ise numune/standart ¢oziiciilerden 50 pL
pipetlendi. Test ve reaktif tiiplerine 1.5 mL FRAP reaktifi, numune ve standart tiiplerine ise
1.5 mL numune/standart ¢oziiciisli pipetlendi. Vortekslendi. 25°C’de 20 dk bekletildi. 20
dk’st dolan tiipler alinip, plastik kiivete aktarildi ve absorbans 595 nm'de okundu.
Absorbans 595 nm troloksa karsi grafige gegildi. FRAP degeri asagidaki gibi hesaplandi
(Esitlik 1):

FRAP degeri = [Numune absorbansinin karsilik geldigi (troloks) x 2] uM (Esitlik 1)
3.5.4. CUPRAC Yontemi

Bakir (1) iyonu (Cu*?) indirgeme antioksidan kapasitesi Apak ve arkadaslarnin
metoduna gore belirlenecektir. Bu metotta, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin’in Cu(Il) ile

olusturdugu Cu(Il)-neokuproin bilesiginin, antioksidanlarla 450 nm’de Cu(I)-neokuproin
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kelatina rediiklenme 6zelliginden faydalanilmistir. Etkili, hizli, ucuz ve kolay bir yontem

oldugu i¢in ¢ok tercih edilen bir metottur (95). Reaksiyon Sekil 6°da gosterilmistir.

\\_// ARL__J oksdde (et
), .\\ .,N { AGX AOX
\ / \ F

Ak vl CUPRAC reakufi Sar Turancn (e
A ™ 150

Sekil 6. CUPRAC reaksiyonu (Burnaz Arslan’dan, (96))

E. chrysantha ekstreleri 10 mg/mL hazirlandi. Troloks farkli derisimlerde (62.5,
125, 250, 500, 1000 puM) hazirlandi. Konsantrasyon/absorbans egrileri olusturuldu.
CUPRAC degeri g numune basina uM olarak belirlendi. Reaktifler ve test c¢ozeltileri
hazirlandi. Test ve numune korii siralarina 500 pl numune ¢oziiciisii, standart
korilinestandart ¢oziiciisii pipetlendi. Tiim tiiplere 1000 L. NH4CH3COO™ ve 1000 pL
CuCl;.2H,0 pipetlendi. Test ve reaktif kortine 1000 pL neokuproin reaktifi,
numune/standart korlerine 1000 pL MeOH 20 sn arayla pipetlendi ve vortekslendi.
Karanlikta, 25°C’de 30 dk bekletildi. 30 dk’s1 dolan tiip alinip, plastik kiivete aktarildi ve

absorbans 450 nm de okundu.
3.5.5. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH?- bilesigi lipit peroksidasyonuna sebep olur ve sentetik olarak {iretilir. 517
nm’de maksimum absorbans gosteren DPPHe koyu menekse rengindedir. Bu metot,
antioksidanlarla absorbans diigiisiine bagli maddelerin tespitine dayanir (97). DPPH
yontemi basit ve hizlidir. Dogru ve tekrarlanabilir sonuglar verir. Cok sayida 6rnek analizi

mikroplaka kullanilarak yapilabilir (98). Reaksiyon Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. DPPH Reaksiyonu (Nacak’tan, (98))

Standart olarak giiclii bir sentetik antioksidan olan BHT, MeOH ile seyreltilerek
farkli derisimlerde (0.000625, 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01 mg/mL) hazirlandi. Standart
tiipiine 750 uL BHT, test, numune ve reaktif koriine 750 pL. numune ¢oziiclisli pipetlendi.
Standart, test ve reaktif tiiplerine 750 pL DPPHe standart ve numune koriine 750 pL
MeOH pipet yardimiyla eklendi. 25°C’de 50 dk bekletildikten sonra 517 nm’de
absorbanslar okundu. Sonuglar grafige gegirilip DPPHe miktarini siipiiren madde miktari

(SCsp) degerleri (mg/mL) hesaplandi.

SCsp degeri  c¢ozeltideki radikal miktarin1  yariya  diisliren  numune
konsantrasyonudur. 5 farkli derisimdeki (0.000625, 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01 mg/mL)

numunenin Ol¢limleri yapilarak konsantrasyon/absorbans grafikleri olusturuldu.

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde bu ydntemleri segmemizin temelini;
yaptigimiz literatiir taramalarinda bu yontemlerin sik¢a kullaniliyor olmasi, fakiiltemizde
daha Once yapilan caligmalarda basarili sonuglar vermis olmalari, esdeger yontemlere

nazaran basit, ucuz ve dogru sonug¢ veren yontemler olmalari olusturmaktadir (99).
3.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
3.6.1. Test Mikroorganizmalari

Antimikrobiyal aktivite testleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 arastirma laboratuarinda yapilmistir. Bu ¢alismada genel olarak bitki ekstratlarinin ve
sentezlenen kimyasal bilesiklerin antimikrobiyal aktivite tayinlerinde kullanilan ve
laboratuvarda -80 °C’de muhafaza edilen standart bakteri ve maya mantari suslar
kullanilmistir.  Antimikrobiyal aktivite gram negatif (Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiela pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
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Acinetobacter haemoliyticus ATCC 19002, Salmonella thphimurium ATCC 14028), gram
pozitif (B. subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 25923) ve maya mantar1 (Candida albicans ATCC 10231) iizerinde

incelenmistir.

