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OZET

Hedysarum nitidum Ekstrelerinin Farmasotik Alanda Kullanilabilirliginin

Arastirilmasi

Bu tez kapsaminda Hedysarum nitidum’un su ve metanol ekstrelerinin biyolojik
aktivitesi incelenerek farmasotik alanda kullanilabilirligi arastirilmistir.  Ekstrelerin
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik ve enzim inhibitor aktiviteleri incelenmistir. H.
nitidum un fenolik madde ve ugucu yag bilesenlerinin igeriginin belirlenmesi amaciyla
yiksek performanshi sivi  kromatografisi (YPSK) ve gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir.

H. nitidum’un su ve metanol ekstrelerinde toplam fenolik madde miktari, toplam
flavonoid miktari, DPPH radikali giderme aktivitesi, FRAP ve CUPRAC degerleri sirasiyla
299.58+2.86 mg gallik asit esdegeri/g numune, 481.5+3.74 mg gallik asit esdegeri/g
numune, 2.11£0.12 mg QE/g numune, 26.62+0.68 mg QE/g numune, 176.8026+2.41
mg/mL, 18.0532+1.4 mg/mL, 455+3.14 uM trolox esdegeri/gram, 1221+£5.72 uM trolox
esdegeri/g, 551.536+2.84 uM trolox esdegeri/g, 1331.826+2.46 uM trolox esdegeri/g olarak
tespit edilmistir. Su ve metanol ekstrelerinde tirozinaz, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz,
a-glukozidaz, o-amilaz inhibisyonu ic¢in ICsq degerleri sirasiyla 65.266+1.45 pg/mL,
43.118+2.24 pg/mL, 47.622+1.45 pg/mL, 67.087+1.14 pg/mL, 106.104 +£1.48 pg/mL,
281.323+2.24 pg/mL, 82.321£1.14 pg/mL, 39.537+0.27 pg/mL, 78.288+2.05 pg/mL,
55.490+1.07 pg/mL  olarak bulunmustur. Ekstrelerin  A549 hiicre hatt1 iizerinde
konsantrasyonlarindaki artisa bagl olarak bir sitotoksik etki olusturmadig gézlenmistir. H.
nitidum’un metanol ekstresi Gram (+) bakterileri iizerinde spesifik etkinlik gostermistir.
Metanol ekstresi lizerinde yapilan YPSK analiz ¢alismasinda p-hidroksi benzoik asit, kafeik
asit ve 2-hidroksi sinnamik asit bulunmustur. H. nitidum’un ugucu yaginda ana bilesenler n-
oktanal (%14.95), hekzahidrofarnesil aseton (%11.09), humulen epoksit-1l (%9.81), o-
terpineol (%9.12) ve eikosan (%8.96) olarak tespit edilmistir.

H. nitidum’un iyi bir antioksidan aktiviteye, tirozinaz, asetilkolinesteraz ve o-
glukozidaz enzimleri {izerinde giiclii inhibitor etkinlige sahip oldugu gozlenmistir. Bu
bilgiler 15181nda, bitkinin hiperpigmentasyon, diyabet ve Alzheimer tedavisinde terapotik

ajan olarak kullanilabilirliginin arastirilmasinin yararli olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan Aktivite, Enzim inhibisyon, Endemik, Hedysarum

Xvii



ABSTRACT
Investigation of Hedysarum nitidum Extracts in the Pharmaceutical Field

In this thesis, the usability of Hedysarum nitidum in the pharmaceutical field was
investigated by examining the biological activity of water and methanol extracts. The
antioxidant, antimicrobial, cytotoxic and enzyme inhibitory activities of the extracts were
investigated. High performance liquid chromatography (YPSK) and gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) studies were carried out to determine the content of phenolic

substance and essential oil components of H. nitidum.

The total phenolic content, total flavonoid content, DPPH radical scavenging
activity, FRAP and CUPRAC values in the water and methanol extracts of H. nitidum were
determined as 299.58+2.86 mg gallic acid equivalent/g sample, 481.5+3.74 mg gallic acid
equivalent/g sample, 2.11+0.12 mg QE/g sample, 26.62+0.68 mg QE/g sample,
176.8026+2.41 pg/mL, 18.0532+1.4 pg/mL, 455+£3.14 puM trolox equivalent/gram,
12214£5.72 uM trolox equivalent/g, 551.536+2.84 uM trolox equivalent/g, 1331.826+2.46
uM trolox equivalent/g, respectively. The I1Csy values for inhibition of tyrosinase,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, a-glucosidase, and a-amylase in water and
methanol extracts were found to be 65.266+1.45 pg/mL, 43.1184+2.24 pg/mL, 47.622+1.45
ng/mL, 67.087+1.14 pg/mL, 106.104 +1.48 pg/mL, 281.323+2.24 ug/mL, 82.321+1.14
pg/mL, 39.537 £0.27 ug/mL, 78.288+2.05 pg/mL, 55.490+1.07 pg/mL, respectively. It
was observed that the plant extracts did not have a cytotoxic effect on the A549 cell line
due to the increase in their concentrations. Methanol extract of H. nitidum showed specific
activity on Gram (+) bacteria. p-Hydroxy benzoic acid, caffeic acid and 2-
hydroxycinnamic acid were found in the YPSK analysis study on the methanol extract. In
the essential oil of H. nitidum, n-octanal (14.95%), hexahydrofarnesyl acetone (11.09%),
humulene epoxide-11 (9.81%), a-terpineol (9.12%) and eicosan (8.96%) were detected as

major compounds.

It has been observed that H. nitidum has good antioxidant activity and strong
inhibitory activity on tyrosinase, acetylcholinesterase and a-glucosidase enzymes. In the
light of this information, it was concluded that it would be useful to investigate the use of
the plant as a therapeutic agent in the treatment of hyperpigmentation, diabetes and

Alzheimer's.

Keywords: Antioxidant Activity, Enzyme Inhibition, Endemic, Hedysarum
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1. GIRIS ve AMAC

Bitkiler doganin insanlia sundugu 6nemli maddeler olup ge¢misten giiniimiize
kadar insanlar tarafindan gida, giyim, barinma, parfiim, baharat gibi bir¢cok temel
ihtiyaclarin karsilanmasi amaciyla kullanildiklar1 bilinmektedir (1). Bunun yan1 sira tibbi
bitkilerin yiizyillar boyunca insanlig1 rahatsiz eden ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de
mevcut olan tek kaynak olarak yer aldigi bilinmektedir. Giiniimiizde hala birgok bitkinin
gecmisten gelen bilgiler dogrultusunda hastaliklarin teshis, tedavi ve Onlenmesinde

geleneksel olarak kullanimi bulunmaktadir (2, 3).

Son yillarda geleneksel tip sistemi kiiresel ¢apta 6onem arz eden bir konu haline
gelmigstir. Bircok gelismekte olan iilkede toplumun biiyik bir boliimii temel saglik
ihtiyaglarin1 karsilamak icin geleneksel uygulayicilara ve sifali bitkilere biiyiik olgiide
giivenmektedir. Bitkisel kaynakli ilaglar, teknolojinin ilerlemesi, modern tipin gelismesi ve
yeni kimyasal bilesiklerin kesfi ile eski popiilerligini kaybetmis olsa da tarihsel ve kiiltiirel
nedenlerle farmakolojik tedavi ajanlarinin arasinda hala biiylik bir oranda yerini
korumaktadir (4). Dogal kaynakli ajanlar ile kiyaslandiginda sentetik ilaglarin yan
etkilerinin fazla ve pahali olmasi insanlar1 yeniden tibbi bitkilerle tedavi arayisina
yonlendirmistir. Bu sebeple geleneksel tedavide kullanilan bitkiler {izerinde yapilacak

arastirmalarin ihtiya¢ duyulan ilaglara ulasilmasina 1sik tutacagi diistiniilmektedir (5, 6).

Sanayilesmenin geniglemesi ile birlikte bireyin maruz kaldigi ¢evresel etmenler ve
yasam sekli tercihi gibi nedenlerle diyabet, kanser, ateroskleroz gibi birgok kronik
rahatsizliklarda onemli derecelerde artiglar meydana gelmektedir. Meydana gelen bu
rahatsizliklarin kaynagini olusturan serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi oksidatif
hasarin engellenmesinde antioksidanlar 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu sebeple bitkiler
tasidiklart yiiksek orandaki antioksidan bilesikler sebebiyle ilgi kaynagi haline gelmekte ve

tizerlerinde antioksidan kapasitenin ¢alisilmasi 6nem kazanmaktadir (7).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gére bulasici olmayan hastaliklar her sene 41
milyon kisinin 6limiine sebep olmakta bu da diinya genelindeki 6liimlerin %74’iine denk
gelmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, bulasict olmayan hastaliklarin sebep oldugu
Oliimlerin ¢ogundan veya yilda 17,9 milyon kisiden sorumlu olup bunu kanser, solunum
yolu hastaliklari, diyabet ve diyabetin neden oldugu boébrek hastaligi olimleri takip
etmektedir (8).



DSO’ye gore, diinya niifusunun %801 bitkisel kaynakli ilaglara giivenmekte ve
birinci basamak saglik hizmetlerinde kullanmaktadir. Diinyadaki yaklasik 422000 c¢icekli
bitkinin 50000’den fazlas1 tibbi amaglar igin kullanilmaktadir (9). Binlerce yil boyunca
farkli medeniyetleri biinyesinde barindiran ve gerek cografi konumu gerek jeomorfolojik
yapist ve cesitli iklim tiirlerinin etkisi sayesinde bitkisel flora ¢esitliligi bakimindan yiiksek
potansiyele sahip olan iilkemiz, bitkilerden sifa saglamak amaciyla kullanmak konusunda
da zengin bir kiiltiirel gegmise sahiptir. Tiirkiye florasinda bulunan tiir sayis1 11400 kadar
olup endemizm agisindan bakildiginda bunun iigte birini endemik tiirlerin olusturdugu

gozlenmektedir (10, 11).

Ulkemizde endemik bitkiler arasinda %40’lik bir pay ile ikinci sirada yer alan ve
icerdigi cins bakimindan zengin bir aile olan Fabaceae familyasi halk ilac1 olarak
kullanilan tibbi bitkileri barindirmast agisindan da dneme sahiptir (10). Bu familyanin
onemli cinslerinden biri olan Hedysarum cinsi Tiirkiye Florasi’nda 21 tiir ile temsil

edilmekte ve bunlarmn 11’inin endemik oldugu bilinmektedir (12).

Yapilan literatiir taramalarinda Hedysarum tiirlerinden flavonoidler (13-37),
triterpenler ve triterpenoid saponinler (14, 15, 27, 38-41), kumarinler (28, 43, 44),
lignanoidler (32, 45), steroller (15, 27, 46), karbonhidratlar (13, 47), yag asitleri (32, 34) ve
benzofuran (28, 49) gibi ¢esitli bilesikler izole edilerek Hedysarum tiirlerinin karakteristik

kimyasal 6zellikleri ortaya konulduguna rastlanmstir.

Hedysarum cinsinin tiirleri iizerinde yapilan biyoaktivite ¢aligmalarinda potansiyel
antioksidan, anti-aging, antitiimor, bagisiklik sistemi diizenleyici ve antidiyabetik etki

gosterdikleri saptanmustir (37, 50-58).

Halk arasinda “kose batalak™ olarak bilinen ve endemik bir bitki olan Hedysarum
nitidum i¢in yapilan literatiir ¢alismalarinda biyolojik aktivite ve icerdigi fitokimyasal
bilesikler iizerine dair ¢alisma yapilmadig tespit edilmistir. Hedysarum nitidum bitkisinin
toprak tstii kisimlarindan hazirlanan metanol ve su ekstreleri iizerinde biyolojik
aktivitelerinin analizi antimikrobiyal, antioksidan, enzim inhibiyonu (tirozinaz,
asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, o-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyonlart),
sitotoksisite testleri ile gergeklestirilmistir. Ayrica bitkide yer alan fenolik madde igeriginin
ve ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla YPSK ve GC-MS analiz ¢alismalari

yapilmistir.



Hazirladigimiz tez ¢alismasi ile Hedysarum nitidum bitkisinin biyolojik aktivitesi
hakkinda kapsamli bilgiler edinerek eczacilik, kimya ve tip literatiirlerine yeni bir kazanim

saglamay1 hedeflemekteyiz.



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

Fabaceae (Leguminosae) familyasi, Orchidaceae ve Asteraceae’den sonra ¢igekli
bitkiler familyasinda yer alan tigiincii biiyiik angiosperm ailesidir ve 730 cins ve 19300’den
fazla tiir icerdigi bilinmektedir (59, 60). Ulkemizde 72 cins ve 1228 tiir ile temsil edilmekte
olup bunlarin 383’ endemik oldugu bilinmektedir (61).

Bu familyaya ait tiirler yillik ve ¢ok yillik bitkilerden calilara, agaclara, asmalara ve
hatta birka¢ sucul bitkiye kadar cesitlilik gostermektedir. Boyut olarak ¢ollerin ve arktik
veya alpin bolgelerin en kiigiik bitkilerinden en uzun yagmur ormani agaglarina kadar,
diinyanin iliman ve tropik bolgelerine dagilmis bitki Ortiisii tiirlerinin cogunun géze ¢arpan

ve baskin bilesenini olusturmaktadir (62).

Baklagil veya fasulye ailesi olarak bilinen Fabaceae familyasi, sagliga ve gecim
kaynaklarma fayda saglayabilecek protein ve mikro besin kaynaklari tasiyan gida
iriinlerine sahip olmasi bakimindan ozellikle gelismekte olan iilkelerde tarimsal ve
ekonomik olarak onem teskil etmektedir (63). Tarimsal 6neminin yani sira aromalar,
zehirler, boyalar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli dogal iirlinlerin sentezinde ve tibbi alanda

kullanimlarinin da oldugu bilinmektedir (64).

Baklagillerin bir diger 6nemli 6zelligi de atmosferdeki azotu bitkinin biiyilimesi i¢in
kullanilan faydali azotlu bilesiklere doniistiirebilmesidir. Bunu kok nodiillerinde bulunan
Rhizobium cinsi bakteriler ile gelistirdikleri iligski sayesinde yapabilmektedir. Bu
simbiyotik iligki sayesinde meydana gelen azot fiksasyonu ile birlikte cinsin giibre

sektoriinde kullanimi1 yaygindir (64).

Familya, Caesalpinioideae, Mimosoideae ve Papilionoideae olmak iizere ii¢
subfamilyaya ayrilmaktadir. Bu alt familyalar birbirinden ¢i¢eklerinden ayirt edilebilirken
her {i¢ alt familyada da Fabaceae familyasinin en karakteristik 6zelligi olan legiimen tipi
meyve bulunmaktadir. Ayrica Mimosoideae ve Caesalpinioideae genellikle odunsu yapida
olup tropikal ve kurak bdolgelerde yetismektedir. Papilionoideae’nin ise genellikle otsu

taksonlardan olugmakta ve sicak bolgelerde genis yayilis gdstermektedir (65-67).



2.1.2. Hedysarum Cinsi

Fabaceae familyasinin alt familyasi olan Papilionoideae i¢inde yer alan Hedysarum
cinsi, yaklasik 200 tiirden olusmaktadir. Cins genel olarak Orta Asya’da dagilim
gostermekle birlikte genetik cesitlilik ve endemik bakimindan Iran ve Tiirkiye merkezi
konumda yer almaktadir (68, 12).

Hedysarum cinsi, iliman ormanlar, kutuplar ve yiiksek daglik bolgeler dahil olmak
lizere c¢esitli habitatlara uyum saglayan yillik veya ¢ok yillik bitki tiiriinii igermektedir.
Cinsin bitkileri, alpin ve arktik cayirlar, tash cayirlar, ¢oller veya deniz kiyilar1 gibi cesitli
habitatlarda bulunmaktadir (12, 69).

Cinse ait ilk kaynak bilgilerinin 1753 yilinda Linnie ile basladigi bilinmektedir
(70). Hedysarum cinsi iizerine yapilan arastirma ve ¢alismalar Bossier’in Flora Orientalis
adli eserine kadar devam etmistir. Bu eser ile birlikte cinse ait bir¢cok yeni tiir ortaya
cikarilmigtir. Flora Orientalis uzun bir siire¢ Tiirkiye’de bulunan bitkiler i¢in 6nemli bir
kaynak gorevi gOrmistiir. Daha sonra editorliiglinii Davis’in yaptigi Tirkiye Florasi

tilkemizde yer alan bitkiler {izerine yapilacak arastirma ve ¢aligmalara 1g1k tutmustur (71).

Hedysarum cinsi Tiirkiye Florasi’ na gore 21 tiir igermekte olup tiirler 5 seksiyona

ayrilmaktadir.

Tablo 1. Tiirkiye’de yetisen Hedysarum cinsi sistematigi (Hedge’den, 72).