E. chrysantha’ nmin toprak {istli yaprak ve govde kisimlarinin MeOH, H,0, EtAc ve
CHCI; ile ekstrakte edilmesi sonucunda elde edilen bitki ekstreleri, dimetilsiilfoksit’te
(DMSO) ¢oziilerek 10 mg/mL’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ekstrelerin antimikrobiyal
aktiviteleri yukarida belirtilen referans bakteri suslar1 kullanilarak agar kuyucuk ve sivi

mikrodiliisyon yoéntemleri (MIK) kullanilarak test edildi.
3.6.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Ekstrelerimizin antimikrobiyal aktiviteleri ilk olarak agar kuyucuk diflizyon
yontemi ile test edilmistir (10). Bu yontemde bakteriler icin Mueller Hinton agar (MHA)
ile siv1 besiyerleri (MHB), mantarlar i¢cin Sabora agar (SDA) kullanildi. Test edilecek
bakterilerin bir gecelik kiiltiirlerinden sivi besiyeri i¢inde yaklasik olarak 10° kob/mL
(koloni olusturan birim) seklinde diliisyonlar1 hazirlanmis ve kati besiyerlerine yaygin
ekimleri yapilmistir. Daha sonra besi yerleri {izerinde steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarla 5 mm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve her bir kuyucuga test edilecek 6rneklerin 1
mL’de hazirlanmis stok c¢ozeltisinden 50 pL eklenmistir. Bakteri ihtiva eden petriler 24
saat, maya ihtiva eden petriler 48 saat 37°C'de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi
sonrasinda bir cetvel yardimiyla inhibisyon zonlari dl¢iilmistiir. Pozitif kontrol olarak
gram negatif bakterilerin tiimii ve gram pozitif mikroorganizmalardan B. subtilis i¢in
gentamisin, E. faecalis i¢in siprofiloksasin, S. aureus i¢in ampisilin ve C. albicans igin

nistatin; negatif kontrol olarak DMSO kullanilmustir.
3.6.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Tayini

Agar kuyucuk diflizyon testi sonucunda bitki ekstraktlarinin yaklagik 10 mm ve
tizeri zon ¢ap1 olusturan antimikrobiyal etkinlikleri, kantitatif olarak sivi mikrodiliisyon
yontemi ile pg/mL olarak test edildi. Sivi mikrodiliisyon yontemi Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi’nin (EUCAST) oOnerdigi sekilde standartlar temel alinarak
uygulandi (100). Bu amagla bakteriler icin MHA ve MHB, maya mantarlar1 icin SDA

besiyerleri kullanilmistir.
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Sivi mikrodiliisyon yontemi ig¢in 96 kuyucuklu ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) kitleri kullanilmistir. Ekstrelerin 0,1 mL'si siv1 besiyerleri kullanilarak seri
sulandirmalar1 yapilmistir. Inkiibe edilecek mikroorganizmalarin bir gecelik kiiltiirlerinden
McFarland 0,5 bulanikliginda (10° kob/mL) hazirlanip bu konsantrasyon 1:100 sulandirild:
ve her bir kuyucuga 0.005 mL mikroorganizma (son test konsantrasyonu 5X10°
kob/kuyucuk) ilave edildi. Kitler 37°C'de 24 saat siire ile aerobik kosullarda etiivde inkiibe
edildi. Mikrodiliisyon kuyucuklarindaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen engellendi
ve ¢iplak gozle belirlenebilen en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonu olarak MIiK
degeri belirlendi. Minimal bakterisit konsantrasyonunu belirlemek i¢in lireme olmayan
kuyucuklardaki diliisyon alinip agar plakalara ekildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.
Pozitif kontrol olarak B. subtilis i¢in gentamisin, negatif kontrol olarak DMSO kullanildi.

3.7. Tirozinaz Enzim inhibitér Aktivite Tayini

L-DOPA substratt ve dopakrom yardimiyla drneklerin tirozinaz enzim inhibitor
aktivitesi belirlendi (101). Bu amagla mikro plakadaki kuyucuklara 25 pL 6rnek ¢ozelti ve
100 pL fosfat tamponu (pH 6.8) eklendi. Bu karisim 15 dk 25°C'de inkiibe edildi,
sonrasinda 40 uL L-DOPA ilave edildi. Aym sekilde hazirlanmis tepkime reaktiflerine
ornek ¢ozelti eklenerek kor hazirlandi. Korlerin ve Orneklerin absorbanslar1 10 dakika
25°C'de inkiibe edilmesinden sonra 492 nm'de okundu. Korlerin absorbanslar1 érneklerin
absorbanslarindan c¢ikarilarak gergek absorbanslar elde edildi ve bu degerin yarisi, yari

maksimum inhibiitor konsantrasyonu (ICsp) degerlerini olusturuldu.
3.8. AChE Enzim Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Ellman metodu; Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline pargalanmasi sonrasi,
tiyokolinin 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyon vermesi sonucunda,
sart renkli 5- tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu olusturdugu kolorimetrik bir ydntemdir.

Deneyimiz, 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak yapildi (102).

AChE enzim inhibisyon aktivitesini belirlemek i¢in, asetilkolin iyodiir substrat
olarak, AChE enzim olarak, galantamin standart olarak kullanildi. Mikroplaka
kuyucuklarma; MeOH ile 0.5 mM konsantrasyonda hazirlanandrnek ¢ozeltilerinden 10 pL,
130 pL fosfat tamponu (pH 8) ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL eklendi. Bu soliisyon 10 dk
boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda 20 pL substrat ve 20 uL. DTNB reaktifi her
kuyucuga eklendi. Mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans
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okundu. Tiim bilesiklerin 25 pg/mL’den 200 pg/mL’ye kadar seyreltilmis cozeltileri
hazirlandi. ICsp degerleri de hesaplandi.

3.9. BChE Enzim Aktivitesi Yontemi

BChE enzim inhibisyon aktivitesini belirlemek i¢in, biitirilkolin iyodiir substrat
olarak, BChE enzim olarak, galantamin standart olarak kullanildi. Mikroplaka
kuyucuklarmma; MeOH ile 0.5 mM konsantrasyonda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerinden 10
uL, 130 pL fosfat tamponu (pH 8) ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL eklendi. Bu soliisyon 10
dk boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda 20 uL substrat ve 20 uL. DTNB reaktifi her
kuyucuga eklendi. Mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda
absorbanslar belirlendi. Tiim bilesiklerin 25 pg/mL’den 200 pg/mL’ye kadar seyreltilmis

cozeltileri hazirlandi. ICsq degerleri de hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. TFM Miktar1 Tayini Sonuglari

Yaptigimiz ¢calismada TFM miktar1 tayini sonuglart Sekil 8-9°da gosterilmistir.
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Sekil 8. Gallik asit standardi kullanilarak hazirlanmis standart ¢alisma grafigi
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Sekil 9. E. chrysantha ekstrelerinin TFM miktar1 degerleri
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4.2. TFIM Miktar1 Tayini

Yaptigimiz ¢alismada TFIM miktar1 tayini degeri Sekil 10-11’de gosterilmistir.
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Sekil 10. Kersetin standardi ile hazirlanmis olan standart ¢calisma grafigi
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Sekil 11. E. chrysantha ekstrelerininTFIM miktar1 degerleri

4.3. FRAP Tayin Sonuglari

Yaptigimiz ¢calismada FRAP degeri Sekil 12-13’te gosterilmistir.
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Sekil 12. Troloks standardi kullanilarak hazirlanmis olan standart ¢alisma grafigi
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Sekil 13. E. chrysantha ekstrelerinin FRAP degeri

4.4. CUPRAC Tayin Sonuclar

Yaptigimiz ¢alismada CUPRAC degeri Sekil 14-15’te gosterilmistir.
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Sekil 14. Troloks standardi ile elde edilmis standart ¢alisma grafigi
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Sekil 15. E. chrysantha ekstrelerinin CUPRAC degerleri

4.5. DPPH" Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini Sonuglar

DPPH" Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini sonucu olarak 4 ekstrenin
absorbans/konsantrasyon grafikleri Sekil 16-19°da; standart olarak kullanilan BHT’nin

absorbans/konsantrasyon grafigi Sekil 20’de verilmistir.
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Sekil 16. E. chrysantha H,O ekstresinin absorbans/konstrasyon grafigi
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Sekil 17. E. chrysantha MeOH ekstresinin absorbans/konstrasyon grafigi
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Sekil 18. E. chrysantha EtAc ekstresinin absorbans/konstrasyon grafigi
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Sekil 19. E. chrysantha CHCI; ekstresinin absorbans/konstrasyon grafigi
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y =-8,704x + 0,5522
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Sekil 20. BHT standardinin absorbans/konstrasyon grafigi

4.5.1. SCsy Degerinin Sonucu

DPPHe« yontemine gore E. chrysantha ekstrelerinin ve BHT nin SCsy degerleri
Sekil 21°de verilmistir.
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Sekil 21. E. chrysantha ekstrelerininve BHT nin SCsy degerleri
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4.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclari

E. chrysantha ekstrelerinin ve kullanilan standart antibiyotiklerin antimikrobiyal
aktivite sonuglar1 Tablo 11°de, sonu¢ veren mikroorganizmanin sivi mikrodiliisyon

yontemi ile olusturdugu MIK konsantrasyonu Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 11. E. chrysantha ekstrelerinin agar kuyucuk diflizyon yontemi ile olusturdugu
inhibisyon ¢aplar1

Mikroorganizmalar ve Zon Caplar1 (mm)

Ekstreler Gram pozitif Gram negatif Mantar
Bs Ef Sa Ec Pa Kp Ah St Ca
H,0O ekstresi 7 7 7 7 7 7 7 7 7
MeOH ekstresi 1 7 7 7 7 7 7 7 7
EtAc ekstresi 12 7 7 7 7 7 7 7 7
CHCl; ekstresi 12 7 7 7 7 7 7 7 7
PK
Gentamisin 24 7 7 18 17 19 16 15 7
Siprofloksasin 7 23 7 7 7 7 7 7 7
Ampisilin 7 7 24 7 7 7 7 7
Nistatin 7 7 7 7 7 7 7 7 16
NK 7 7 7 7 7 7 7 7 7

Ah: A. haemoliyticus, Ca: C. albicans, Bs: B. subtilis, Ef: E. faecalis, Ec: E. coli, Kp: K. pneumoniae, Pa: P.
aeruginosa, St: S. thphimirium, Sa: S. aureus, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol

Tablo 12. E. chrysantha ekstrelerinin  B. subtilis’e karst minimum inhibisyon

konsantrasyonlari
Ekstreler Mikroorganizma ve MiK Degeri (ng/mL)

H,0 ekstresi -
MeOH ekstresi >2500
EtAc ekstresi >2500
CHCl; ekstresi 1250
Pozitif kontrol

Gentamisin 2
Siprofloksasin -
Ampisilin -
Nistatin -
Negatif kontrol >2500
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4.7. Tirozinaz Inhibitor Aktivite Sonuclar

E. chrysantha ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari Tablo 13 ve Sekil
22-27’de verilmistir.

Tablo 13. E. chrysantha ekstrelerinin ve kojik asitin 1Csq degerleri

Numuneler 1Cs (ng/mL)
Kojik asit 61
H,0 ekstresi 151
MeOH ekstresi 52
EtAc ekstresi >1000 (1288.25)
CHCl;ekstresi >1000 (1548.82)
120
§ 100 y =54.309x - 47.534
-~ R2=0.9959
S 80
Z
5 60
=
£ 40
3
£ 20
S
= 0
= 0 1 2 3
Log [C]

Sekil 22. Kojik asit standardinin % tirozinaz inhibisyonu

90,00
80,00 y = 53,929 - 67,605
70,00 R2=0,997
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Tirozinaz inhibisyon (%)

0,00 1,00 2,00 3,00

Log [C]

Sekil 23. E. chrysantha H,O ekstresinin % tirozinaz inhibisyonu

36



100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

y =43,796x - 25,358
R2=10,9792

Tirozinaz inhibisyonu (%)

0,00 1,00 2,00 3,00
Log [C]

Sekil 24. E. chrysantha MeOH ekstresinin % tirozinaz inhibisyonu
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Sekil 25. E. chrysantha EtAc ekstresinin % tirozinaz inhibisyonu
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Sekil 26. E. chrysantha CHCI; ekstresinin % tirozinaz inhibisyonu
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Sekil 27. E. chrysantha ekstrelerinin ve kojik asit standardinin ICs degerleri

4.8. AChE Inhibitor Aktivite Sonuclar

AChE tayininde bulunan enzim aktivitesi % inhibisyon sonuglari Tablo 14, Sekil
28-33’ te verilmistir.