Seksiyon Kapsadiklar: Tiirler Ozellikleri
Seksiyon I L Govdeli, stipiiller serbest, lomentum
H. spinosissimum . .
Hedysarum dikenli

Seksiyon II: Obscura Govdeli, stipiiller genellikle birlesik,

H. hedysaroides, H. vanense lomentum setasiz, agsi damarli
Seksiyon 1lI: H. formosum, H. varium, H. laxum,  Govdeli, stipiiller birlesik, lomentum
Multicaulia H. syriacum, H. pestalozzae, segmentleri spinuloz, ylinsii veya kegemsi
H. nitidum, H. huetii
Seksiyon 1V: H. cappadocicum, H. elegans, Govdesiz, stipiller birlesik, lomentum
Subacaulia H. sericeum, H. erythroleucum setasiz veya kisa spiniiloz
Seksiyon V: H. aucheri, H. pogonocarpum, Govdeli, stipiiller birlesik, lomentum uzun
Crinifera H. kotschyi, H. rotundifolium, setali
H. pannosum, H. candidissimum,
H. pycnostachyum.




2.1.3. Hedysarum nitidum

Halk arasinda “kdse batalak” olarak da bilinen Hedysarum nitidum endemik bir
bitkidir. Tiirkiye’de Agri, Erzincan, Erzurum, Kayseri, Konya, Nevsehir, Sivas, Van,
Bayburt illerinde olmak iizere daha ¢ok Dogu Anadolu bolgesinde yayilis gostermektedir.
Kayalik, kirectast ve volkanik yamacglar ve kumlu alanlarda, yaklasik 1200-2475 m
yiikseklikte yetismektedir. Bitkinin ¢igeklenme donemleri Haziran-Temmuz aylaridir (73).

Resim 1. Bitkinin Tiirkiye’deki dagilimi (Tiibives’ten, 73)

Bitkinin kaliksleri 5-7 mm boyutunda olup, tamami ipeksi tityliidiir. Tiip triangular-
lanseolat ve akuminat yapidadir. Korolla kiikiirt sarist olup belirgin bir sap1 yoktur.
Bayrake¢ik oblong eliptik yapida olup emarginat tabani yaklagik 3-4 mm enindedir.
Meyvesi 2-4 segmentli olup yiizeyi burusuk, setasiz ya da seyrek setalidir. Setalar plumoz
yapidadir (74).

Resim 2. Hedysarum nitidum bitkisinin habitatindaki genel goriiniimii



2.1.4. Hedysarum Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Cahsmalar

Son yillarda Hedysarum cinsi bitkiler iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalarda,
kimyasal yapilar1 birbirinden farkli bir¢ok bilesenin varligi saptanmistir. Yapilan bu
caligmalar sonucunda bu bilesenlerin arasinda flavonoidler, triterpenler ve triterpenoid
saponinler, kumarinler, lignanoidler, steroller, karbonhidratlar, yag asitleri ve benzofuran

gibi bilesiklerin bulundugu gosterilmistir (13-49).
2.1.4.1. Hedysarum Tiirlerinde Bulunan Bilesenler

Flavonoidler: Hedysarum cinsi bitkiler iizerinde yapilan ¢alismalarda bir¢ok flavonoidin
varligi saptanmistir. Bu flavonoid c¢esitleri arasinda flavonlar, Hedysarum cinsindeki en

yaygin ve baskin flavonoid grubunu olusturmaktadir.

Yapilan analiz ¢alismalarinda Hedysarum cinsinden bugiine kadar narcissin,
apigenin, 4’-metoksi-7-hidroksiflavon, 5,7-dihidroksi-4'- metoksiflavon, izorhamnetin, 3-
O-metilkaempferol, kuersetin 3-a-L-rhamnofuranosid, kuersetin 3-a-L-arabinofuranosid,
polistakosit, diosmin, linarin, rhoifolin, kaempferol-3-O-a-L-arabinofuranosid, rutin,
neobudofficide, kuersetin-3-O-B-glukopiranosid-7-O-a-rhamnofuranosid, Kuersetin
kaempferol, 1sokuersitrin, hiperozid ve kuersitrin olmak iizere 21 flavonun izolasyonu

gerceklestirilmigtir (13-23).

Izoflavonlar, flavonlardan sonra Hedysarum cinsinde en yaygin bulunan flavonoid
grubunu olusturmakta olup H. theinum, H. polybotrys, H. multijugum, H. kirghisorum ve

H. scoparium’da yiiksek konsantrasyonlarda izoflavona rastlanmistir (13, 15, 23-32).

H. multijugum ve H. polybotrys tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalarda bir flavonon
bilesigi olan naringin ve naringin tiirevlerine rastlanmistir (13, 25). Ayrica yapilan literatiir
calismalarinda Hedysarum tiirlerinden kalkon, flavonol ve ksanton tiirevi bilesiklerin izole
edildigine de rastlanmistir. H. polybotrys’den isoliquiritigenin (26, 32); H. gmelinii’den
hedysarumine A, hedysarumine B, paratocarpin E (33); H. theinum’den katesin ve
epikatesin (24); H. kirghisorum’den epigallokatesin, epikatesin, plumbokatesin (29); H.
theinum’dan vestitol (24, 34) izole edilen flavonoidlerdir.

Mangiferin ve isomangiferin, H. flavescensi, H. alpinum, H. denticulatum ve H.

connatum tiirlerinden elde edilen ksanton tiirevi bilesiklerdir (20, 35, 36).



Hedysarum cinsi iizerinde yapilan ¢alismalarda cinsin ¢ogu tiirii farkli gesitlerde
flavonoid bilesikler igermesine ragmen, flavonoidlerin tiirleri ve miktarlariin tiirler

arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir (37).

Triterponoidler: Hedysarum tiirii bilesikler tizerinde yapilan izolasyon c¢alismalarinda
lupeol, 12-hidroksilupeol, betulinik asit, ursolik asit ve Soyasaponin tiirevi birgok
triterponoid grubu bilesige rastlanmis olup birgogu H. polybotrys’de yer aldigi tespit
edilmistir (14, 15, 27, 38-41).

Koumarinler: Yapilan izolasyon ¢alismalarinda simdiye kadar 12 adet kumarin
bilesiginin izole edildigine rastlanmigtir. Aureol, hedysarimkoumestan (A-H),
metilhedysarimkoumestan H, 1,3,9-trimetoksikoumestan H. multijugum’dan elde edilirken
(28, 43), 3,9-dihidroksi koumestan (44) H. gmelinii’den izole edilmistir.

Lignanoidler: H. polybotrys’den syringaresinol (32) ve H. setigerum’dan isolariciresinyl-
9’-0-B-D-glukopiranosid (45) olmak iizere Hedysarum tiiriinden sadece 2 lignanoid

bilesiginin varlig1 saptanmistir.

Steroller: Hedysarum cinsinde H. multijugum’dan stigmasterol ve B-sitosterol (27, 46), H.
scoparium’den daucosterol, B-sitosterol ve 2 sitosterol tiirevi (15) izole edilen sterol

cesitleridir.

Karbohidratlar: H. polybotrys iizerine yapilan ¢alismalarda ramnoz, arabinoz, ksiloz,

galaktoz, glukoz ve sukrozun varligina rastlanmustir (13, 47).

Yag asitleri: Yapilan izolasyon ¢aligmalarinda H. theinum’da palmitik asit, linoleik asit,
oleik asit (34) ve H. polybctrys’de de trioleik gliserit, gliserol monopalmitat ve serinik asit

(32) gibi yag asiti tiirevi bilesiklerin varligina rastlanmistir.

Benzofuranlar ve benzen tiirevleri: H. multijjugum’dan ebenfuran I,
hedysarimbenzofuran A, hedysarimbenzofuran B, andinermal C (28); H. polybotrys’den

polybotrin, hedysalignan A (48) gibi benzofuran tiirevi bilesikler izole edilmistir.
2.1.5. Hedysarum Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Hongqi (Hedysarum polybotrys Hand.-Mazz.) gibi Hedysarum cinsinin tiirleri
tizerinde yapilan biyoaktivite ¢alismalarinda potansiyel antioksidan, anti-aging, antitiimor,

bagisiklik sistemi diizenleyici ve antidiyabetik etki gosterdikleri saptanmustir (37).



Cin’de Hongqi olarak bilinen Hedysarum polybotrys Hand.-Mazz.’in kuru kdkleri
olan Radix hedysari, iinlii bir gelencksel Cin tibbi ilacidir (49). H. polybotrys’den elde
edilen bir polisakarit olan HPS’nin ¢esitli fizyokimyasal ve biyolojik 6zellikler gosterdigi

calismalar bulunmaktadir.

H. polybotrys’in kdklerinden elde edilen HPS-1’in insan hepatoseliiler karsinoma
HEP-G2 hiicrelerinin ve insan mide kanseri MGC-803 hiicrelerinin invitro
proliferasyonunu 6nemli 6lgiide inhibe etmesi HPS-1 kanser tedavisinde potansiyele sahip
oldugunu diistindiirmistiir (50). Ayrica H. polybotrys kokiinden elde edilen bir polisakkarit
HPS-3’lin siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali iizerinde siipiiriicii 6zellik gosterdigi

bildirilmistir (51).

HPS’nin antioksidan, antidiyabetik (52) etkilerine ek olarak Astragalus
membranaceus polisakkaritine benzer sekilde bagisiklik sistemi tizerinde koruyucu etki
gosterdigi tespit edilmistir (53-56). Ayrica siklofosfamid ile indiiklenen bagisiklig
baskilanmis farelerde Hedysari Radix’in siklofosfamidin neden oldugu immiinosupresif

eylemi antagonize ettigini gosterdigi de bildirilmektedir (57).

Hedysarum cinsine ait olan Hedysarum vicioider Turcz. var. Taipeicum Hand.-
Mazz. Liu, Hedysarum limprichtii Hlbr ve Hedysarum smithianum geleneksel Cin tibbinda
uzun siiredir kullanilmakta olan Hedysarum cinsi tiirleridir. Bu tiirlerin geleneksel olarak
kullaniminda viicudun enerjisini arttirma, gastrointestinal nematodlarin istilasini tedavi
edici, bagisiklik sistemini ve periferik sinir sistemini destekleyici etkileri bulundugu

bildirilmektedir (37).
2.1.6. Hedysarum Cinsinin Diger Kullanim Alanlari

Fabaceae ailesinin {iyesi olan Hedysarum cinsinin tiirlerinin, yem Kkalitesi ve
atmosferik nitrojeni sabitleyerek toprak verimliligini artirma yetenekleri sayesinde
agronomik ag¢idan tarim sektoriinde onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica bu cinse ait
tirlerin kurak ve yar1 kurak bolgelerde bozulmus zeminlerin iyilestirilmesinde kullanildig
da bilinmektedir. Ozellikle hayvancilik sektoriinde yem ihtiyacinin fazla oldugu, toprak
erozyonu sorun teskil ettigi ve organik madde bakimindan yoksullugunun biiyiik oldugu

Cezayir’de kullanimlar1 6nem teskil etmektedir (58).



2.2. Serbest Radikaller

Dis orbitalinde bir/birden fazla ortaklanmamais elektron bulunduran, kararsiz ve ¢ok
etkin olan atom veya molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir (75, 76). Diger
molekiiller ile kolay bir sekilde elektron aligverisinde bulunan bu molekiillere reaktif
oksijen partikiilleri ya da oksidan molekiiller de denilmektedir. Bu molekiiller, sahip
olduklar1 eslenmemis elektrondan dolay1 g¢evresindeki maddelerle kolayca reaksiyona
girebilme egilimindedirler. Elektronlarin1 eslenik bulunduran molekiil ya da atomlar ise
kararli yapida olup serbest radikaller gore diger molekiiller ile reaksiyonlara girme

egilimleri daha zayiftir ve nonradikaller olarak adlandirilmaktadir (77).

Aerobik metabolizma sonucu meydana gelen serbest radikaller, apoptoz, gen
ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu gibi bir dizi diizenleyici siiregte yer almaktadir.
Serbest radikaller, fazla {iretildiginde, membran lipidlerini, hiicre proteinlerini,
karbonhidratlari, DNA’y1 ve enzimleri oksitleyerek hiicrenin temel yapisinin bozulmasina

sebep olmaktadirlar (78).

Biyolojik sistemin antioksidan kapasitesi ile serbest radikal olusumu arasindaki
dengesizlik durumunda oksidatif stres gelismektedir. Oksidatif stres organizmada
sitotoksik bilesiklerin olusmasima ve normal hiicre fonksiyonu ile karakterize edilen
oksidan- antioksidan dengesinin degismesine sebep olmaktadir. Oksidan dengenin
degismesi sonucu gelisen oksidatif hasar kanser, yaslanma siireci, ateroskleroz, bagisiklik
sistemi rahatsizliklari, hipertansiyon, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve norolojik

rahatsizliklar gibi birgok hastaligin temelini olugturmaktadir (78-80).

Serbest radikaller, siiperoksit, hidroksil, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahip olup molekiiler oksijenin metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile olusmaktadir (81). Serbest radikaller, oksijen ve azot kaynakli olmak

tizere reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirleri olarak siniflandirilmaktadir (77).
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Tablo 2. Reaktif oksijen ve azot tiirleri (Karabulut’tan, 77)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 0, Hidrojen peroksit H,0,

Hidroksil OH Hipoklordz asit HOCI

Peroksil ROOH Hipobromdz asit HOBr

Alkoksil RO Singlet oksijen 0,

Hidroperoksil HO, Ozon (OR

Lipidperoksil LOO

Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller

Azot oksit NO Nitroz asit HNO,

Azot dioksit NO, Nitroksil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Diazol tetroksid N,O4
Diazol trioksid N,O;
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Nitril klorid NO,CI
AlKkil peroksinitrit ROONO

Oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesiyle olusan siiperoksit
radikali, serbest radikal olmasina karsin yiiksek dereceli bir radikal degildir. Mitokondri i¢
zarina yerlesmis olan elektron transport sisteminde enerji doniisiimii sirasinda aciga ¢ikan

elektron kagaklari oksijenin siiper oksit radikaline doniismesine neden olmaktadir (77).

Reaktif oksijen tiirleri arasinda hidrojen peroksit (H,O;), biyolojik membranlar
arasinda yayilabilen, nispeten kararli, radikal olmayan bir oksidandir. Molekiiler oksijenin
2 elektron alarak indirgenmesiyle veya siiperoksit anyon radikalinin enzimatik veya

enzimatik olmayan dismutasyonu ile iiretilmektedir (82).

H,0,, mitokondriyal siiperoksit iiretiminin arttigi veya antioksidan sistemlerin
tilkkendigi kosullarda birikerek mitokondriyal oksidatif stres durumuna yol agmaktadir.
Ayni zamanda H,0,’un, mitokondriyal Fe*? ile reaksiyona girerek yiiksek oranda reaktif
hidroksil radikalinin (HO’) olustugu Fenton reaksiyonunda aktif rol oynadigi da
bilinmektedir (83, 84).
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Serbest radikaller azot kaynakli da olabilmektedir. RNS, nitrosilasyon
reaksiyonlarini kolaylastirmak i¢in hareket edebilen radikal azot bazli molekiillerdir. Nitrik
oksidin kendisi cogu biyolojik molekiille reaktif degildir fakat ikincil reaktif azot tiirlerine
dontstiiriildiigiinde toksik hale gelmektedir. Nitrik oksit sentaz (NOS), argininin sitriiline
katalitik doniisimiinde NO' radikal tiiriiniin sentezini katalize etmektedir. Nitrik oksitin
bilinen en hizli biyolojik reaksiyonu, radikal olmayan bir iiriin olan peroksinitrit (ONOO")

olusturmak igin stiperoksit radikali ile kombinasyonudur (79).
2.2.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Organizmadaki serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan meydana
getirilmektedir.