Tablo 14. AChE enzim aktivitesi % inhibisyon ve ICs, degerleri

Numuneler Konsantrasyon (ng/mL) % Inhibisyon 1C5 (ng/mL)

25 29.638 + 3.025

H.O ekstresi 50 47.147 £ 0.590 60

ekstresi

2 100 59.006 + 2.572
200 66.290 £ 2.123
25 34.661 +£3.018
. 50 44.923 +0.870

MeOH ekstresi 61
100 58.432 +1.038
200 70.667 +£2.347
25 22.139 +2.039
. 50 29.709 + 1.287

EtAc ekstresi 537
100 34.464 +2.334
200 41.191+3.712
25 17.241 £2.312
. 50 25.027 £ 1.261

CHCI; ekstresi 602
100 30.875 £2.473
200 38.931 +3.565
25 64.783 £ 1.379
] 50 73.233 £3.212

Galantamin 7

100 79.889 + 1.781
200 90.187 £2.423
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Sekil 28. Galantamin standardinin % AChE inhibisyonu
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Sekil 29. E. chrysantha H,O ekstresinin % AChE inhibisyonu
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Sekil 30. E. chrysantha MeOH ekstresinin % AChE inhibisyonu
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Sekil 31. E. chrysantha EtAc ekstresinin % AChE inhibisyonu
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Sekil 32. E. chrysantha CHCI3 ekstresinin % AChE inhibisyonu
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Sekil 33. E. chrysantha ekstrelerinin ve galantamin standardinin ICsq degerleri

4.9. BChE Inhibitér Aktivite Sonuclar

BChE tayininde bulunan enzim aktivitesi % inhibisyon degerleri Tablo 15, Sekil

34-39’da verilmistir.

Tablo 15. BChE enzim aktivitesi % inhibisyon ve 1Csy degerleri

Numuneler Konsantrasyon (ng/mL) % Inhibisyon ICso (ng/mL)
25 37.401 +£1.419
. 50 46.524 + 2.367
H,0O ekstresi 67
100 52.725 + 1.429
200 64.692 +1.372
25 45.616 +1.243
. 50 55.845 +1.289
MeOH ekstresi 33
100 62.994 + 1.709
200 70.182 +1.038
25 27.765 + 2.369
. 50 35.434 +1.326
EtAc ekstresi 147
100 44.984 + 2.347
200 53.752 + 3.546
25 27.212 +2.364
. 50 35.269 + 3.258
CHClI; ekstresi 229
100 39.731 + 3.249
200 49.250 + 2.369
25 47551 +£2.314
. 50 58.531 +1.987
Galantamin 29
100 66.588 + 1.963
200 78.673 +2.351
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Sekil 34. Galantamin standardinin % BChE inhibisyonu
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Sekil 35. E. chrysantha H,O ekstresinin % BChE inhibisyonu
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Sekil 36. E. chrysantha MeOH ekstresinin % BChE inhibisyonu
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Sekil 37. E. chrysantha EtAc ekstresinin % BChE inhibisyonu
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Sekil 38. E. chrysantha CHCI; ekstresinin % BChE inhibisyonu
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Sekil 39. E. chrysantha ekstrelerinin ve galantamin standardinin ICso degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Ulkemiz bitkisel agidan ve &zellikle endemik bitkiler agisindan zengin bir floraya
sahip iilkelerden biridir. Bitki tliriiniin bu denli zengin olmasi, hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecek bitkilerin arastirilmasina yonelik bilimsel ¢alismalarin  6nemini
artirmaktadir. Son yillarda yapilan c¢aligmalara gore, bitkilerden elde edilen biyoaktif
molekiillerin insan saglig1 lizerinde yararl etkileri oldukc¢a fazladir. Bu konu ile ilgili genis
capta arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle sentetik antioksidanlarm yerini alabilecek dogal
antioksidanlarin bulunmasi amaciyla tibbi bitkiler, sebze ve meyveler iizerinde ¢ok sayida
arastirmalar yiiritiilmektedir. Kanser, dejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi ¢esitli hastaliklara karst dogal antioksidanlarin serbest radikallerle miicadele edip

metabolizmay1 korudugu bilinmektedir (103).

Bitkilerde sekonder metabolit olarak bilinen bilesiklerden fenolik bilesikler,
bitkilerin gesitli kisimlarinda bulunurlar (104). Gilinlimiize kadar yaklasik 4000’1 askin
bitkisel fenolik bilesigin yapist incelenip aydinlatilmis olmasina ragmen bu fenolik

bilesiklere siirekli olarak yenileri ilave olmaktadir (105).