2.2.1.1. Endojen Kaynaklar

Hiicresel olaylarin bircogunda serbest radikal olusumu mevcut olup olusumu hiicre
tiplerine gore degisiklik gostermektedir. Endojen kaynakli serbest radikaller fiziksel
egzersiz, yaglilik, stres, kronik hastaliklar (kanser, inflamasyon, aterosklreoz vb),
enfeksiyon, antioksidanlarin alinamadigr durumlar (malabsorbsiyon, istahsizlik, kolestaz
vb.) sonucu organizma ve doku yilizeyinde meydana gelmekle birlikte normal metabolik

olaylar sirasinda da hiicresel diizeyde agiga ciktigi bilinmektedir (85).
Hiicre i¢i serbest radikal olusumunda;

e Normal aerobik mitokondriyal solunum esnasinda yan {iriin olarak H,O, O;" ve
OH radikalleri olusumu,

e Ksantin oksidaz (XOD) ve nétrofil miyeloperoksidaz (MPO) gibi enzimlerin
aktivitesi sonucu reaktif oksijen tiirleri aciga ¢ikmasi,

e Makrofajlar ve nétrofiller gibi bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan siiperoksit
radikalleri ve hidrojen peroksit iiretimi,

e Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz ile birlikte makrofaj
ve ndtrofillerin aktivasyonu sonucu hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri
olusmasi,

e Yag asitlerinin yikim1 sonucu peroksizomlarda hidrojen peroksit olugmasi,

o Karacigerde detoksifikasyon ve eliminasyon gibi metabolik olaylar sonucu

oksidatif yan tiriinlerin olusmasi drnek verilebilir (77, 86).
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2.2.1.2. Ekzojen Kaynaklar
e Cevresel faktorler

— Sigara ve egzoz dumani

— Orman yanginlari, volkanik faaliyetler

— Kloroform ve diger trihalometanlar gibi kirletici maddeler

— Hava kirletici kimyasallar (ozon, karbonmonoksit, formaldehit, benzen vb.)
— Temizlik iirlinleri

— Parfiimler ve bocek ilaglar

— Radyasyon
e Diyetsel faktorler

— Pigirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,
— Alkol ve sigara kullanimi

— Fazla kalorili diyet
e flaclar

— Antineoplastik ilaglar
— llag toksikasyonlar
— Glutatyon tiiketen ilaglar (85, 86)

2.2.2. Serbest Radikallerin Yararh Etkileri

Serbest radikallerin sebep oldugu zararli etkilerinin yani sira organizmada diisiik
yogunlukta bulunduklari zaman yararh etkileri de mevcuttur. Serbest radikallerin yararli
etkilerinin arasinda makrofajlar tarafindan  sitotoksik  hiicrelerin  6ldiiriilmesi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, fagositoz yoluyla enfeksiyonlara karsi savunma
etkileri yani sira biiylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu, tirozin amino asidinin
fosfatlanmasinin aktivasyonu, intraselliiler depolardan kalsiyumun salinimi gibi birtakim

hiicre sinyallerinin aktivasyonu da yer almaktadir (77).
2.2.3. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Hiicresel olaylar sonucu antioksidan kapasiteyi asan serbest radikaller dengeli hale
gelebilmek icin yakin c¢evresindeki bilesiklerle etkileserek dengeli hale gelmeye

caligmaktadir. Fakat bu etkilesimle birlikte hiicre yapilarda bozukluklara ve hasarlara
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neden olmaktadirlar. Enzimler, proteinler, niikleik asitler, DNA, yag asitleri gibi
makromolekiiller agiga cikan oksijen radikallerinden etkilenen bilesenlerin basinda yer

almaktadir (78, 87).

Lipitler: Hiicre i¢cinde meydana gelen serbest radikaller 6zellikle membran yapisinda yer
alan fosfolipit, gliserit gibi doymamis yag asitlerine etki ederek lipit peroksidasyonuna
neden olmaktadirlar. Lipid peroksidasyon siireci liretilen radikallerin, membran yapisini,
islevini ve reseptorleri degistirdigi 3 fazli bir kimyasal reaksiyon zincirinden olusmaktadir.
Membran yapisinda yer alan yag asitleri zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi
ile baslayan reaksiyon hiicre duvart lipid yapisinin bozulmasi ile sonuglanmaktadir.
Bozulan membran yapisi ile birlikte organellerin pargalanmasi, lizozomal enzimlerin

saliverilmesi ve otoliz gergeklesmektedir (86, 88, 89).

Uc veya daha fazla sayida ¢ift bag igeren doymamis yag asitlerinin oksijenle
yiikseltgenmesi sonucu meydana gelen ii¢ karbonlu bir dialdehid olan molondialdehit
(MDA) meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonunun en 6nemli iiriinlerinden biri olan
MDA’nin hiicre ylizeyi bilesenlerinde deformasyon, hiicre membranlarindaki iyon

transportunun ve enzim aktivitesinin degismesi gibi birtakim hasarlara yol actig1

bilinmektedir (76).

Proteinler: Serbest radikaller, yapisal proteinlerin islevini ve enzim aktivitesini
engelleyerek protein yapisinda hasara neden olmaktadir. Proteinin yapisindaki aminoasit
icerigi ve yerlesimi proteinlerin oksitadif saldirtya duyarliligini belirlemektedir. Doymamis
bag iceren ve yapisinda siilfiir tasiyan molekiiller yiiksek reaktivite sergilemeleri nedeniyle
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitler iceren

proteinler serbest radikallerle daha kolay reaksiyona girmektedir.

Oksitlenmis proteinlerin ¢ogu inaktif yapida yer almaktadir. Bu oksidasyona
ugramis proteinlerin zararl etkileri ortamdan uzaklastirilarak kaldirilmakla birlikte yasla
kademeli bir sekilde ortamda biriktigi ve hiicresel hasara neden oldugu da bilinmektedir
(90-92).

DNA: Serbest radikal saldirisina karst olduk¢a hassas olan baska bir molekiil tiirti de
DNA’d1r. Bir oksijen radikalinin DNA ile reaksiyonu sonucu baz hasar1 veya DNA zincir
kirtlmalart meydana gelmektedir. Olusan bu hasar DNA’nin tamir mekanizmalari ile

onarilmazsa mutasyonlar ve apoptozis gelismektedir. Serbest radikallerin DNA’ya
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dogrudan etkisi mevcut oldugu gibi lipit peroksidasyon sonucu olusan yikim iiriinleri ile

DNA’nin etkilesimi sonucu indirekt etkileri mevcuttur (93).

Serbest Radikaller

| O~

Lipit Peroksidasyonu Protein Oksidasyonu DNA Hasari
. e Okside Siilfidril e Okside Baz Hasar1
e Doymamis Aldehidler ..
. . gruplari e Deoksiriboz Hasari
* Malondialdehid e Okside Aminoasitler ¢ Capraz Baglanmalar
Membran Degisiklikleri Protein Inaktivasyonu Sitotoksisite/Mutasyon

l

Hiicresel Fonksiyon Kaybi

Sekil 1. Serbest radikaller (Akalin’dan, 93)

2.3. Antioksidanlar

Serbest reaktiflerin organizmada olusturdugu yararli ve zararli etkilerin arasindaki
dengenin saglanmasi 6nemlidir. Oksijen yasamin siirekliligi i¢in kritik 6neme sahip bir
element olup enerji {retimi i¢in kullanildiginda reaktif oksijen ve azot tiirlerinin
olusumuna sebep olmaktadir. Bu reaktif tiirlerinin aerobik organizmalarda meydana

getirdigi hasarlar1 azaltan ¢esitli savunma mekanizmalari gelistirilmigtir (94, 95).

Serbest reaktiflerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi oksidatif hasarlar

Onleyen, serbest radikalleri yakalayan ve stabilize eden bilesiklere “antioksidanlar” adi
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verilmektedir. Antioksidanlar, radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek
oksidasyon ve peroksidasyonun ilerlemesini 6nlemektedir. Bu bilesenler insan viicudunda
oksidatif stiregleri ve reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini azaltmak igin hayati bir rol

oynamaktadir (96).

Antioksidanlarin reaktif iiriinlere kars1 oksidatif savunma mekanizmasi ti¢ sekilde

gerceklesmektedir (85):

e Olusan serbest radikallerin detoksifikasyonu
e Radikal olusum reaksiyonlarinin sonlandirilmasi

e Radikal olusumunu sinirlandirilmasi
2.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan savunma sistemleri gesitli kriterlere gore siniflandirilmakta olup
endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak iki grup altinda toplanmaktadir. Endojen
kaynakli antioksidanlar da enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki simifa
ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidan savunma sistemleri belirli spesifik kofaktor ve reaktif
substrat tiirlerine sahipken nonenzimatik antioksidanlar i¢in herhangi bir substrata spesifik
egilim bulunmamaktadir. Dolayisiyla nonenzimatik sistemler hem ROS’un hem de
RNS’nin olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilecekleri igin digerlerinden farkli bir etkiye

sahiptir (97, 98).

Antioksidanlar savunma hatlarina gére smiflandirilmaktadir. ilk savunma hattinda
koruyucu antioksidan, ikinci savunma hattinda radikal siipiiriicii antioksidan ve son olarak
liglincli savunma hatt1 olarak da re-pair ve de-novo enzimler olarak etki gosterdikleri

bilinmektedir.

e Ik savunma hattinda SOD, CAT, GPx, glutatyon rediiktaz gibi enzimler ve
selenyum (Se), manganez (Mn) gibi ¢esitli mineral tiirleri araciligiyla oksidatif
strese yol acan serbest radikallerin tiretimi engellenmektedir.

e Ikinci savunma hattinda serbest radikalleri daha az zararhi hale getirmenin
yani sira oksidatif reaksiyonun neden oldugu zararlar1 daha da azaltarak hasarl
bilesiklerin iiretimi engellenmektedir. E ve C vitaminleri, flavonoidler ve iirik

asitler ikinci savunma hattinda yer alan serbest radikal temizleyicileridir.
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e Uciincii savunma hattinda peroksil lipid radikalinde zincir reaksiyonunun
yayilmasini engellemenin yani sira, hasarli DNA’lar1, proteinleri, peroksitleri ve

oksitlenmis lipidler onarilmaktadir (98).

2.3.1.1. Endojen Antioksidanlar
Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Enzimatik bir antioksidan olan Siiperoksit dismutaz (SOD),
stiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eder. Bu etkisiyle birlikte
hiicrede bulunan siiperoksit radikal seviyesini kontrol altinda tutarak hiicresel hasarin

meydana gelmesini onlemektedir.
20,7 +2H" T H;0,+ 0,

Antioksidan savunma sistemin ilk hattini olusturan SOD enziminin aktif bolgesinde
tasidig1 gegis metali iyonuna ve bulunduklari yere gore Mn-SOD, Cu/Zn SOD ve EC-SOD
(ekstraselliiler siiperoksit dismutaz) olmak iizere ii¢ izoenzimi bulunmaktadir (99, 100,

101).

Katalaz (CAT): Katalaz bilinen en etkili enzimlerden biridir. Tetramerik yapidan
olusmakta olup yapisinda hem grubu yer almaktadir. Molekiil basina 4 ferriprotoporfirin
grubu igermektedir. Genellikle peroksizomlarda bulunan katalaz hidrojen peroksidin H,O

ve O,’ye donistimiinii katalizlemektedir (100).

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak indirgenmis
glutatyon (GSH) kullanarak hidrojen peroksitlerin ve organik hidroperoksitlerin suya veya
alkollere indirgenmesini katalize etmektedir. Boylece hidrojen peroksitin hiicresel diizeyde

meydana getirdigi oksidatif hasar1 engellemektedir.

GP
2GSH + H,0; B GSSG + 2H,0

GP
2GSH + ROOH ——* GSSG + H,0 + ROH

Glutatyon peroksidaz, her birinin selenyum atomu tasidigi 4 protein alt biriminden

olugsmaktadir. Glutatyon peroksidazin enzimin aktif bolgesinde selenyum tagimasina bagl
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olarak selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ve selenyuma bagimli olmayan

glutatyon peroksidaz olmak tizere 2 farkli formu bulunmaktadir.

a. Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz: Hidrojen peroksit ve organik
hiperoksitler tizerinde etki gosterir.

b. Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST): Organik
hidroperoksitler iizerinde etki gosterir (96, 102).

Glutatyon Rediiktaz: Glutatyon rediiktaz, oksitlenmis glutatyonu indirgenmis forma geri
dontistiiren temel bir enzimdir. Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin indirgenme
reaksiyonunda glutatyon da okside glutatyon formuna yiikseltgenmektedir. Organizmada
siirli sayida glutatyon olmasi sebebiyle bu okside glutatyonun tekrar eski formuna
doniismesi gerekmektedir. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda okside glutatyonu
tekrardan rediikte glutatyona doniistiirmektedir (103, 110).

GP
H,0, + 2GSH = GSSG + 2H,0

Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon: Glutatyon, sitozol, kloroplastlar, endoplazmik retikulum, vakuoller ve
mitokondri gibi hiicre kompartimanlinda bulunan ve glutamikasit-sistein-glisinden
olusmus bir tripeptittir. Genellikle indirgenmis olarak GSH formunda bulunmaktadir.
Singlet oksijen, siiperoksit radikalleri ve hidroksil radikalleri, ROS ile enzimatik olmayan
bir sekilde reaksiyona girerek serbest radikallerin detoksifikasyonunda gorev almaktadir.
Boylece oksidatif hasara ve serbest radikallere karsi etkinlik gostermektedir. ROS’a karst
savunmada temel bir yardimci substrat ve indirgeyici olmasmin yam sira, glioksalaz
sistemi, riboniikleotitlerin deoksiriboniikleotitlere indirgenmesi, tiyol yoluyla protein ve
gen ekspresyonunun diizenlenmesi, disiilfid degisim reaksiyonlar1 gibi diger hiicresel

reaksiyonlarda da rol oynamaktadir (103, 105).

Urik Asit: Urik asit, cesitli reaktif oksijen tiirlerini temizleme yetenegine sahip bir
antioksidandir. Serbest radikallerin birikimini Onlemede, mitokondriyal fonksiyonu
stabilize etmede ve hiicre zarlarmin gecirgenligini diizenleyerek kalsiyum iyonu

dengesinin saglanmasinda rol oynamaktadir. Ayrica demir veya bakir iyonlar: ile kararh

18



kompleksler olusturarak Fenton reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonu gibi

reaksiyonlarda gorev almaktadir (106).

Bilirubin: Bilirubin hepatik fonksiyonlarin belirtecidir. Etkili bir antioksidan olan bilirubin
singlet oksijeni ve hipokloritlerin detoksifikasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica

linolenik asidin peroksidasyonunu dnlenmesinde de gorev almaktadir (106).

Melatonin: Melatonin, oksidatif bilesikler ve reaktif oksijen tiirlerine karsi siipliriicii ve
hiicresel makromolekiillere yonelik oksidatif hasari azaltma eylemleri olan etkili bir
antioksidandir. Dogrudan bir serbest radikal siipiiriicii etkisi yani sira glutatyon peroksidaz
ve glutatyon rediiktaz dahil olmak {izere antioksidan enzimlerini uyarilmasinda, glutatyon
sentezinin regiile edilmesinde ve serbest radikal siipiiriiciilerle sinerji olusturulmasinda
dolayli yollardan antioksidan faaliyet gostermektedir. Melatoninin dolayli antioksidan
islevleri, bu molekiilii serbest radikal hasarini sinirlamada anahtar bir endojen faktor

yapmaktadir (107).

Albumin: Albumin, 585 aminoasit iceren yiiksek ¢oziinlirli bir proteindir. Giigli bir
oksidan olan hipokloréz asit, nétrofil ve monosit gibi aktif fagositlerde bulunan
myeloperoksidaz enzimi tarafindan {retilmektedir. Olusan HOCI albiimin tarafindan

stiptirilmektedir (108).
2.3.1.2. Eksojen Antioksidanlar

C vitamini (Askorbik Asit): Giiglii bir antioksidan olan askorbik asit, bitki hiicre
tiplerinin ¢ogunda, organellerinde ve apoplastta yer almaktadir. Askorbik asit cogunlukla
indirgenmis formda bulunmakta ve askorbat havuzunun %90’in1 olusturmaktadir.
Stiperoksit, hidroksil radikalleri ve singlet oksijeni dogrudan temizleme ve askorbat
peroksidaz reaksiyonu yoluyla H,O;’nin suya indirgenmesinde faaliyet gostererek oksidatif
hasara kars1 etkin bir koruma saglamaktadir (109). Ayrica tokoferoksil radikallerinden
tokoferoliin olusmasina katki saglamaktadir. Biitiin bunlarin yani sira askorbik asid Fe*'¥iin
Fe*?’ye doniisiimiinde yer almasi oksidan bir etkisinin oldugunun gdstergesi olarak yer

almaktadir (96).

E vitamini: Vitamin E, dort tokoferol ve tokotrienol tiirevlerinden olusan 8
sterereoizeomeri bulunan bir bilesiktir. Biitiin formlarin antioksidan aktiviteleri vardir fakat
iclerinden en etkili antioksidan aktivite gdsteren formu a-tokoferoldiir. E Vitamini,

peroksil radikallerini temizlemekte ve c¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA’lar)
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oksidasyonunu sonlandirmaktadir. Ayrica zincir kirict bir antioksidan olarak etki

gostererek lipid otooksidasyonu sirasinda zincir yayilma adimini engellemektedir (110).

Karoten: Karotenoidler, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentleridir.
Karotenoid bilesiklerin antioksidan etkisi yapisinda bulunan konjuge cift bag ile
iliskilendirilmektedir. Bu antioksidan ozellikleri sayesinde serbest radikal bilesiklerin
olusumunu engellemekte ve reaktif oksijen iriinlerin baskilanmasi yoluyla dokular

fotooksidatif ve oksidatif hasara kars1 korumaktadirlar (111).