E. chrysantha ekstrelerinde TFM miktari, TFIM miktari, FRAP, CUPRAC, DPPH’
ve antimikrobiyal aktivite ile fenolik yapisinin belirlenmesine ait literatiirde ¢cok az sayida
calismaya rastlanmistir (106). Bu sebepten dolayr tartismamizda farkli Echinophora
tiirleriyle yapilan arastirmalara yer verilmistir. Calismamizda TFM ve TFIM miktarlari
sirastyla MeOH ekstresi > HyO ekstresi > CHCl; ekstresi > EtAc ekstresi seklinde
bulunmustur. Ozellikle E. chrysantha MeOH ekstresinde TFM ve TFIM miktarlar1 sirasiyla
325 nug GAE/g numune 472 pg QE/g numune olarak bulunmustur. Mileski ve arkadaslari
(2014) E. sibthorpiana bitkisinden hazirlanan MeOH, etanol ve H,O ekstrelerinde TFM ve
TFIM miktarlarinin sirasiyla 38-60 mg GA/g, 3.15-19 mg QE/g araliginda bulundugunu
belirtmislerdir (107). Pirbalouti ve arkadaslar1 (2013) E. platyloba MeOH ekstresinin TFM
ve TFIM miktarlarin1 sirastyla 74 TAN/g ekstrakt, 14 mg rutin/g ekstrakt olarak
bulmuslardir (108). Calismalarda gozlenen bu farkli sonuglar bitkinin yetistirildigi
bolgeye, bitkinin igerdigi bilesenlerin farkli olmasina, hasat zamanina ve degisik

ekstrelerin kullanilmasina bagli oldugu diisiiniilebilir.

Dogal antioksidanlarin aktiviteleri ile onlarin biyofonksiyonlar1 yakindan iliskilidir.

Kronik hastaliklarin, mutasyonlarin, patojenik bakteriyel gelisiminin inhibisyonu, DNA
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hasarlarinin ve karsinogenezin azaltilmasi, biyolojik sistemlerdeki serbest radikal

gelisiminin azaltilmasi ve sonlandirilmasi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir.

Bu ¢alismanin temel amaci E. chrysantha bitkisinin farmasotik degerinin 6n plana
cikarilmasi, antioksidan, antimikrobiyal ve enzim inhibitor aktivitelerinin belirlenerek
terapotik potansiyelinin agiga ¢ikarilmast ile dogal antioksidan kaynagi olarak

kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Son yillarda antioksidan aktivite gosteren tibbi bitkilerin beslenme ve gida
alanlarindaki kullanimlar1 hakkinda ¢ok sayida ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar halen
olduk¢a yogun bir tempoda devam etmektedir. Bunun sebepleri arasinda bitkilerin birer
antioksidan olarak bilinen karotenoit, fenolik ve flavonoid bilesik igerigi agisindan zengin
olmalar ile bu bilesiklerin ortaya ¢ikarabilecegi herhangi bir yan etkiye sahip olmamalari

sayilabilir (109).

Tibbi bitkilerin ya da onlardan izole edilen etken maddelerin biyolojik aktivite
kapasitelerinin agiga kavusturulmasi olduk¢a Onem tagimaktadir. Antioksidan aktivite
belirlenmesi i¢in kullanilan metotlardan, toplam indirgeme kapasitesinin belirlenmesi,
serbest ya da iyonik radikallerin giderilmesi ve metal selatlama aktivitesi gibi metotlar

oldukga sik kullanilmaktadir (110).

Yiyeceklerin antioksidan bilesenlerinin ve antioksidan kapasitelerinin bilinmesi
beslenme ve tip uzmanlarini ilgilendirdigi kadar besin ve saglik alanindaki arastirmacilarin
da ilgi konusu olmustur. Besinler ¢ok sayida bilesen igererek kompleksligi nedeniyle
yapisindaki antioksidan bilesiklerin tek tek izole edilmesi ve tayin edilmesi hem zaman
alict hem de pahalidir. Bir karistmda bulunan antioksidan bilesiklerin gosterebilecegi
muhtemel sinerjik iliskileri gbz oniinde bulunduruldugunda total antioksidan kapasiteyi

Olcebilecek yontemler olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Insan sagh@ iizerine serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek icin gida,
eczacilik ve tip alaninda antioksidan maddelerin kullanimi gittik¢e yayginlasmaktadir.
Antioksidan o0zellik gosteren maddelerin serbest radikalleri giderici aktiviteleri c¢ok
yiiksektir. Bircok eksojen ve endojen sebeplerden dolayr serbest radikaller ortaya
cikmaktadir. Ozellikle gida sektdriinde iiriinlerde lipit peroksidasyonun meydana gelmesi

irlintin saglik kalitesini azaltmaktadir.
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Son yillarda yeni dogal antioksidan kaynaklarini kesfetmek ve serbest radikallerin
ortadan kaldirilmasini 6lgmek igin ¢ok sayida antioksidan yontem gelistirilmistir. Bu
yontemlerden; metal iyonlar1 indirgeme kapasitesi (CUPRAC ve FRAP), tiyosiyanat
yontemi, ABTSe+ katyon radikali giderme aktivitesi, DPPHe serbest radikal giderme
aktivitesi, PMS-NADH-NBT sistemi, DMPDe<+ giderme aktivitesi, siiperoksit anyon
radikalleri giderme aktivitesi gibi metodlar en sik kullanilan metotlardandir. Bu
antioksidan metotlarin uygulamalarinin  kolay olmasi, analizlerin kisa siirede
uygulanabilirligi ve hassas olmalar1 gibi avantajlarindan dolay1 yaygin olarak

kullanilmaktadir (111).

Antioksidan aktivite tayin metotlari, bitkiler ve bitkilerden izole edilen etken

maddelerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi agisindan yaygin olarak kullanilmaktadir

(112).

Calismamizda antioksidan aktivite tayin metotlarindan FRAP metoduna gore ferrik
iyonlarini indirgeme kapasitesi, CUPRAC metoduna gore kuprik iyonlarii indirgeme

kapasitesi ve DPPHe serbest radikal giderme aktivitesi diizeylerine bakilmustir.