Flavonoidler: Flavonoidler, genellikle bitkilerde bulunan difenilpropan halka yapisi igeren
polifenolik bilesiklerdir. Flavonlar, flavonoller, izoflavonlar, flavononlar ve kalkonlar gibi
gruplara ayrilabilmektedir. Flavonoidlerin, lipid peroksil, siiperoksit ve hidroksil gibi
serbest radikalleri siipiirme, singlet oksijen sondiiriicii, lipid peroksidasyonunu inhibe etme,
siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe etme gibi farkli etki mekanizmalariyla

serbest radikaller lizerinde antioksidan 6zellik gostermektedirler (112).
2.3.2. Antioksidan Tayin Sistemleri

Antioksidan kapasite tayinini analiz etmek ic¢in giiniimiize kadar bircok yontem
gelistirilmistir (113). Genel olarak bu yontemlerde antioksidan aktivite (AOA) 6lgiimleri
reaksiyon kinetigi ile iliskilendirilerek tayin edilirken, antioksidan kapasite (AOK)
Olgtimleri ise reaksiyon termodinamigi ile iligskilendirilmistir. Bu yontemler ayrica in Vivo
ve in vitro; direk ve indirekt; enzimatik ve enzimatik olmayan olarak da siniflandiriimaktir.
Toplam antioksidan kapasiteyi tayin etmede en yaygin kabul edilen yontem sistematigi,
hidrojen atomu transferine (HAT) dayali ve elektron transferine (ET) dayali analiz

yontemleridir (114).

HAT’a dayali yontemlerin temeli azo bilesiklerin yikimi ile agiga c¢ikan peroksil
radikallerinin substrat ve antioksidanin rekabetine dayanmaktadir. Bu tayin yontemlerinde
cogunlukla yarigmali reaksiyon kinetigi izlenmektedir. HAT a dayali yontemler ¢oziicli ve
pH’dan bagimsiz olarak ve kisa bir siire i¢inde gergeklesmektedir (115, 116). Bu

yontemler;

a. Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)
b. Krosin beyazlatma yontemi

c. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi olarak siralanmaktadir.
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Elektron transferine dayali yontemler antioksidan bilesigin oksidani indirgeme
kapasitesini renk degisimi ile dl¢en analiz yontemleridir. Bu yontemlerde oksidan madde
antioksidandan elektron alarak renk degisimine neden olmaktadir. Renk degisiminin
seviyesi ornekte yer alan antioksidan bilesigin derisimi ile baglantilidir. Coziicii ve pH
derecesine ET’e dayali yontemler, ¢6ziicii ve ortamin pH’indan etkilenmekte olup HAT’a

dayali yontemlere gore daha uzun bir siirede ger¢eklesmektedir (116, 117).
Oksidan + e- (antioksidan) — indirgenmis oksidan + yiikseltgenmis antioksidan
ET dayali analiz yontemlert,

a. Toplam fenolik madde miktar1 tayini

b. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi tayini

c. Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC) yontemi

d. Cu (Il) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi

e. Ferrik indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) Tayini olarak siralanmaktadir.

2.4. Enzimler

Organizmada meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlarin hizlanmasini saglayan
protein yapisindaki biyolojik katalizorlere enzim adi verilmektedir (118). Bu
biyokatalizorler, katildiklar1 kimyasal reaksiyonlar1 bliyiikk o6l¢lide hizlandirarak,

katalizlenmemis reaksiyonlara gore 10% kat1 kadar hiz artisi saglamaktadir (119).

Enzimler, metabolizma, katabolizma, hiicresel sinyal iletimi, hiicre donglisii ve
gelisimi dahil olmak {iizere ¢esitli biyokimyasal olaylara aracilik etme ve diizenlemede
canlt organizmalar i¢in hayati dneme sahiptir. Bununla birlikte bir¢ok insan hastaliklarinin
temelinin enzim ile de iliskili oldugu bilinmektedir. Insanlarda ¢esitli rahatsizliklar,
enzimlerin islev bozuklugunun yan1 sira enzimlerin asir1 ekspresyonu veya

hiperaktivasyonundan kaynaklanmaktadir (120).

Enzimlerin katalizledikleri reaksiyonda spesifik olarak etki ettikleri maddeye
“substrat”, bu tepkime sonucunda olusan maddeye de “iiriin” adi verilmektedir (121).
Bugiine kadar enzim siniflandirmasi igin bir¢ok yontem mevcut olup enzimlerin
calisilmasini kolaylastirma ve standardize etmek amaciyla Uluslararas1 Biyokimya Birligi
(IUB) tarafindan enzimlerin siniflandirmasindan sorumlu Enzim Komisyonu (EC) adl bir

komisyon kurulmustur. EC, enzimleri 6 sinifa ayirmakta olup enzimin ana smifini, alt

21



smifini, alt alt sinifin1 ve substrat sinifin1 tanimlayan dort bolimden olusmaktadir (122,
123).

Tablo 3. Enzim siniflandirmasi (Tao’dan, 122)

Grup Katalizlenen Reaksiyon Ornek Enzimler

Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarim

Oksidoreditktazlar katalize etme; H ve O atomu veya elektron transferi Oksidaz, Dehidrojenaz
Bir bilesikten digerine bir fonksiyonel grubun

Transferazlar aktarimi. Grup agil-, fosfat, amino- veya metil- Transaminaz, Kinaz
olabilir.

Hidrolazlar Hidroliz yoluyla bir substrattan iki {iriiniin olugmasi Lipaz, Amilaz, Peptidaz
Hidrolitik olmayan bir yolla substratlara gruplarin

Liyazlar eklenmesi veya alinmasi Adenilat siklaz
C-C, C-N, C-O veya C-S baglar1 kopabilir.

izomerazlar Molekiil i¢i degisiklikler lzomeraz, Mutaz

Ligazlar ATP’nin defosforilasyonu ile ey zamanl yeni C-O, Sentetaz

C-S, C-N veya C-C bag yapilarinin olusumu

2.4.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin katalizledigi baz1 reaksiyonlarda reaksiyona giren buna karsin tepkime
sonucu yeni bir tiriin formuna doniismeyen bilesikler yer almaktadir. Bu iriinler, substrat
gibi hareket etmeyip katildiklar1 reaksiyonun hizinda degisiklige sebep olan
moderatorlerdir. Genellikle etki mekanizmasi reaksiyonun hizini azaltma veya reaksiyonun
gerceklesmesini engelleme seklindedir. Bu gesit maddelere “inhibitor”, meydana gelen
olaya da “inhibisyon” adi verilmektedir (124).

Inhibisyonu 6lgmek icin, inhibitér varhiginda ve yoklugunda enzim aktivitesi
farkinin inhibitér yoklugunda enzim aktivitesine orani olarak tanimlanan “inhibisyon
derecesi” terimi kullanilmaktadir. Ayrica 150, %50 inhibisyona neden olan inhibitor
konsantrasyonu ve Ki, enzimin inhibitdre olan afinitesini 6l¢en inhibisyon sabiti olarak

tanimlanmaktadir (125).

Enzim inhibisyonu geri doniisimlii (reversible) inhibisyon ve geri doniisiimsiiz

(irreversible) inhibisyon seklinde iki grup altinda siniflandirilmaktadir.
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2.4.1.1. Geri Déniisiimlii (Reversible) Enzim Inhibisyonu

Geri doniisiimlii inhibisyonda kolayca tersine ¢evrilebilen enzim yiizeyinin ¢esitli

kisimlar1 ile kovalent olmayan etkilesimler mevcuttur.

1. Yarismah Enzim (Kompetatif) inhibisyonu: Bu inhibisyon tipinde inhibitor
enzimin aktif bolgesine baglanmak i¢in substrat ile rekabet halindedir. Substrat
ve inhibitdr arasindaki yapisal benzerlik bulunmasi ikisinin enzimin aktif
bolgesine es zamanli baglanmasini engel olmaktadir. Bu inhibisyon g¢esidinde
inhibitér ile enzimin baglanmasi reversibldir ve substrat konsantrasyonunun

arttirilmasiyla inhibisyon derecesi azalmaktadir (124, 126).

E+S === ES — E+[) :
| ™
I

\/ inhibitérsiiz

FI vl

Sekil 2. Yarismali enzim inhibisyonu (Aynaci’dan, 124)

2. Yarismali Olmayan (Nonkompetatif) Enzim Inhibisyonu: Bu inhibisyon
tipinde, inhibitdr ve substrat arasinda yapisal benzerlik olmadigi ig¢in enzimin
aktif bolgesi icin bir rekabet bulunmamaktadir. Hem inhibitdr hem de substrat
enzime farkli bolgelerde bagimsiz olarak baglanmaktadir. Dolayisiyla
inhibisyon derecesi, substrat konsantrasyonundaki degisiklikten

etkilenmemektedir (124, 126).
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Sekil 3. Yarismali olmayan enzim inhibisyonu (Aynaci’dan, 126)

3. Yanismasiz (Ankompetatif) Enzim Inhibisyonu: Yarigmasiz inhibisyonda,

inhibitdr substratin enzime baglanmasindan sonra enzime baglanabilmektedir.
Substratin aktif bolgeye baglanmasiyla enzimin yapisinda degisiklik meydana
gelmesiyle birlikte inhibitor aktif bélgeden ayr1 bir yer olan inhibitor baglanma
bolgesine baglanmaktadir. Inhibisyon derecesi, substrat konsantrasyonundaki

degisiklikle artmaktadir (124, 126).
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Sekil 4. Yarigmasiz enzim inhibisyonu (Aynaci’dan, 126)

4. Lineer Kangik Tip Inhibisyon: Karisik inhibisyon tipinde, S ve I enzime

bagimli olarak iki farkli bolgede ayn1 anda baglanmaktadir. Enzime baglanma
afinitileri, birbirlerinin baglanmasindan etkilenmektedir. Inhibisyon derecesi, S
ve inhibitor bdlgesi arasindaki etkilesime baglidir ve  substrat
konsantrasyonundaki degisiklikten etkilenmektedir (124, 126).
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Sekil 5. Lineer karigik tip enzim inhibisyonu (Aynaci’dan, 126)

2.4.1.2. Geri Doniisiimsiiz (irreversible) Enzim Inhibisyonu

Geri doniisiimsiiz enzim inhibisyonunda tam protein yikimi sirasinda bile siklikla
devam eden, enzim yiizeyindeki farkli fonksiyonel gruplarla gii¢lii kovalent baglar
olusturan etkilesimler bulunmaktadir. Bdylece enzim kalic1 olarak inaktif hale gelmektedir

(127).
2.5. Tirozinaz Enzimi ve inhibitorleri

Tirozinaz (EC 1.14.18.1), monofenollerin ilgili katekollere o-hidroksilasyonunu
(kresolaz aktivitesi) ve buna miiteakip o-kinonlara oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi)
katalize eden bakir iceren bir monooksijenazdir. Tirozinaz, monooksijenaz ve oksidaz
aktiviteleri sergileyerek iki oksidasyon mekanizmasinda yer almasi ve deoksi-, oksi-, met-
ve deact-tirozinaz olmak iizere dort ayr1 okside formuna sahip olmasiyla karakterize bir
enzimdir. Fenolazlar, fenol oksidazlar, katekol oksidazlar olarak da adlandirilan tirozinaz
enziminin en yaygin kullanilan genel tanimi1 polifenol oksidazdir. Tirozinaz terimi, substrat

olan tirozine atifta bulunmaktadir (128, 129).

Tirozinazin memelilerde pigmentasyona katkida bulunan melanin biyosentezinde
de kritik bir rol oynadig1 bilinmektedir. Insan deri, sa¢ ve gbz pigmentasyonunda baslica
sorumlu ana pigment olan melaninler, melanogenez yoluyla iiretilmektedir. Melanin
sentezi, tirozinin melanogenezin ilk adimi olan L-tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonunu
katalize etmesi ile baslamaktadir (130, 131). Daha sonra kendiliginden devam eden
siklizasyon, dekarboksilasyon ve oksidatif polimerizasyon gibi spontan reaksiyonlar
sonucu melanin sentezlenmektedir. Bunun yani1 sira tirozinazin, pigmentasyon,
sklerotizasyon, birincil bagisiklik tepkisi ve konak savunmasi gibi bir¢ok temel biyolojik

islevden de sorumlu oldugu bilinmektedir (132).
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2.5.1. Tirozinaz inhibitorleri

Melanogenez ve esmerlesme siirecinde tirozinazin kritik rolii nedeniyle, bu zamana
kadar yapilan ¢alismalarda hem dogal hem de sentetik kaynaklardan elde edilen bir dizi
tirozinaz inhibit6rii tanimlanmaktadir (133). Bununla birlikte “tirozinaz inhibitorii” tanimi
baz1 aragtirmacilar tarafindan herhangi bir dogrudan inhibitdr/enzim etkilesiminden
bagimsiz olarak melanin olusumuna bir miktar miidahalede bulunan melanogenez
inhibitorlerine atifta bulunmak i¢in kullanilmaktadir (128). Tirozin inhibitorleri kimyasal
yapilarina ve inhibitér mekanizmalarina gore gesitlilik gostermekte olup bir¢ok tiirevleri

mevcuttur.

Tirozinaz inhibitorlerinin en biiyiik grubu olan polifeneoller yapisinda birden fazla
fenolik grubun bulundugu bilesiklerdir. Flavonoidler, fenoller ve piran halkalarindan
olusan ve bitkilerin yapraklarinda, tohumlarinda, kabugunda ve g¢igeklerinde bulunan
polifenol tiirevlerinden biridir. Alt1 ana gruba ayrilmaktadirlar: flavonoller, flavonlar,
flavonoller, flavononlar, izoflavonlar ve antosiyanidinler. Bitkilerde bu bilesiklerin UV
radyasyonuna, patojenlere ve otoburlara karsi koruma sagladigi bilinmektedir. Ayrica
meyvelerin, saraplarin ve bazi sebzelerin karakteristik kirmizi ve mavi renklerinden de
sorumludurlar. Dogal tirozinaz inhibitorlerinin en biiylik kismimi flavonoidler
olusturmaktadir (134).

Flavonoidlerin tirozinaz inhibitérleri ile uyumlu bir yapi iginde yer almakta olup
yapilan caligmalarda bazi flavonoidlerin olduk¢a giliclii inhibitor aktivite gosterdigi
bulunmustur (134).

Yapilan literatiir calismalarinda kaempferol, kuersetin ve morin gibi bazi
flavonoidlerin tirozinaza kars1 inhibitor aktivite sergiledigi goriilmektedir. Bunun yani sira

katesin ve ramnetinin enzim substrati gibi hareket ederek tirozinaz aktivitesini baskiladig:

da bilinmektedir (135).

Kojik asit farkli mantar tiirlerinden elde edilen bir tirozinaz inhibitoriidiir. Kojik
asidin tirozinaz enzimi tizerindeki inhibitor etkisi, enzimin aktif bolgesindeki bakir ile selat
olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir. Kojik asit, monofenolaz aktivitesi {izerinde
yarigmali bir inhibitér etki ve difenolaz aktivitesi lizerinde karisik bir inhibitor aktivite
sergilemektedir. Ayrica, yapilan calismalarda tiirevlerinin birgogu, gii¢lii bir tirozinaz

inhibitor aktivite gosterdigi de gozlenmektedir. Ayrica DOPA, norepinefrin ve dopamin
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tirozinaz enzimi tarafindan oksitlendiginde, kojik asitin pigmentli bilesiklerin olusum

hizint etkili bir sekilde engelledigi bilinmektedir (135-137).

Bir¢ok sayida bitkiden izole edilen benzaldehit ve benzoat tiirevi bilesikler olan
benzoik asit, benzaldehit, anisik asit, anisaldehit, sinamik asit, p-kumarik asit,
metoksisinamik asit ve vanilik asit bilesiklerinin de antitirozinaz aktivite gosterdigi
bilinmektedir. Benzaldehit inhibitorlerinin tirozinaz inhibitdr mekanizmasi, enzimde
birincil amino grubu ile bir Schiff bazi olusturma yeteneklerinden gelmektedir. Benzoat
inhibitorleri ise inhibit6r aktivite sergilerken enzimin aktif bolgesindeki bakir1 selatlama
yetenegini kullanmaktadir. Birgok bitki tiirlinden elde edilen gallik asit, tirozinaz inhibe
edici aktivite gostermekte olup askorbik aside benzer bir redoks dongiisii yoluyla
dopakinonu tekrar L-DOPA’ya indirgenmesinde rol oynamaktadir (135).

2.5.2. Tirozinaz inhitérlerinin Kullamim Alanlar:

Tirozinaz enziminin yapisal ve islevsel motifi nedeniyle gida, saglik, kozmetik gibi

bir¢ok alanda yaygin olarak kullanimi bulunmaktadir.

Tirozinaz inhibisyonun en yogun calisilan alani hiperpigmentasyonun tedavisidir.
Bir cilt problemi olan hiperpigmentasyonun tedavisinde, derideki melanin seviyesinin
diistiriilmesi hedef alinmaktadir. Tirozinaz inhibitorii olarak aktivite sergileyen kojik asit,
kozmetik cilt beyazlatma maddesi olarak ve enzimatik esmerlesmeyi 6nlemek i¢in bir gida

katk1 maddesi olarak kullanilmaktadir (138, 139).

Enzimatik esmerlesme, besin degerleri ve giivenirligi {lizerinde olumsuz etkilere
neden oldugu i¢in ¢ogu taze meyve ve sebzede Onemli bir sorun teskil etmektedir. Bu
sebeple enzimatik esmerlesmenin onlenmesi, gidalarin kalitesini ve giivenligini artirmak
gida endiistrisinde amaclanan birincil hedefler arasindadir. Bitki ve mantar tirozinaz
inhibitdrleri, meyve, sebze veya mantarlarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana
gelen istenmeyen esmerlesmeyi Onleyebilmektedir. Bu nedenle tibbi tedavi ve gida

endiistrisinde ekonomik agidan biiyiik bir oneme sahiptirler (140, 141).
2.6. Asetilkolin Metabolizmasi

Merkezi sinir siteminde yaygin olarak bulunan kolinerjik sistem, viicutta g¢esitli
karmasik islevleri yerine getiren bir ag1 temsil etmektedir. Beynin baglica omurilik, arka
beyin, medial habenula, mezopontin bolge, bazal 6n beyin, striatum, koku alma

tiberkiilinde bulunmaktadirlar. Asetilkolin  (ACh), kolinasetiltransferaz  (ChAT),
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kolinesterazlar (asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)) ve kolinerjik

reseptorler kolinerjik sistemin ana bilesenlerini olugturmaktadir.

Ach, tanimlanan ilk norotransmitterdir. Periferik ve merkezi sinir sistemlerinde
bulunan tiim kolinerjik ndéronlarin kullandigi bir ndérotransmitter olan asetilkolinin,
néromodiilator olarak da hareket eden ¢ok islevli bir molekiil oldugu da bilinmektedir.
ACh iireten kolinerjik noronlar beyinde, dzellikle beyin sapi, bazal 6n beyin ve stratumda
bulunmaktadir (142-144).

Ach, kolinerjik ndronlarin sitoplazmasinda ChAT enzimi tarafindan kolin ve asetil-
koenzim A’nin (asetil-CoA) birlestirilmesi ile sentezlenmektedir (143). Kolinin ¢ogunlugu
basta lesitin olmak tizere lipidlerin pargalanmasi ve Ach’in hidrolizi ile olusurken, asetil-
CoA mitokondrilerde gerceklesen hiicresel solunumun bir yan iirlinii olarak aciga
cikmaktadir. Sentezlenen ACh norotransmitter vezikiiler asetilkolin tasiyict (VACHT)
tarafindan sitozolden sinaptik vezikiillere taginarak depolanmaktadir. Norona sinir iletisi
geldiginde ACh sinaptik bosluga salinarak postsinaptik reseptorlere baglanmakta ve sinir
uyarisinin diger norona iletilmesinin ardindan reseptérden ayrilmaktadir. Postsinaptik
reseptorden ayrilan ve reseptorlere baglanmayip ortamda bulunan ACh molekiilleri ortadan
kaldirilmak tizere AChE tarafindan yikilarak hidrolize ugramaktadir. Hidroliz sonucu agiga
cikan kolin tekrardan ACh sentezinde kullanilmak iizere ndérona gonderilmektedir (144,
145).
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Sekil 6. Asetilkolin metabolizmasi (Wilkinson’dan, 146)
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Ach’in bir organizma ig¢indeki aktivitelerindeki farklilik, bu ndrotransmitterin
cesitli hiicre ve dokularin ylizeyindeki baglandiklar1 reseptorlere ve bunlara baglanma

sekline gore agiklanabilmektedir (147).
2.6.1. Kolinesterazlar

Kolinesterazlar kolin esterlerini hidrolize eden hidrolaz simifina ait bir enzim
ailesidir. Omurgalilarda asetilkolinesteraz (AChE; E.C 3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz
(BChE; E.C 3.1.1.8) olmak iizere iki tip kolinesteraz bulunmaktadir. Bu iki tip kolinesteraz
genetik, yap1 ve kinetik bakimdan birbirinden farklilik gdstermektedir. Kolinesterazlarin
substratlart i¢in 6zgiinliigii, kolin esterlerinin hidrolizi sirasinda kolin kalintisin1 baglayan

bir ‘anyonik bolgenin’ varligindan gelmektedir (148, 149, 150).

AChE, kolinerjik ve néromiiskiiler sinapslarda Ach’i hidrolize eden sinir sisteminin
en etkili enzimlerinden biridir. Burada ACh’in hizli bir sekilde kolin ve asetata yikimini
saglayarak kolinerjik sinir iletiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. AChE
kolinerjik iletimdeki klasik rollerinin yani sira, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, stres ve
amiloid olusumu gibi bir¢ok farkli reaksiyonda da yer aldigi bilinmektedir. Viicutta sinir

dokusunda, kaslarda, plazma ve kan hiicrelerinde bulunmaktadir (148, 151).
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Sekil 7. Asetilkolinin hidrolizi (Koganci’dan, 144)

AChE ile karsilastirildiginda, BChE’nin biyolojik roli hala belirsizligini
korumaktadir. Plazmatik kolinesteraz veya psodokolinesteraz olarak da bilinen
biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 veya engellendigi
kosullar altinda Ach’i metabolize eden bir yedek sistem olarak hareket edebilmektedir.
BChE karaciger, bagirsak, kalp, bobrek ve akcigerde en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (146, 150).

Aktif bolgenin ve katalitik mekanizma acisindan diger enzimlere gore farklilik

gosteren asetilkolinesteraz kuaterner yapida karmasik bir molekiiler polimorfizm
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gostermektedir. Enzimin aktif bolgesi, katalitik tiglitye (Ser-His-Glu) sahip esterik alt bolge
(aktif bolge) ve Ach’in pozitif dortlii kutbunu barindiran periferal anyonik alt bolge (PAS)
olmak tizere iki alt bolgeden olusmaktadir. Esterik alt bolge, Ser 200, His-440 ve Glu-327
ticliisiinden olugmakta olup enzimin katalitik aktivitesinden sorumludur. Aktif bolge
cukurunun agiz kisminda bulunan periferal anyonik bolge Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Trp
279 ve Tyr 334 aminoasit kalintilarini igermektedir. Bu bolge birgok farkli liganda
baglanma yetenegine sahip olmakla birlikte katalitik aktivitenin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Ayrica enzimin pek c¢ok inhibitor ile etkisimine aracilik etmesi nedeniyle
birgok ilag ve toksinin etki mekanizmasinin belirlenmesinde hedef kaynak olarak alindigi

bilinmektedir (150-152).
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Sekil 8. Asetilkolin (Tripathi’den, 151)

2.6.2. AChE Enziminin Alzheimer Hastahg ile iliskisi

Yash insanlarda bunamanin 6nde gelen formu olan Alzheimer hastaligi, merkezi
sinir sisteminin (MSS) c¢esitli kisimlarinda meydana gelen ndron ve sinaps kayiplari
sonucu gelisen bir norodejeneratif hastaliktir. Hastaligin genel klinik tablosu; biligsel
islevlerde azalma, bozulmus muhakeme, dil bozukluklari, uyku-uyaniklik dongiisii,
noropsikiyatrik ve davranigsal bozukluklar, 6z bakim yetersizlikleri gibi semptomlarla

karakterizedir (153, 154).

Yiizyili askin bir siire 6nce tanimlanan Alzheimer hastaligi, demansin en yaygin
nedeni olmakla birlikte tiim demans vakalarinin %60-80’ine tekabiil etmektedir. Diinya

genelinde yaklagik 50 milyon insan bu hastaliktan muzdariptir ve bu rakamin her 5 yilda
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bir ikiye katlanarak 2050 yilina kadar tahmini 115 milyon olmasi beklenmektedir. Bunun
yani1 sira, Alzheimer hastalifinin nedeninin ve tedavisinin heniiz tam olarak
aydinlatilamamis ve gelistirilememis olmasi hala toplumlar i¢in bir sorun teskil etmektedir.
Alzheimer hastaliginda goriilen semptomlarinin olusumu temel olarak kolinerjik
sinapslardaki yapisal degisiklikler, ACh reseptorlerinin spesifik alt tiplerinin kaybi, ACh
tireten noronlarin oliimii ve sonu¢ olarak kolinerjik sinir iletiminin bozulmasina
dayanmaktadir. Kolinerjik sistemde meydana gelen bu degisimlere dayanarak ‘kolinerjik

hipotez’ 6ne siiriilmektedir (149, 155).

Son zamanlarda yapilan bir¢cok c¢aligmada Alzheimer hastaliginin nedenlerinin
altinda yatan bir dizi farkli patojenik mekanizma tanimlanmaktadir. Hastaligin temeline
bakildiginda hiicrelerde ACh hidrolize edici enzim olan AChE seviyesinin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda 6liim sonrasi Alzheimer hastalarinda ChAT ve AChE
gibi kolinerjik belirteclerin kaybinin gézlemlerinden ve ge¢ evre Alzheimer hastalifinda
demansin derecesi ile kolinerjik anormallikler arasindaki korelasyondan kaynakladigi

gozlenmistir (156).

Amiloid 6ncii proteinin (APP) asir1 eksprese edilmis boliinmesine baglh olarak beta
amiloid peptitlerden olusan hiicre dis1 plaklarin birikimi ve bazal 6n beyni igeren kolinerjik
noronlara ciddi sekilde zarar veren fosforile tau proteinlerinden olusan hiicre igi
norofibriler yumaklarin birikimi hastaligin fizyopatalojisi icerisinde yer almaktadir. Bu
stirecte meydana gelen kolinerjik noronlarin kaybi, Alzheimer hastalifinda biligsel
bozukluklara yol agan ACh ndorotransmitterinin sinaptik kullanilabilirligini azaltmaktadir

(152).
2.6.3. AChE Inhibitorlerinin Alzheimer Hastahgiminda Kullamlmasi

Alzheimer hastaliginin patogenezindeki temel olaylar tam olarak anlasgilmamis olsa
da norodejenerasyonun altinda yatan biyoloji {izerine atilan birkag farkli teori,
arastirmalari, hastaligin ilerlemesini ve klinik tezahiirlerini modifiye etmek, durdurmak
veya geciktirmek igin yapilan miidahalelere yonlendirmistir. Yapilan inceleme ve
caligmalar ACh seviyelerinin Alzheimer hastaliginin bulgulan ile iligkili oldugu gozler
Ontine sermektedir. Bunun sonucu olarak da hastalig1 tedavi etmeye yonelik son ¢aligmalar,
kolinerjik reseptor agonistleri veya en yaygin olarak AChE inhibitorleri (AChEI’ler)
kullanilarak kolinerjik fonksiyonun gii¢lendirilmesine odaklanmistir.  Kolinesteraz

inhibitorleri ACh seviyesini artirici etkileri sayesinde hastaligin biligsel semptomlar1 ve
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yasam kalitesi lizerinde iyilestirici etkiye sahiptirler. Bu ilaglarin yaklagik 1 ila 3 yil
stireyle olumlu etkileri vardir ve hastaligin ilerlemesini durduramamaktadir. Alzheimer
tedavisi igin g¢esitli kimyasal yapiya ve etki mekanizmasma sahip birka¢ AChEI
kullanilmaktadir. Bu bilesikler kolinesteraz formlari igin benzersiz 6zgiinlilk modellerine

sahiptir (146, 148, 157, 158).

Giiniimiizde hastahgin tedavisinde kullanilan ve Amerikan Ila¢ Dairesi (FDA)
onayli AChET’leri Rivastigmin, Donepezil, Takrinin ve Galantamin’dir. Takrinin ve
donepezil inhibitorleri sentetik kaynaklidir. Rivastigmin Physostigma venenosum’dan ve

galantamin de Lycoris radiata’dan elde edilen edilmektedir (144, 159).
2.7. a-Amilaz ve a-Glukozidaz Enzimleri

a-Amilaz  (a-1,4-glukan-4-glukanohidrolazlar; EC 3.2.1.1) nisasta, amiloz,
amilopektin, glikojen gibi seker polimerlerinin a-D-(1,4)-glukan baglarinin hidrolizini
katalize eden 6nemli bir sindirim enzimidir. Bir¢ok farkli organizmada yaygin olarak
bulunan bu enzimin parotis bezinden salinan tiikiiriik a-amilaz1 ve pankreastan salinan
pankreas o-amilazi olmak iizere 2 izoenzimi bulunmaktadir. Parotis bezinden salinan
tikkiiriik a-amilazi nisastayr dekstrin ve maltoza hidrolize ederken pankreas a-amilazi ise
nisastay1 glukoza kadar parcalamaktadir. Diyetten alinan nisastanin sindirimi ilk olarak
agizda tikiirik o-amilazi ile baslamaktadir. Midede diisiik pH nedeniyle sindirim
durdurulmakta daha sonra yiyecek bolusu mideden ince bagirsaga gegtiginde pankreatik a-

amilaz tarafindan sindirim sonlandirilmaktadir (160, 161).

Glukozidazlar, oligosakkaritler veya glikokonjugatlardaki glukozidik baglarin
hidrolitik boliinmesini katalize eden ve mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunan bir enzim sinifidir. Baz1 glukozidaz gesitleri, seker molekiiliindeki hidroksil
gruplarinin sayisina, konumuna veya konfigiirasyonuna bagl olarak glukozidik baglarin
boliinmesi igin spesifik 6zellik tagimaktadir. Bu enzim sinifi i¢inde yer alan a-glukozidaz,
anomerik merkezdeki o-baglart yoluyla bolinme bdlgesine baglanan terminal glukozu
iceren glukozidik baglarin béliinmesini katalize etmektedir. ince bagirsak epitelyumunda
firgams1 kenar hiicrelerde bulunan a-glukozidazlar karbohidratlarin sindirim son

basamaginda gorev almaktadirlar (162-164).
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2.7.1. o-Amilaz ve a-Glukozidaz Enzimlerinin Diyabet ile Tliskisi

Diyabet, yiiksek kan sekeri seviyeleri ile karakterize bir hastalik olup karbohidrat
ve lipid metabolizmasinin homeostazinin bir pankreas hormonu olan insiilin tarafindan
uygunsuz sekilde diizenlendigi bir durum olarak tanimlanmaktadir. Diyabet 6miir boyu
stiren bir hastaliktir ve diinya popiilasyonunda obezite ve yaslanmanin artmastyla birlikte
diyabetli hasta sayisinin hizla arttigi bilinmektedir. Diyabetin en yaygin sekli insiiline
bagimli olmayan (Tip 2) diyabettir. Bu hastaligin tedavisi, hastaliga 6zgi ¢esitli faktorler
ve yiiksek postprandiyal hiperglisemi nedeniyle karmasiktir. Postprandiyal hiperglisemi,
kompleks karbohidratlarin maltoz ve glukoz gibi basit sekerlere parcalanmasina yardimci
olan bir enzim smifi olan amilaz ve glukozidazlarin etkisiyle yiikselmektedir.
Postprandiyal plazma glukoz seviyelerini kontrol etmenin en iyi yolu, diyet kisitlamas1 ve
egzersiz programi ile birlikte ila¢ kullanmaktir. Bununla birlikte, diyabet icin erken
tedavide tokluk hipergliseminin kontrolii kritik Oneme sahiptir. Postprandiyal
hiperglisemiyi azaltmak i¢in bir terapotik yaklagim, sindirim sisteminde karbohidrati
hidrolize ugratan enzimlerin (a-amilaz ve a-glukozidaz) inhibisyonu yoluyla glukoz
emilimini yavaglatmaktir. Her iki enzim inhibitoriiniin de glukoz emilim seviyesini azaltma
ve sindirim sisteminde glukoz emilimini bozarak karbohidrat sindirim siiresini uzatma gibi

tokluk kan sekeri lizerinde etkileri bulunmaktadir (165, 166).

a-Glukozidaz inhibitorleri bagirsakta psddokarbohidratlar gibi davranarak o-
glukozidaz enzimini yarismali ve geri dontisimlii bir sekilde inhibe etmektedir. Bu
enzimler, zayif emilebilir oligosakkaritler ve polisakkaritlerin bagirsakta kolayca emilen
monosakkaritlere doniisiimiinii kolaylastirarak postprandiyal hipergliseminin kontroliinde

onemli rol oynamaktadir (166).

Gilinlimiizde postprandiyal hiperglisemiyi azaltmak icin kullanilan a-amilaz ve a-
glukozidaz inhibitdr ilaglar grubunda akarboz, miglitol ve voglibose yer almaktadir. Her iki
enzimin de oral inhibitorii olan akarboz birinci ve ikinci glukoz molekiilii arasinda azot
bulunduran yapiya sahip bir psodotetrasakkarittir. Bu yapisal ozellik, akarboza o-
glukozidaz ve a-amilaz enzimlerine baglanmak i¢in yiiksek bir afinite saglamaktadir. Etki
mekanizmasinin doymamis siklohekzan halkasina ve glukozidik baglarin enzimatik
boliinmesi i¢in ge¢is durumunu taklit eden glukozidik azot baglantisina bagli oldugu
bilinmektedir. Akarboz Actinoplanes suslar1 ve Streptomyces glaucescens’den
tiretilmektedir (161, 167, 168).
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2.8. Sitotoksisite ve Degerlendirme Yontemleri

Bazi1 kimyasal ve biyolojik maddelerin canlt hiicreler iizerinde farkli mekanizmalar
ile meydana getirdigi toksik etki sitotoksisite olarak tanimlanmaktadir. Sitotoksik etki ile
hiicrenin yapisinda ve fonksiyonlarinda hasar meydana gelerek hiicreler apoptoza ve
nekroza siiriikklenmektedir. Sitotoksisitenin, karsinogenez ve inflamasyon dahil olmak
tizere bir dizi patolojik silirecte Onemli bir rol oynadigi diisliniilmektedir. Ayrica
sitotoksisite serbest radikaller, tahris edici maddeler ve genotoksinler dahil olmak {izere

diger ajanlarin aktivitesini de modiile etmektedir (169, 170).