FRAP metodu, antioksidan 6zellik gosteren maddelerin elektron transferi yapmasi
ve indirgeyici ozellikler gostermesi prensibine dayanmaktadir. Indirgeyici antioksidanlar,
oksidan maddeleri indirgeyerek onlarin olusturabilecekleri zararli etkileri azaltirlar.
Arastirma sonuglarimizin MeOH ekstresi > H,O ekstresi > EtAc ekstresi> CHCI3 ekstresi
seklinde Fe*® indirgeyici kapasitesine sahip oldugunu ve bu sebepten elektron verebilme
ozelligi tasidigini gérmekteyiz. Buna gore Ozellikle MeOH ekstremizin aktif serbest
radikalleri inaktif ederek, serbest radikal zincirini sonlandirabilecegi diistiniilebilir.
Pirbalouti ve arkadaglar1 (2013) E. platyloba’nin MeOH ekstresinde FRAP degerini 1.15 +
0.078 mg/mL olarak bulmuslardir (108).

CUPRAC metoduna gore arastirma sonuglarimizin MeOH ekstresi > H,O ekstresi
> EtAc ekstresi > CHCI; ekstresi seklinde Cu*? indirgeyici kapasitesine sahip oldugunu ve

bu sebepten elektron verebilme 6zelligi tasidigin1 gérmekteyiz.

DPPHe metodunda kullanilan organik yapili serbest radikal olan DPPHe bilesigi
517 nm’de maksimum absorbans olusturan bir maddedir. Bu serbest radikal ile antioksidan
maddeler kimyasal tepkimeye girdiklerinde radikal o6zellik gostermeyen DPPH-H

molekiiliine doniismektedir. DPPHe serbest radikalleri giderek ortamdan azaldiklari i¢in
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absorbans miktarinda da azalmalar meydana gelmekte ve bu durumdan yararlanarak

antioksidan aktivite hesaplanabilmektedir.

DPPH sonuglarimiza gore SCso degerleri sirasiyla CHCI3 ekstresi > EtAc ekstresi >
H,O ekstresi > MeOH ekstresi > BHT seklinde oldugu bulunmustur. Bu sonuglara
bakildiginda SCsg degeri en diisiik olan MeOH ekstresinin radikal giderme aktivitesinin iyi
oldugu ve BHT’ye yakin oldugu goézlenmistir. Ekstrelerde go6zlenen sonuglarin
farkliliklarinin, ¢dziiclilerin polaritelerinin farkli olmasindan ve dolayisiyla ekstreye
gecebilen aktif bilesenlerin miktar1 ve cinsi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. E.
sibthorpiana’nin toprakiistii kisimlarmin MeOH, etanol, H,O ekstresinin ve BHT’nin
DPPH?- radikal temizleme aktivitesinin ICso degerleri sirasiyla 1.73 mg/mL, 2.89 mg/mL,
1.67 mg/mL, 0.13 mg/mL bulunmustur (107).

E. tournefortii’nin MeOH, aseton, H,O ekstresinin ve BHT’nin DPPHe radikal
temizleme aktivitesinin 1Csy degerleri sirasiyla 124 pg/mL, 222 pg/mL, 175 pg/mL, 31
ug/mL olarak verilmistir (106).

Khazai ve arkadaslar1 (2011) E. platyloba’nin MeOH ekstresinin (ECso: 30) H,O
ekstresine gore (ECsp: 73) daha yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu
bulmustur (113).

Antibiyotikler, ilk kullanima girdikleri donemden itibaren 6zellikle yasami tehdit
eden enfeksiyonlar ile savasta en gii¢lii silahlarimiz olmustur. Bu sayede insan yagami ve
yagsam kalitesi dramatik diizeyde artmistir. Antibiyotiklerin kullanima girmesinden hemen
sonra baglayan diren¢ sorunu, giiniimiizde bu ¢ok etkili silahlarimizin bakteriler ile
savastaki giiciinii tehdit eder boyuta ulasmustir (56). Ozellikle son yillarda yeni
antibiyotiklerin  kullanima sunulmasindaki giigliikkler bilim insanlarmin ilgi ve
aragtirmalarin1 antibiyotik ve antimikrobiyal 6zelligi tasiyan bitkisel ve kimyasal kaynakli
maddelere yoneltmistir. Bitkiler, yapilarinda bulunan taninler, terpenoidler, flavonoidler ve
esansiyal yaglar gibi antimikrobiyal aktivite gosteren metabolitler yOniinden zengin

kaynaklardir (10, 12, 114).

Calismamizda, iilkemizde endemik bir tiir olarak bulunan E. chrysantha’nin
muhtemel antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Bitkiden elde edilen CHCl3 ekstresinin
test edilen bakteri suslarindan gram pozitif B. subtilis {izerinde antimikrobiyal etkisi agar
diftizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile dogrulanmistir. B. subtilis, dogada toprakta,

hayvan ve insanlarin gastrointestinal sistemlerinde yaygin olarak bulunan, dogal kosullara
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uyum saglamak icin endospor olusturabilen aerobik ve fakiiltatif anaerobik sartlarda

yasayabilen bir bakteridir (115).

Calismamizda antimikrobiyal aktivite testinde elde ettigimiz sonuglar diger
Echinophora tiirleri ile yapilan ¢alismalarla karsilastirilmistir. Toriin ve arkadaslar (2014)
tarafindan yapilan ¢alismada E. tenuifola’dan elde edilen MeOH ekstresinin agar kuyucuk
difizyon yonteminde Mycobacterium smegmatis, Corynebacterium xerosis ve maya
mantarlarindan C. utilis {izerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu
caligmada antimikrobiyal aktivite calismamizin aksine sivi mikrodiliisyon yontemi ile

dogrulanmamustir (114).