Kimyasallar, ilaglar ya da kontamine c¢evresel numuneler tarafindan ortaya ¢ikan
toksik etkilerin degerlendirilmesi ve hiicre canliliginin tespiti toksikoloji, tip, ila¢ sanayi,
ekotoksikoloji gibi bir¢ok alanda onem arz etmektedir (171). Bir maddenin hiicresel
sistemlerde yarattig1 sitotoksik etkilerin ve potansiyelininin saptanmasi amaciyla
sitotoksisite testleri gelistirilmistir. Sitotoksisite testlerinin degerlendirilmesinde, hiicre
canlilif1 ve proliferasyonu, metabolik aktivite, artan membran gecirgenligi, niikleik asit ve

protein sentezi gibi bir¢ok farkli parametre yer almaktadir (172).

Test edilen bilesigin hiicre lizerine maruziyet sonrasindaki toksisitenin
degerlendirilmesinde; canlilik degerlendirme testleri, metabolik aktivite degerlendirme

testleri ve hiicre proliferasyonu degerlendirme testleri kullanilmaktadir (173).

Canlilik degerlendirme testlerinde toksik etkiye maruziyet sonucu hiicre canliliginin
orani, artan membran gegirgenligi ile iliskilendirilerek belirlenmektedir. Bu yontemde
hiicre kiiltiirli ortamina eklenen Tripan mavisi, Eozin, Kongo kirmizist ve Eritrosin B gibi
boyalar ile canli hiicrelerin eklenen boyalar1 disarida birakmasi, 6lii hiicrelerin ise bozulan
membran Dbiitiinligli sebebiyle boyalar1 disarida birakmayarak igeri almasi esas
alinmaktadir. Basit, ucuz ve boyali hiicrelerin mikroskop altinda daha hizli sayilabilmesi

sebebiyle en ¢ok tercih edileni Tripan mavisidir (170).

Metabolik aktivite degerlendirme testleri ile daha ¢ok uzun donemde meydana
gelen toksisite degerlendirilmektedir. Prolifere olan hiicrelerde tetrazolyum tuzunun
mitokondriyal siire¢lerde dehidrogenaz enzimi tarafindan indirgenerek renkli formazan
kristalleri olusturmasi ve meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrik olarak
Olctilmesi ile hiicre canlilig1 tespit edilmektedir. Hiicrelerin mitokondrial aktivitesinin baz

alinarak metabolik aktivitenin degerlendirildigi testler iginde MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-
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2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir), alamar mavisi ve LDH testleri yer almaktadir (173,
174).

Hiicre proliferasyonu degerlendirme testleri materyalden saliverilen g¢esitli
bilesenlerin hiicre kiltlirii i¢indeki hiicre proliferasyonuna etkisinin saptanmasinda
kullanilan testlerdir. Hiicre proliferasyonunun degerlendirildigi bir yontem olan *H-timidin
testinde, proliferasyon sirasinda uygulanan ve hiicre igine alinan radyoaktif *H-timidinin
radyoaktivitesi Ol¢iilmektedir. Radyoaktivite 6l¢iimii ile yeni DNA sentezi yapan hiicreler

belirlenerek materyalin proliferasyon iizerine etkisi dl¢iilmektedir (175).
2.8.1. Kanser Tedavisinde Dogal Kaynaklarin Yeri

Cagin hastalig1 olarak adlandirilan kanser, insidansinin her gegen sene artmasi ve
mortalite ve morbiditesinin yiiksek olmasi nedeniyle diinya ¢apinda en onemli saglik
problemlerinden biri olarak yer almaktadir. Kanser insidansi ve oliimlerinin biiytik bir
orani, yiiksek seviyede viicut kitle indeksi, sagliksiz beslenme, alkol ve sigara kullanimi,
radyasyona maruz kalma, kronik enfeksiyonlar ve kalitim gibi farkli ¢evresel ve genetik
faktorlerden kaynaklanmaktadir (176).

Bu sebeple giinlimiizde bircok arastirmacit kanserin patofizyolojisi tiizerinde
calisarak kanser tedavisinde en etkili tedavi yontemini aramaktadir. Cerrahi, kemoterapi ve
radyasyon kanseri tedavi etmek igin bilinen en yaygin tedavi yontemleridir. Bununla
birlikte, bu tedavilere siklikla yorgunluk, mide bulantis1 ve agri gibi yan etkiler ve
komplikasyonlar da eslik etmektedir (177, 178). Son birkag¢ yildir, bitkilerden elde edilen
dogal bilesiklerin yiiksek antikanser etki ve diisiik toksisite gostermeleri, hiicre liremesini
ve anjiyogenezi azaltmalar1 ve bunun yam sira kolayca temin edilebilmeleri birgok
arastirmaciy1 kemoterapinin yerine antikanser aktiviteye sahip dogal bilesikleri kesfetmeye

yonlendirmistir.

Kansere kars1 potansiyel ajan olarak kabul edilen fitokimyasallarin, diger antikanser
ilaglar ile birlikte hareket ederek ¢oklu ilaca direncgli kanser tedavisinde etkili olduklari
bilinmektedir. Bu antikanser ajan ve destekleyici tedavinin bitkilerde bulunan kurkumin,
resveratrol, vinorelbin ve bir diterpenoid olan 17-hidroksijolkinolid B gibi bilesiklerden
ileri geldigi yapilan c¢alismalarla gosterilmektedir. Kamptotesin kurkumin, dosetaksel,
irinotekan, lurtotekan, paklitaksel, topotekan ve vinkristin dogal kaynaklardan elde edilen
ve kanser tedavisinde etkili olan bilesiklerdir (179).
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2.9. Antimikrobiyal Aktivite

Gilinlimiizde mikrobiyal enfeksiyonlar ve antibiyotik ilaglara karsi direng gelisimi
toplum saghigini en biiyiikk tehdit edici faktorlerden biri olmaktadir. Mikrobiyal
enfeksiyonlar, diinya ¢apinda toplam Olimlerin yaklasik yaklasik %17’sinden sorumlu
olmasi sebebiyle biiyiik sorun teskil etmektedir. Diren¢ mekanizmasinin gelismesi, mevcut
antibakteriyel ilaglarin daha az etkili olmasma ve bu siirecte giderek de etkisiz hale

gelmesine neden olmaktadir (180).

Geleneksel tibbin bilinen basaris1 ve dogal kaynaklar tizerine yapilan arastirmalar,
ilaca diren¢ gelismis enfeksiyonlari ortadan kaldirmak ve antibiyotigin organizmada
meydana getirdigi zarar1 azaltmak icin yeni bilesiklerin bulunmasina oncii olmustur.
Diinyanin farkli bdlgelerinde bulunan bitki tiirleri {izerinde yapilan birgok farkli
arastirmalar sonucu bitki ekstraktinin ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkisinin bitkiden
bitkiye farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu farklilik, bitkinin yetistigi iklim ve toprak
bilesimi, yas, ekstrakte edilen tirliniin kalitesi, miktar1 ve bilesimi iizerindeki etkisi, ¢oziicii
tipi, farkli bakteri suslar1 gibi birgok faktére gore degiskenlik gosterebilmektedir (181-
183).

Ucucu yaglar, ¢icekler, tomurcuklar, tohumlar, yapraklar, aga¢, meyveler, kokler,
dallar ve aga¢ kabugu gibi bitki materyallerinden izole edilen ugucu bilesiklerdir. Ugucu
yaglarin antibakteriyel aktiviteleri uzun zamandir bilinmekte olup bu 6zelliklerinin

yapisindaki fenolik bilesiklerinden kaynaklandig: bilinmektedir (184).

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinden sekonder metabolitlerin sorumlu oldugu
goriilmektedir. Antimikrobiyal 6zelliklere sahip baslica fitokimyasal gruplar fenolikler ve
polifenoller (flavonoidler, kinonlar, tanenler, kumarinler), terpenoidler, alkaloidler,
lektinler ve polipeptitlerdir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal yeteneklerinin altinda yatan
bir¢ok farkli mekanizma bulunmaktadir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda karvakrol, timol
ve Ojenol, sinnamaldehit gibi ugucu yaglarin mikrobiyal hiicre membran yapisini ve
hiicresel metabolizmay1r antimikrobiyal etkiyi gosterdikleri bulunmaktadir. Trans-
sinnamaldehit, karvakrol, timol, geraniol biyofilm olusumu {izerinde; salisilik asit ve
tiirevlerinin bakteriyel kapsiil iiretimi lizerinde; dihidroi sosteviol, taninin de mikrobiyal
toksin Uretimi {izerinde etki gostererek antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Bitki

metabolitlerinin diren¢ degistirici ajanlar (RMA) olarak da hareket ettigi bilinmekte olup
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bakteriyel direngle savagsmanin en olasi yollarindan biri olarak kabul edilmektedir.

Nerolidol ve bisabolol RMA etkili bilesiklerdir (185, 186).

Disk difiizyon, agar diliisyon ve tiip diliisyon gibi metotlar antimikrobiyal

duyarliligin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir (187).
2.10. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimin bilesenlerinin sabit ve hareketli olmak tizere iki fazli
bir ortamda yapi, boyut, yiik ve diger 6zelliklerinden faydalanarak ayrilmasini saglayan
kalitatif bir analiz yontemidir. Bu analiz yontemi, bir karisimin bilesenlerini ayristirmasi
yani sira bilesenlerinin tanimlanmasini ve saflastirilmasini da saglayan 6nemli bir fiziksel

tekniktir (188). Kromatografinin temelinde 3 etkili faktor yer almaktadir.

e Sabit faz: Ayrilmasi istenen bilesenlerin etkilesime girdikleri veya alikonulma
isleminin gerceklestigi fazdir. Kromatografik islem i¢in secilecek olan sabit faz
ayrigsmasi istenen bilesenlerin dogasina ve kromatografinin tipine gore
degiskenlik gostermektedir. Genellikle diiz bir yiizey ya da bir kolon icerisine
tutturulmus sekilde bulunmaktadirlar.

e Hareketli faz: Analizi yapilmak istenen karisimi sabit faz boyunca tasiyan bir
¢Oziicliden olusmaktadir. Hareketli faz olarak kullanilan maddeler, numunedeki
bilesenlerin dogasina ve sabit fazin tipine gore degismektedir.

e Hareketli faz, sabit faz ve analiz edilen maddeler arasindaki etkilesimin
tiirii: “Cozinirlik” ve ‘“adsorpsiyon” kromatografinin temelini olusturan

kavramlardir (189, 190).

Kromatografik yontemler faz tiplerine, ayrilma mekanizmalarina ve uygulama

bicimine gore siniflandirilmaktadir.
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Tablo 4. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi (Eser’den, 191)

e  Adsorpsiyon kromatografisi

Ayrilma Mekanizmalarina Gore e  Partisyon kromatografisi
Kromatografiler e lIyon degistirme kromatografisi

e Jel Filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi

e Diizlemsel kromatografi
—  Kagit kromatografisi
Uygulama Bicimine Gore —  Ince tabaka kromatografisi (TLC)
Kromatografiler e Kolon kromatografisi
—  Gaz kromatografisi (GC)
—  Yiiksek performansl sivi kromatografisi (YPSK)

e  Sivi kromatografisi
Faz Tiplerine Gore e  Sivi-Kati kromatografisi
Kromatografiler e S1v1-S1vi kromatografisi
e  Gaz kromatografisi

2.10.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

YPSK, bir ¢6ziicii i¢inde ¢6ziinmiis bir numunenin kat1 bir malzeme ile hazirlanmis
kolon igerisinden yiiksek basing ile birlikte ilerletilerek ayristirilmasi esasina dayanan
analiz yontemidir. Analiz edilecek olan numune bilesenlerinin kolana enjeksiyonundan
detektore ulagsmasma kadar gecen siire alikonma siiresi olarak adlandirilmaktadir.
YPSK’da analitin sabit farz tarafindan alikonma siiresi ve kolondan ge¢is hizi bilesigin
tanimlanmasindaki esas faktorler olup numune, ¢oziicii ve sabit fazin 6zelliklerine gore
degiskenlik gostermektedir. Buna gére numune karisiminin kolondan gecis sirasinda sabit
faz ile giiclii etkilesim gosteren analitler digerlerine gore daha uzun alikonma siiresi
sergileyip daha yavas cikarken, kolon malzemesi ile daha az etkilesim 6zelligine sahip
analitler kisa bir alikonma siiresi gosterip hizli bir sekilde ayrigmaktadir. Kolonda
gerceklesen ayrisma isleminden sonra kolondan ayrilan analitler detektorden gegmektedir.
Daha sonra detektor vasitasiyla analitlere iligkin iiretilen sinyal analiz verileri bilgisayar

programina aktarilmaktadir (190, 192).
Bir YPSK sistemi;

e Numunenin enjektdr, kolon ve detektorden belirli bir sabit hizda gegisini
saglayan pompa sistemi,
e Sivi numunenin hareketli faza enjekte edilmesinde kullanilan enjektor sistemi,

e Analitlerin ayrilma igleminin gergeklestigi yer olan kolon,
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e Kolondan ¢ikan analitin miktarina iliskin sinyal {ireten detektdr,
e Detektorden alinan sinyallerin kaydedildigi veri sistemi bilesenlerinden

olusmaktadir (193, 194).

‘ BOmek
( 1 |
‘ Pompa . Enjektor . Dedektsr
HPLC kolonu

Hareketli faz Veri toplama

Atk

Sekil 9. YPSK cihazinin sematik gosterimi (Giri’den, 193)

YPSK yonteminin normal faz ve ters faz kromatografisi olmak iizere iki ¢alisma
sekli bulunmaktadir. Normal fazda polar bir sabit faz ve apolar bir hareketli faz
bulunmaktadir. Ters farzda adindan anlasilacag {izere tam tersi bir durum s6z konusu olup
ginimiz YPSK c¢alismalarinda daha ¢ok tercih edilmektedir. Normal faz
kromatografisinde polaritesi yiiksek olan solventler polar molekiilleri diger bilesenlere
gore sabit fazdan hizlica uzaklastirmaktadir. Ters faz kromatografisinde ise hidrofobik
solventler apolar molekiilleri benzer yapiya sahip oldugu i¢in sabit fazdan daha kolay bir
sekilde uzaklastirmaktadir (190, 194).

2.10.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Gaz kromatografisi, gaz ve ugucu karigimlari ayirmak i¢in kullanilan en etkili
kromatografik tekniktir. Analitik kimyada yaygin olarak kullanilan bu yontemde analiz
edilecek gaz veya buhar numunesi, bir tasiyict gaz ile kromatograftan gecirilmektedir.
Tastyic1 gaz, numunenin dogasina ve kullanilacak dedektor cesidine gore degiskenlik
gostermekte olup genellikle helyum, hidrojen ve azottur. Sabit faz ise inert kat1 bir yiizey
lizerinde yer alan tepkimeye girmeyen sivi bir tabakadan olusmaktadir. Gaz veya buhar
karisimi kolon boyunca tasiyict gaz ile sabit bir akimda tasinirken burada ¢oziiniirliik,
adsorbsiyon ve kimyasal bag gibi faktorler sebebiyle farkli kuvvetlerde sabit faza tutunarak
birbirinden ayrilmaktadir. Sabit faz tarafindan alikonma siirelerine bagl olarak kolondan
farkli zamanlarda ¢ikis1 geregeklesen komponentlerin ¢ikisi grafiksel veya elektronik
olarak kaydedilebilen bir dedektor vasitasiyla dl¢iilmektedir (195-197).
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Bu yontem ile ugucu halde bulunmayan kati ve sivi karisimlarin da analizi
miimkiindiir. Ayrimi yapilacak olan numunenin oncelikle gaz veya ugucu gaz haline
getirilmesi gerekmektedir. Bunun igin bilesenlerin trimetilsilil agil veya ester gibi tiirevleri
hazirlanarak kaynama noktasinin diisiiriilmektedir. Ayrica alev iyonizasyon detektorii ve
elektron yakalama detektorii sayesinde ¢ok diisiik konsantasyonda bile bulunan bilesenler
gaz kromatografisi ile kantitif analiz edilebilmektedir. Bir karisimdaki bilesenlerin bu
yontem ile analiz edilebilmesi i¢in, termal kararliginin yiiksek, buharlasabilir ve gaz fazi
halinde kararli olmasi, hareketli faz (tasiyic1 gaz) ile ve analizi yapilacak olan diger

bilesenler ile herhangi bir reaksiyona girmemesi gerekmektedir (190).

Gaz kromatografisi, tasiyic1 gaz kaynagi, enjeksiyon portu, kolon, dedektor, kayit

edici ve yazici bilesenlerinden olugmaktadir (198).

taginer gaz girigi
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e —
e = il'—-nlu: Sk
enjektdr I / \k bilsisay.
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Sekil 10. Gaz kromatografisinin sematik gdsterimi (Oksiiz’den, 198)

GC-MS’in ugucu yaglar, hidrokarbonlar gibi birgok bilesenden olusan karigimlarin
ayristirtlmasinda kullanilmasinin yani sira kirlilik ¢aligmalari, adli tip ¢alismalar1 ve genel
izleme ¢alismalarinda kullanilmasi gibi ¢ok yaygin bir kullanim alan1 bulunmaktadir. Polar
olmayan bilesenlerin, ugucu yag, yag asitleri, lipidler ve alkaloitlerin GC-MS ¢alismalari
ile analizlerinin yapilmasi sonucu bu yontemi tibbi bitkilerinin analizinde daha popiiler

hale getirmistir (197).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Bitkinin Toplanmasi, Teshisi, Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

H. nitidum Erzincan ili Poéske Dagi’ndan 2100 m yiikseklikten 2019 yilinun
temmuz ayinda toplanmistir. Bitkinin teshisi Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan
gerceklestirilmistir. Bitkinin herbaryum 6rnegi Erzincan Universitesi Biyoloji Boliimii

Herbaryumu’nda saklanmakta olup herbaryum numarasi 6661°dir.

Bitkinin toprak tstii kisimlar1 serin ve golge bir alanda kurutulduktan sonra tez
caligmalarinda kullanilmak {izere oOgiitiicii degirmen yardimiyla iyice toz haline

getirilmistir.
3.2. Bitkinin Ekstraksiyonu

Calisma kapsaminda iki ayr1 solvent (su ve metanol) kullanilmistir. Bu ¢oziiciiler
ile elde edilen karisgimlarin ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen ekstreler biyolojik
aktiviteleri ¢alismalarinda kullanilmistir. Bitkinin degirmende toz haline getirilmis olan
toprak stli kisimlarindan 500°er g alinarak 1000 mL ¢o6ziicii (metanol/saf su) ile oda
sicakliginda ¢alkalayicida bir gece boyunca ekstraksiyona birakilmis ve ardindan
stiziilmiistiir. Maserasyon islemi 3 kez tekrarlanmis olup elde edilen siiziintiler
birlestirilmistir (199, 200). Metanol ekstresi igin elde etmek i¢in evaporatdr yardimiyla 30
°C’de evaporator yardimiyla kuruluga kadar ugurulmus ve 31,12 g ham ekstre elde
edilmistir. Su ekstresi elde etmek icin de liyofilizatorde kurutma islemi yapilmis olup

11,09 g kuru ekstre elde edilmistir.
3.3. Biyolojik Aktivite Caliymalari

Bitkiden elde edilen su ve metanol ekstrelerinden, antioksidan testler kapsaminda
Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini, Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Olgiimii, Ferrik
Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Olgiimii, Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite (CUPRAC) Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini; enzim
inhibisyonu kapsaminda tirozinaz, biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz, a-glukozidaz ve
a-amilaz inhibitér aktivite tayinleri; antimikrobiyal aktivite testleri kapsaminda agar
kuyucuk difiizyon ve minimal inhibisyon testleri; sitotoksisite caligmalar1 kapsaminda
MTT testi ve fitokimyasal ¢alisma kapsaminda YPSK ve GC-MS analiz ¢aligmalar1 bir

arada ¢alisilmustir.
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3.3.1. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Biyolojik aktivite ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal malzeme ve maddeler Tablo

5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan kimyasal malzeme ve maddeler

Kimyasal Adi Marka Kimyasal Ad Marka
AICl; Merck IKI Merck
Akarboz Acros Organics Kojik asit Sigma-Aldrich
Asetilkolin iyodiir Sigma-Aldrich Na,CO; Tekim
Asetilkolinesteraz Sigma-Aldrich Metanol Sigma-Aldrich
Biitirilkolin iyodiir Sigma-Aldrich Na,HPO, Sigma-Aldrich
Biitirilkolinesteraz Sigma-Aldrich NaHPO, Sigma-Aldrich
BHT Kimetsan Nisasta Sigma-Aldrich
DTNB Sigma-Aldrich PNPG Sigma-Aldrich
DPPH reaktifi Sigma-Aldrich TPTZ Fluka
FeCl; Tekim Tirozinaz Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich Troloks Sigma-Aldrich
Gallik asit Merck a-amilaz Sigma-Aldrich
Glutatyon Sigma-Aldrich a-glukozidaz Sigma-Aldrich
HCI Tekim

3.3.2. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart

Cozeltiler Hazirlanisi
Gallik Asit 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanan 1 mL stok ¢6zeltisinden hareketle metanol ile
(0.5 mg/mL) seyreltilmistir. Seyreltme islemi sonucu 0.5-0.25-0.125-0.0625-0.03125 mg/mL

konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmugtir.

0.2 N Folin-Ciocalteu

Hazir olarak satin alinmis Folin-Ciocalteu reaktifinden (2 N) 1:10 oraninda seyreltme
yapilarak (saf su ile) hazirlanmstir.

Na,CO; (%7 5 ’luk)

75 g NaCO; 90 mL su igerisinde ¢ozilerek daha sonradan 100 mL’ye
tamamlanmigtir.

Kuersetin (10 mg/
mL)

10 mg/mL olarak hazirlanan stok ¢6zeltisinden hareketle 5-2.5-1.25-0.625 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.

AICl; (%0.2°1ik)

1 g AICI350 mL saf su igerinde ¢oziilerek hazirlanmigtir.

HCI (100 mM)

25 mL saf su {izerine 205 pL HCl’den (%37°1ik) ilave edilmistir. Daha sonra saf
suyla birlikte 100 mL’ye tamamlanmigtir.

TPTZ (10 mM)

TPTZ (46.8 mg) 6 mL 100 mM’lik HCI’de ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 9 mL metanol
eklenerek ¢dzelti hazirlanmustir.

FeCl; (20 mM)

FeCl; (48.6 mg ) 6 mL saf su iginde ¢6ziilmustiir. Daha sonra ¢6zelti iizerine 9 mL
metanol eklenmistir.

Asetat Tamponu
(pH 3.6-300 mM)

2.325 g NaCH3;COO0.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edilerek
hazirlanan karigimin hacmi saf suyla 750 mL’ye tamamlanmistir.

FRAP Reaktifi

Kullanilmadan 6nce taze hazirlanmistir. Asetat tamponu (300 mM pH 3.6), TPTZ (10
mM) ve FeCl3(20 mM) sirasiyla 10:1:1 oraninda karigtirtlmstir.

Troloks (1000 uM)

2.5 mg tartilan troloks standardi 10 mL etanol i¢inde ¢oziilen hazirlanan stok
¢ozeltisinden 1000-500-250-125-62.5 uM konsantrasyonlarinda olacak sekilde
etanoliik ¢ozeltileri hazirlanmistir.

CUC|2.2H20
(10 mM)

92.4 mg CuCl,.2H,0 bir miktar su igerisinde ¢oziilmiis ardindan hacmi 50 mL’ye
tamamlanmugtir. (NaOH ile pH 7 olacak sekilde ayarlanmustir.).

NH,CH;COO- (1M)

3.8 g CH3;COONH,; bir miktar saf su ile ¢ozilmiis ve hacmi 50 mL’ye
tamamlanmistir. (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi).

Nc Cozeltisi

78 mg Neokuproin 50 mLmetanol ile ¢6ziilerek hazirlanmistir.

(7.5 mM)
DPPHe- Reaktifi (100 3.94 mg DPPH+ 90 mL metanol i¢inde ¢6ziilmiis ardindan ¢6zelti hacmi 100 mL’ye
mM) tamamlanmuisgtir.

0.1 mg tartilan BHT standardi 10 mL metanol i¢inde ¢oziilmiis ardindan stok BHT
BHT (10 mg/mL) ¢ozeltisinden 10-5-2.5-1.25-0.625 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri metanolle

1:1 oraninda seyreltme yapilarak hazirlanmustir.

L- DOPA ¢ozeltisi
(2.5 mM)

10 mL fosfat tamponu c¢ozeltisinde (pH 6.8) 0.004925 g L-DOPA ¢oziilerek
hazirlanmistir.

Kojik asit standardi
(500 pg/mL)

2.5 mg kojik asit tartilmistir. Ardindan 5 mL fosfat tamponu c¢ozeltisi icinde
coziilerek tampon ¢ozelti ile seyreltme islemleri yapilarak farkli konsantrasyonda
(500-100-50-25 pg/mL) ¢ozeltileri hazirlanmsgtir.

Asetiltiyokolin iyodiir
(15 mM)

32.8 mg asetiltiyokolin iyodiir tartilmis ve 8 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra
8 mL fosfat tamponu ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

Biitiriltiyokolin
iyodiir (15 mM)

8 mL distile su i¢inde 4 mg asetiltiyokolin iyodiir ¢oziilmiistiir. Daha sonra iizerine 8
mL fosfat tamponu eklenmistir.

Asetilkolinesteraz

0.2 mg tartilan asetilkolinesteraz enzimi 3 mL fosfat tamponunda (pH 8) ¢oziilerek
hazirlanmustir.

Biitirilkolinesteraz

0.2 mg tartilan biitirilkolinesteraz enzimi 1.8 mL fosfat tamponunda (pH 8) ¢oziilerek
hazirlanmustir.

DTNB ¢ozeltisi
(10 mm)

4 mL fosfat tamponunda (pH 7) 7.5 g NaHCO; ve 16 g DTNB ¢oziilmiis ardindan
iizerine 4 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

Fosfat Tamponu (pH
8)

8.75 g tartilan sodyum fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) 950 mL distile suda
¢Oziilmiistiir ardindan 1IN NaOH c¢dzeltisi ile birlikte pH derecesi 8’e ayarlanmistir.
Daha sonra tampon hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir.
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3.3.3. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamlan Cihazlar

Biyolojik aktivite calismalarinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Adx Marka

Rotary evaporator Heidolph Hei-VAP Precision
Hassas terazi OHAUS Pioneer

Inkiibator Memmert

Magnetik Karistirici Heidolph MR

Ogiitiicii Degirmen Spice Herb Grinder

pH metre Hanna Instruments
Spektrofotometre cihazi BMG Labtech Spectrostar Nano
Ultrasonik Su Banyosu Isolab

Vorteks Heidolph Reax Top Vortex Mixer
Yar1 otomatik pipetler Eppendorf

3.3.4. Antioksidan Aktivite Calismalari

Tiirlerin antioksidan kapasiteleri Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini, Toplam
Flavonoid Madde Miktar1 Olgiimii, Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Olgiimi,
DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini ve Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite (CUPRAC) Tayini ile test edilmistir.

3.3.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Bu yontemin esast alkali ortamdaki elektronlarin fenolik bilesiklerden ve diger
indirgeyici tiirlerden molibdene transferi sonucu 750-765 nm’de maksimum absorpsiyon
gosteren mavi renkli kompleksin olugsmasina dayanmaktadir (201). Calismada ilk olarak
standart olarak kullanilan gallik asitin farkli konstantrasyonlardaki (500, 250, 125, 62.5 ve
31.25 pg/ mL) cgozeltileri hazirlanmigtir. Test ¢ozeltisi olarak 10 mg/ mL olarak
hazirlanmis metanol ve su ekstreleri kullanilmis ve 3 paralel olarak ¢alisilmistir. Deneyde

kor olarak da her numune ¢ozeltisinin kendi ¢oziiciisti kullanilmistir. Deneyde sirasiyla;

e Numune ¢oOzeltisinden 50 pL alinarak test cozeltilerine ve numune kori
tiiplerine, gallik asit ¢ozeltilerinden de 50 pL alinarak standart koriine ve

standart tiiplerine pipetleme islemi yapilmistir.
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Reaktif koriine de numune ve standardin ¢oziiciilerinden 50 pL pipetlenmistir.
Tiim tiiplere 2.5 mL distile su eklenmistir.

20 sn araliklarla test ¢ozeltilerine, reaktif korii tiipleri lizerine 250 mL FCR
eklenerek vortekslenmistir.

20 sn araliklarla standart ve numune kori tiiplerine 250 pL distile su eklenerek
vortekslenmistir.

Oda sicakliginda 3 dk bekledikten sonra tiim tiiplere 750 pL %20’lik Na,COs
eklenerek vorteksleme islemi tekrarlanmistir.

Biitiin tiipler oda 1sisinda 2 saat bekletilerek spektrofotometre ile 765 nm’de

absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Gallik asit g¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri baz

alinarak standart ¢alisma grafigi cizilmistir. Bitki ekstrelerinin toplan fenolik madde

miktar1 standart ¢alisma grafigine gore gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. Calisma

sonuglart mg GAE/g ekstre = standart sapma olarak ifade edilmistir.

3.3.4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

H. nitidum ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktar1 tayini Arvout-Grand ve

ark.’larinin yontemi esas alinarak yapilmistir (202). Calismanin standarti kuersetin olarak

belirlenmis olup 0.625-1.25-2.5-5.0-10 mg/mL olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda

¢ozeltileri hazirlanmistir. Numune ¢ozeltisi olarak 10 mg/mL konsantrasyonlarinda

hazirlanmis metanol ve su ekstreleri kullanilmistir. Deneyde sirasiyla;

Numune c¢ozeltisinden 1 mL almarak test ¢ozeltilerine ve numune kori
tiiplerine, kuersetin ¢ozeltilerinden de 1 mL alinarak standart koriine ve standart
tiiplerine pipetleme islemi yapilmistir.

Reaktif koriine de numune ve standardin ¢oziiciilerinden 1 mL pipetlenmistir.
Daha sonra standart, numune tiiplerine ve reaktif koriine 1 mL AICl; ilave
edilmistir.

Standart ve numune korlerine de 1 mL saf su ilave edilmistir.

Oda sicakhiginda ve karanlikta 15 dk beklenmistir. Inkiibasyon siirecinin
ardindan absorbanslar degerleri spektrofotometre ile 430 nm’de tespit

edilmistir.
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e Okunan absorbans degerlerine gore standart calisma grafigi cizilmis olup
ekstrelerin toplam flavonoid madde miktarlar1 kuersetin standarti esdegeri
olarak hesaplanmistir. Calisma sonuglari mg QE/g cinsinden + standart sapma

olarak sunulmustur.
3.3.4.3. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

Ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ tayininde, antioksidan madde varliginda Fe(III)-
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-S-triazin) kompleksinin indirgenmesiyle mavi renkli bir bilesik
olan ve 595 nm’de maksimum abrosbans veren Fe(Il)-tripiridiltriazin [Fe(ll)-TPTZ]
kompleksinin olusmasma esas almmustir (203). Calismada oncelikle 10 mg/mL
konsantrasyonunda bitki ekstresi numuneleri ve standart olarak kullanilmak {izere farkli
konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250, 500, 1000 puM) Troloks ¢o6zeltileri hazirlanmustir.
FRAP reaktifi taze hazirlanmis olup c¢alisma siliresi boyunda manyetik karistiricida

bekletilerek stabilitesi korunmustur. Deneyde sirasiyla;

e Numune ¢ozeltisinden 50 plL alinarak test cozeltilerine ve numune kori
tiiplerine, troloks ¢ozeltilerinden de 50 puL alinarak standart koriine ve standart
tiiplerine pipetleme islemi yapilmistir.

e Reaktif koriine de numune ve standardin ¢oziiciilerinden 50 pL pipetlenmistir.

e Test cozeltilerine ve reaktif korii tiiplerine 20 sn araliklarla 1.5 mL FRAP
reaktifi pipetlenmistir.

e Numune ve standartlarin ¢oziiciilerinden 1.5 mL alinarak numune ve standart
korii tliplerine 20 sn araliklarla pipetleme islemi yapilmigtir.

e Oda sicakliginda 20 dk bekledikten sonra spektrofotometrede 595 nm’de

absorbanslar1 olglilmiistiir.

Elde edilen calisma grafigine gére FRAP degerleri Troloks ile karsilastirilarak g

numune bagina uM olarak hesaplanmistir.
3.3.4.4. Cu (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC metodunun esast, bir yiikseltgen olan Cu(II)-Nc’nin, antioksidan madde
varliginda 450 nm’de maksimum absorbans veren [bakir(I)- neokuproin (Cu(l)-Nc)]
kompleksini olusmasina dayanmaktadir (116). Calismadal0 mg/mL konsantrasyonunda
bitki ekstresi numuneleri ve standart olarak kullanilmak {izere farkli konsantrasyonlarda

(62.5, 125, 250, 500, 1000 uM) Troloks ¢o6zeltileri hazirlanmstir.
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e Numune c¢oOzeltisinden 500 pL alarak test c¢ozeltilerine ve numune kori
tiiplerine, troloks ¢ozeltilerinden de 500 pL alinarak standart koriine ve standart
tiiplerine pipetleme islemi yapilmistir.

e Reaktif koriine de numune ve standardin ¢oziiciilerinden 500 pL pipetlenmistir.

e Daha sonra tim tiiplere 1000 uL NH4CH3COO™ ve 1000 uL CuCl,.2H,0
pipetlenmistir.

e Test ¢ozeltilerine ve reaktif korii tiiplerine 20 sn araliklarla 1000 pL. Nc reaktifi
pipetlenmistir.

e Numune ve standartlarin ¢oziciilerinden 1000 pL alinarak numune korii
tiiplerine 20 sn araliklarla pipetleme iglemi yapilmistir.

e Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk bekledikten sonra spektrofotometrede

450nm’de absorbanslar1 dl¢lilmiistiir.