Gokbulut ve arkadagslar1 (2013) tarafindan yapilan ¢alismada E. tenuifolia’dan elde
edilen esansiyal yag iceriginin MIK yontemi ile yapilan antimikrobiyal aktivite testinde,
aktivitenin agirlikli olarak test edilen gram pozitif bakteriler {izerinde goézlendigi
bildirilmistir. Bu ¢aligmada en gii¢lii antimikrobiyal aktiviteninde Bacillus cereus {izerinde
gerceklestigi gozlenmistir (7). Bazvandi ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir diger
calismada ise, E. platyloba’dan elde edilen hekzan, diklorometan, aseton ve etanol
ekstrelerinin gram pozitif (S. aureus, E. faecalis) ve gram negatif (E. coli, Shigella flexneri,
Acinetobacter baumanni) bakteriler ile sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapilan
antimikrobiyal aktivite ¢alismasi yapilmistir. Bu c¢alismada, etanol ekstre Orneginin S.
aureus’a kars1 daha belirgin olmak {izere, test edilen bakteri suslar1 izerine antimikrobiyal

etkisi belirlenmistir (116).

Referans olarak verilen ve farkli Echinophora tiirleri ile yapilan calismalarda
antimikrobiyal aktivitenin daha c¢ok gram pozitif bakterilere karsi gozlendigi sonucu
goriilmektedir. Bir ¢alismada en belirgin antimikrobiyal aktivitenin de Bacillus cinsine ait
bir diger bakteri olan B. cereus’a kars1 gozlendigi belirlenmistir (7). Calismamizin, bu
sonug ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Farkli Echinophora tiirleri ile yapilan ¢alismalarda
elde edilen sonuglar ekstraksiyonda kullanilan maddeler ile iligkili olabilecegi gibi
kullanilan referans bakteri suslarinin cesitliligi, elde edilen ekstrelerdeki antimikrobiyal

aktiviteden sorumlu bilesenlerin konsantrasyonlari ile de iligkili olabilmektedir.

E. crysantha bitkisine ait ekstre Orneklerinin se¢ili referans bakteri suslari ile
antimikrobiyal aktivite testi ilk kez sundugumuz calismada test edilmistir. CHCI; ekstresi
ile gram pozitif ve kapstllii B. subtilis’e kars1 agar kuyucuk yontemi ile tespit edilen ve

stvi mikrodiliisyon yontemi ile dogrulanan antimikrobiyal aktivite sonucu bitkinin
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antimikrobiyal potansiyeli acisindan timit verici olarak degerlendirilebilir. Yapilacak daha
ileri ve farkli calismalar ile ¢alismamizda test edilemeyen bakteriler kullanilarak, bitkiden
gerektiginde farkli hasat donemlerinde elde edilecek Orneklerden elde edilecek farkli

ekstraksiyon triinleri ile antimikrobiyal aktivite testlerinin yapilmasi tavsiye edilebilir.

Glinlimiizde degisen hayat kosullar ile birlikte birgok faktdre bagli olarak meydana
gelen hastaliklar evrensel boyuta ulasmistir. Diyabet ve Alzheimer gibi hastaliklarin
goriilme sikligi son zamanlarda artmaya baslamistir. Ornegin Amerika Birlesik
Devletleri’nde her 67 sn’de bir Alzheimer’a yakalanan kisi sayisinin 2050 yilina gelindigi
zaman hastaliga yakalanma sikliginin 33 sn’ye diismesinin beklendigi belirtilmektedir
(117). Ayrica giiniimiizde yaklasik 366 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu, 2050 yilina

gelince bu rakamin 552 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (118).

Yeni ilgilerden dogan ihtiyacglar hastaliklarin tedavi siireclerinde ¢ok Onemli
stratejiler olusturmaktadir. Bu stratejiler arasinda anahtar enzimlerin inhibisyonu en fazla
aragtirtlan konulardandir. Anahtar enzimler inhibe edilerek hastaligin patogenezi
iyilestirilmeye c¢aligilir. Bilissel islevlerde asetilkolin 6nemli rol oynar. Asetilkolin,
kolin ve asetil-CoA'dan AChE enzimi tarafindan sentezlenir. Asetilkolin, sinaptik
bosluga salinir ve gorevini bitirdikten sonra AChE enzimi yardimi ile asetat ve koline
gevrilerek yikilir. BChE ve AChE, merkezi sinirde sisteminde bulunurlar, nérotransmitter
olarak gorev yapan asetilkolini hidroliz edebilirler. Alzheimer hastaligi'nda AChE’nin hizli
kayb1 s6z konusudur. Hastaligin ilk sathasinda aktiviteyle beraber, hastaligin daha ileri

safhasinda AChE orani artmaktadir (119, 120).

Asetilkolinin hidrolizi, beyinde asetilkolin diizeylerinin artisina neden olarak,

Alzheimer hastaliginin tedavisinde oldukg¢a basarili bir klinik etkinlik saglar (121).

BChE inhibisyonunun, farelerde 6grenme performansini artirdigi vebeta-amiloid

protein diizeylerini disiirdiigi bildirilmistir (122).

Calismamizda AChE ve BChE inhibisyonu tayininde, galantamin standardina en
yakin ICso degeri 6zellikle MeOH ekstresinde gozlenmistir. Bu nedenle E. chrysantha
bitkisinin MeOH ekstresi AChE ve BChE enzimlerini iyi derecede inhibe etmektedir.

Tirozinaz, melanin sentezinde olduk¢a Onem arz etmektedir. Tirozinazin

engellenmesi cilt hastaliklarinin tedavi protokoliinde 6nem tagimaktadir (123).
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Bu amag¢ dogrultusunda tirozinaz tayini i¢in kojik asit ve kolinesteraz tayini i¢in
galantamin gibi inhibitér maddeler yapay olarak tiretilmistir. Yapay inhibitorler cesitli yan
etkilere neden olabilmektedirler. Ornegin bazi sindirim sistemi rahatsizliklar1 meydana
getirmesi ve hepatotoksik etkilerinin olmasi bakimindan kullanimlarinda bazi sakincalar
ortaya ¢ikmistir (124-126).

Sentetik inhibitorlerin istenmeyen yan etkiler olusturmasi nedeniyle bitkisel dogal
inhibitorlere her gecen giin ilgi artmististir. Metabolizmada melanin sentezinin ¢ok ya da
az olmas1 durumunda ortaya ¢ikacak hiperpigmentasyon/hipopigmentasyon problemlerinde
tirozinaz enzimi ilgi odagi haline gelmistir. Tirozinaz enzimini aktive eden bilesikler
hipopigmentasyon tedavisinde, engelleyen bilesikler ise hiperpigmentasyon tedavisinde

kullanilmaktadir (127).

Bu amagla tirozinaz inhibitor/aktivator aktivite calismalarinda bitkilerin standart
madde olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi1 pigmentasyon problemlerinin tedavisinde
yeni stratejilerin gelistirilmesine 151k tutacaktir. E. chrysantha MeOH ekstresinin tirozinaz
inhibitor etkisi 52 pug/mL ve standart olarak kullanilan kojik asitin tirozinaz inhibitor etkisi
de 61 pg/mL olarak bulunmustur. Calistimiz tiim ekstreler iginden 6zellikle MeOH
ekstresinin kojik asitten daha yiiksek tirozinaz inhibitor aktivite degerine sahip oldugu
bulunmustur. Bu sonuca gore E. chrysantha MeOH ekstresinin hiperpigmentasyon tedavisi
i¢in kullanilabilirliginin irdelenmesi oldukga faydali olacaktir. Ayrica E. chrysantha H,O
ekstresinin tirozinaz inhibitor etkisi 151 pg/mL kojik asitten az daha yiiksek bulunmasina

ragmen orta diizeyde inhibitor etkiye sahip oldugu diisiiniilebilir.

Stirekli degisen hayat kosullart ve beslenme aligkanliklarina bagli olarak
giinlimiizde bircok hastaliga yakalanma riski artmaktadir. Bu durumun giderek azaltilmasi
bilim diinyasinin tartistigi, ele aldigi konular arasindadir. Bitkilerin biyolojik aktiviteleri,
yeni ilag ve gida formiilasyonlarinin gelistirilmesinde 6nemli olmustur. Sonug¢ olarak
simdiye kadar az sayida c¢alisma bulunan E. chrysantha bitkisinin antioksidan,
antimikrobiyal aktiviteleri ile BChE, AChE ve tirozinaz inhibitor aktivitelerinin 1limh
oldugu yaptigimiz bu g¢alisma ile tespit edilmistir. E. chrysantha bitkisinin igerigindeki
bilesenlerden dolayi, serbest radikallerle miicadele ederek yararli katki olusturacag: agiktir.
Giliniimiizde yapay antioksidanlarin yerine kullanilabilecek dogal antioksidanlarin kesfine

yonelik ¢alismalarin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Yiiksek antioksidan aktivite tespit
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edilen ozellikle MeOH ekstremizin gida sanayisinde gida katki maddesi ve gida

koruyucusu seklinde kullanilabilirligine yonelik daha ileri ¢aligmalar yapilabilir.

Bitkimiz, antikolinesteraz etki gdstermesinden dolayr ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavinde ve antitirozinaz etki gostermesinden dolay1r da hiperpigmentasyon tedavisinde
kullanilabilirligi acisindan bir 6n c¢alisma niteligi tasimaktadir. Buldugumuz sonuglarin
daha ileri ve detayl klinik arastirmalarla desteklenmesi yararli olacaktir. Calismamizda
elde ettigimiz bulgular 1s1g1nda E. chrysantha’nin dogal ajanlarin gelistirilmesine 6nemli
bir kaynak olusturabilecegi diisiiniilebilir. Bu nedenle E. chrysantha nin fitoterapik amagl
kullanilabilirligine yonelik aragtirmalarin ileriklinik ¢alismalarla desteklenmesinin yararli

olacagi inancindayiz.

51



6. ONERILER

1.

Calismamizda antioksidan testlerden DPPHe, CUPRAC ve FRAP metodlari
kullanilmustir. Literatiirde sik tercih edilen diger antioksidan metodlarda
(Stiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini, Hidrojen Peroksit Giderme
Aktivitesinin  Tayini, ABTS Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini gibi)
calisilabilir.

E. chrysantha bitkisinin ekstrelerinin yaninda izolasyonu yapilarak biyolojik
aktif bilesikleri belirlenebilirdi. Elde edilen etken maddeler iizerinde ayni
deneyler yapilarak bir karsilagtirma galismasi yararli olurdu.

E. chrysantha bitkisinden izolasyonla elde edilen etken maddelerin in vitro
etkinligi deney hayvanlar1 tizerinde yapilacak caligmalarla in vivo olarak

arastirilabilirdi.

. Antimikrobiyal aktivite caligmalar1 farkli ekstraksiyon ornekleri ile daha ¢ok

cesit referans bakteri susu kullanilarak yapilabilirdi. Bu durum sonraki
caligmalar agisindan onerilmektedir.

Calismamizda E. chrysantha MeOH ekstresinin tirozinaz enzimini giiglii bir
sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Ekstremizin etkinligi deneysel modelde cilt
lekesi olusturulmus deney hayvanlarimin pigmentasyon tedavisi ig¢in
arastirilabilir.

Tez kapsaminda E. chrysantha MeOH ekstresinin standart olarak kullandigimiz
kojik asitten tirozinazi ¢ok daha giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir.
E. chrysantha MeOH ekstresinin kojik asit yerine gida endiistrisinde ve
farmakolojide dogal inhibitér olarak kullanilabilecegine yonelik caligsmalar

yapilabilir.
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