Elde edilen ¢alisma grafigine gére CUPRAC degerleri Troloks ile karsilagtirilarak g

numune bagina uM olarak hesaplanmastir.
3.3.4.5. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

DPPH radikal ¢ozeltisi, hidrojen atomu verebilen bir antioksidan molekiil ile
karistirildiginda, radikalin indirgenmis formuna ve ¢ozeltinin karakteristik 6zelligi olan
menekse renginin kaybina yol agmakta ve ¢ozelti renginde meydana gelen renk kaybi

yiiksek siipiirme kapasitesini ifade etmektedir (113).

Calismada DPPH radikalinin metanol ile hazirlanmis 100 uM’lik ticari formu
kullanmigtir. Calismanin standarti olarak BHT kullanilmis olup metanol ile seyreltilerek
farkli konsantrasyonlarda (0.000625-0.00125-0.0025-0.005-0.01 mg/mL) ¢ozeltileri

hazirlanmstir.

Deneye baglamadan 6nce numunelerin analiz uygun konsantrasyonlarini saptamak
amaciyla 6n deneme calismalar1 yapilmistir. Hazirlanan numune ve DPPH ¢ozeltilerinden
esit oranda alinarak 40 dk beklenerek renk degisimi siireci gozlenmistir. Radikalin
karakteristik rengi olan mor menekse renginin kalici olarak kaldigi konsantrasyon
bulunana kadar seyreltme yapilarak uygun numune konsantrasyonu bulmaya ¢aligilmistir.

Deneyde sirasiyla;

47



e Numune c¢ozeltisinden 750 pL alinarak test c¢oOzeltilerine ve numune kori
tiiplerine, BHT c¢ozeltilerinden de 750 uL alinarak standart koriine ve standart
tiiplerine pipetleme islemi yapilmistir.

e Reaktif koriine de numune ve standardin ¢oziiciilerinden 750 uL pipetlenmistir.

e Test gozeltileri ve reaktif kori tiiplerine 750 uL. DPPH ¢ozeltisi pipetlenerek
vortekslenmistir.

e Numune korine DPPH ¢oziiciisii olarak 750 uL metanol pipetlenerek
vortekslenmistir.

e Vorteksleme isleminden sonra tiim tlipler oda sicakliginda ilk pipetleme
isleminden itibaren 55 dk bekletilmis ve spektrofotometrede 517 nm’de
abrosbanslar olglilmustiir.

e Konsantrasyonlarina karsi bulunan absorbans degerlerine gore standart ¢alisma

grafigi gizilerek 1Cso degerleri hesaplanmistir.
3.3.5. Enzim Iinhibisyonu Cahsmalar:
3.3.5.1. Tirozinaz Inhibitér Aktivite Tayini

Bitki ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon kapasitesi, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin’in
(L-DOPA) substrat olarak kullanildigi bir metot yardimiyla spektrofotometrik olarak
belirlenmistir (204). Calismada metanol ve su ekstrelerinden 10 mg/mL olacak sekilde ana
stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Daha sonra fosfat tamponu (pH 6.8) ile birlikte seyreltme
yapilarak farkli (25, 50, 100, 500 ug/mL) konsantrasyonlarda test ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Standart i¢in bir tirozinaz inhibitorii olan kojik asitin de 25, 50, 100 ve 500 pg/mL

konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir.

96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde 6rnek ¢ozeltisi (40 pL), tirozinaz ¢ozeltisi (40 ul)
ve fosfat tamponu (80 uL, pH 6.8) karistirilarak 25 °C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra L-DOPA ¢ozeltisi (40 pL) ilave edilerek tekrardan 25 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakilmistir. Kor ¢dzeltisinde enzim bulunmamaktadir. inkiibasyon
stirecinden sonra 6rnek ve kor ¢ozeltilerin absorbanslart 492 nm’de okunmustur. Deney 3
tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Tirozinaz inhibitor aktivitesi sonuglar1 kojik asite

esdeger olarak hesaplanarak verilmistir.
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3.3.5.2. Antikolinesteraz Aktivite Tayini

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu tayini, 96 kuyucuklu
mikroplakalarda Ellman metodu ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir (205). Bu
yontemin esasi, asetilkolinin asetilkoinesteraz enzimi tarafindan tiyokoline parcalandiktan
sonra tiyokolinin 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek sari

renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu olusturmasina dayanan kolorimetrik bir yontemdir.

Calismada enzim olarak asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri, enzim
substrati olarak asetiltiyokolin iyodiir ve biitiriltiyokolin iyodiir kullanilmistir. Aktivitenin
belirlenmesinde sar1 renkli DTNB kullanilmistir. Calismanin standarti olarak galantamin
kullanilmis olup standart ve test bilesiklerinin 25-200 pg/mL konsantrasyonlarinda

¢Ozeltileri hazirlanmustir.

96 kuyucuklu mikroplaka i¢ine 130 pL fosfat tamponu (pH 6.8), test ¢ozeltisi (10
mL) ve enzim ¢ozeltisi (20 pL) ilave edilerek 10 dk boyunca 25°C de inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiim kuyucuklara énce DTNB reaktifi (20 pL) hemen ardindan enzimin
substratt (20 pl) eklenerek 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Benzer islemler enzim
¢Ozeltisi olmadan kor ¢ozeltisi i¢in tekrarlanmistir. Test ve kor ¢ozeltilerin absorbansi 412
nm’de okunmustur. Asetil ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon sonuglar1 galantamine

esdegeri olarak verilmistir.
3.3.5.3. a-Glukozidaz Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Calismada a-glukozidaz inhibitor aktivite tayini i¢in Palanisamy ve ark.’nin
yontemi kullanilmigtir (206). Standart olarak akarboz kullanilmigtir. Standart ve test
bilesiklerinin 6.25-12.5, 25 50, 100 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢6zeltileri hazirlanmistir.
96 kuyucuklu mikroplaka icinde 50 puL o6rnek ¢ozeltisi, SO pL glutatyon, 50 pL a-
glukozidaz ¢ozeltisi, 50 pL fosfat tamponu (pH 6.8) ve 50 uL PNPG (4-Nitrofenil B-D-
glukuronid) ¢ozeltisi karistirilarak 37°C’de ve 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Kor
¢ozeltisinde enzim bulunmamaktadir. Daha sonra 50 pL 0.2 M sodyum karbonat eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. Ornek ve kor ¢dzeltilerin absorbanslar1 400 nm’de okunmustur.
Calismada o-glukozidaz inhibitor aktivitesi sonuglari akarboz esdegeri olarak ifade

edilmistir.
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3.3.5.4. a-Amilaz Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Calismada o-amilaz  inhibitor  aktivite tayini i¢in = Caraway-Somogyi
iyodur/potasyum iyodur (IKI) yontemi kullamilmistir (207). Standart olarak akarboz
kullamilmistir.  Standart ve test bilesiklerinin 6.25-12.5, 25 50, 100 mg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmistir. 25 plL Ornek ¢ozeltileri ile fosfat
tamponunda (pH 6.9) hazirlanmis a-amilaz ¢ozeltisi 96 kuyucuklu mikroplaka icinde
kanigtirilarak 10 dakika boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 50 pL
9%0.05’ lik nisasta ¢ozeltisi inkiibe edilmis 6rneklere eklenerek reaksiyon baslatilmis ve 37
°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirecinin ardindan tiim tiiplere 25 pL HCIl
(1 M) eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Benzer islem a-amilaz enzim ¢6zeltisi olmadan
kor ¢ozeltisi i¢in tekrarlanmistir. Daha sonra iyodin-potasyum iyodid ¢6zeltisi (100 pL)
eklenerek ornek ve kor c¢ozeltilerin absorbanslari 630 nm’de okunmustur. o-Amilaz

inhibitor aktivitesi sonuglari akarboz esdegeri olarak hesaplanmustir.
3.3.6. Sitotoksisite Tayini

H. nitidum su ve metanol ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri MTT yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir (208). Caligma kapsaminda, insan akciger kanser (A549)
hatti1 kullanilmistir. Su ve metanol ekstrelerinden kendi ¢doziiclileri kullanilarak 75
mg/mL’lik ana stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra ana stok ¢ozeltilerden yine kendi
coziiciileri kullanilarak ayr1 ayr1 6 farkli konsantrasyonda (0.25, 0.75, 2.5, 7.5, 25, 75
mg/mL) diliisyon serisi hazirlanmistir. Her bir diliisyon Orneginden besiyerlerindeki
¢oziicli son konsantrasyonu %0.4 (su veya metanol) olmak kosuluyla 1, 3, 10, 30, 100 ve
300 pg/mL ekstre iceren maruziyet besi yerleri hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu i¢in
yalniz %0.4 oraninda su veya metanol igeren besiyeri kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu

icin 0.6 uM sodyum lauril siilfat (SLS) kullanilmistir.

Hiicrelerin pasajlanmasinin ardindan 96 kuyucuklu mikroplakaya her kuyucukta
5x10° hiicre/100 pL olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin mikroplaka yiizeyine
yapismalarin1 saglamak i¢in mikroplakalar 24 saat inkiibasyona (37°C ve %5 COp)
birakilmigtir. Daha sonra kuyucuklardaki besiyerleri vakum yardimiyla gekilerek atilmigtir.
Hemen sonrasinda farkli kosantrasyonda (0-300 pg/mL) ekstre iceren maruziyet besiyerleri
her kuyucukta 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonun
(37°C ve %5 CO,) ardindan besiyerleri tekrardan vakum yardimiyla ¢ekilerek atilmustir.
Ardindan her kuyucuga 0.5 mg/mL MTT iceren besiyerinden 100 pL konularak 2 saat
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boyunca inkiibe (37°C ve %5 CO,) edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki
MTT igeren besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerde MTT’nin indirgenmesi sonucu
olusan formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in kuyucuklara 150°ser uL dimetilsiilfoksit
(DMSO) eklenmistir. Mikroplakalar orbital ¢alkalayicida 10 dk bekletilmis ve ardindan

absorbans degerleri spektrofotometre ile 570/690 nm’ de Slglilmiistiir.
3.3.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Calisma kapsaminda bitki ekstrelerinin kullanilan test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri, Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi ve Minimal Inhibisyon
Yontemi kulanilarak tayin edilmistir. (Tablo 8).

Tablo 8. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Gram negatif non

fermentatif bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gram negatif enterik

. Escherichia coli ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
bakteriler

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans RSKKO07038,

Gram pozitif koklar Enterococcus faecalis ATCC 29212

Gram pozitif sporlu

. Bacillus cereus 702 ROMA, Scardovia wigsiae DSM 22547
basiller

Gram almayan asido
resistant bakteri

Maya mantarlari Candida albicans ATCC 60193, Saccharomyces cerevisiae RSKK 251

Mycobacterium smegmatis ATCC 607

3.3.7.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

H. nitidum ekstrelerinde antimikrobiyal aktivitenin saptanmasinda oncelikli olarak
agar kuyucuk diftizyon metodu ¢alisilmistir (209). Calisma kapsaminda test edilecek kiiltiir
bakterileri 1 gecelik inkiibasyona birakilarak hazir hale getirilmistir. Hazir hale getirilen
bakterilerinden siv1 besiyeri igerisinde yaklasik 10° kob/mL (koloni olusturan birim) diliie
cozeltileri hazirlanarak kat1 besiyerlerine yaygin ekimleri yapilmigtir. Daha sonra cam boru
yardimi ile birlikte besiyeri lizerinde inhibisyon zon dl¢limiiniin yapilacag: aralarinda 2 cm
aralik olacak sekilde 5 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir. Bitki ekstrelerinden ¢oziiciileri
uzaklastirildiktan sonra DMSO ile 10.000 pg/mL konsantrasyonlarinda c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan test ¢ozeltilerinden 50 pL alinarak her bir kuyucuga eklenmistir.

Daha sonra bakteri igeren petriler 24 saat, maya iceren bakteriler 48 saat ve
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Mycobacterium smegmatis kiiltiirii iceren petriler ise 72 saat olacak sekilde 36 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde antimikrobiyal etki ¢ap1 (inhibisyon zonu) cetvel
yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Calismanin standart kontrol ilac1 olarak Streptomisin ve Ampisilin
bakteriler i¢in kullanilirken Flukonazol mayalar i¢in kullanilmistir. DMSO standart ¢6ziicii

kontrolii olarak kullanilmistir.
3.3.7.2. Minimal Inhibisyon Yéntemi

Agar kuyucuk metodu ¢alisilarak H. nitidum ekstrelerinden elde edilen etkinligin
kantitatif analizi ig¢in siv1 besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi yontemi uygulanmistir (210).
MIK yontemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS)

standartlarinin belirledigi kriterler baz alinarak ¢aligilmistir (211).

Bakteri ve maya Kkiiltiirleri aerobik kosullarda 3-5 giin boyunca 35°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Test kapsaminda ELISA pleytleri ile c¢alisilmigtir. BitKi
ekstrelerinden 0.1 mL alinarak sivi besiyerleri ile bir seri sulandirmalart yapilmistir. Daha
sonra inokiile edilmis olan mikroorganizmalar bir gecelik kiiltiirlerinden sonra McFarland
0.5 bulanikliliginda (IXIO8 kob/mL) olacak sekilde siispanse edilmistir. Hazirlanan
siispansiyonlardan 1:10 oraninda sulandirilmigtir. Son test kosantrasyonu 5x10*
kob/kuyucuk olacak sekilde her kuyucuga 0.005 mL mikroorganizma eklenerek aerobik
kosullarda etiivde 16-72 saat siire boyunca 35°C’de beklemeye birakilmistir Calismanin
standart kontrol ilaci olarak Streptomisin ve Ampisilin bakteriler i¢in kullanilirken
Flukonazol mayalar i¢in kullanilmistir,. DMSO standart ¢Oziicii kontrolii olarak
kullamilmistir.  Kuyucuklarda bulunan mikroorganizmanin iiremesinin  tamamen
engellendigi ve gozle goriilebilen en diisiik antimikrobik madde konsantrasyon cinsinden
(MIK) olarak ifade edilmistir. Minimal bakterisit konsantrasyonu (MBK) tayin etmek
amaciyla agar plaklara iireme goriilmeyen kuyucuklardaki diliisyon eklenerek 16-24 saat
siire boyunca 35°C’de inkiibasyona birakilmistir. Uremenin olmadigi kuyucuktaki madde
konsantrasyonu MBK olarak ifade edilecektir.

3.3.8. YPSK ile Bitki Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

Fitokimyasal ¢aligmalar sirasinda kullanilan kimyasal madde, cihazlar ve Tablo 9

ve 10°da belirtilmistir.
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Tablo 9. Fitokimyasal ¢alismalar siirecinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Adi Marka/Model
Metanol Sigma-Aldrich
Formik asit Sigma-Aldrich

Tablo 10. Fitokimyasal ¢alismalar siirecinde kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Adx Marka/Model

Hassas Terazi OHAUS Pioneer

Ultrasonik Banyo Sonica, 3300MH

Membran filtre Sartorius Stedim, Seliiloz asetat, 0.45 um
YPSK Cihazi Shimadzu Corporation, LC 20 AT

H. nitidum’un metanol ekstresinin i¢erdigi fenolik bilesiklerin YPSK-DAD yo6ntemi
ile analinizi gergeklestirmek amaciyla daha once Yildirim ve ark. tarafindan rapor edilen
yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir (212) (Tablo 11, 12). Evaporator yardimiyla
kuru hale getirilen ekstrelerden alinan numune ¢6zelti konsantrasyonu 10 mg/ mL olacak
sekilde YPSK saflikta metanolde c¢oziilmiistiir. Daha sona sonra 0.45 um membran
filtreden gegirilerek ornek ¢6zeltisi hazirlanmistir. Fenolik bilesiklerin analizi 280 nm

dalga boyunda DAD dedektorii yardimiyla gergeklestirilmistir.

Tablo 11. YPSK deneysel kosullar

Kolon sicakligt 25°C
Akis hizi 1 mL/dk
Dedektor DiodeArrayDetector (DAD)
Dedektor dalga boyu 280 nm
Kolon Zorbax Eclipse XDB-Cg
Hareketli faz (A) %0.1 formik asit
(B) metanol
Yontem Gradient eliisyon
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Tablo 12. Gradient eliisyon programi

Zaman (dk) Solvent A % Solvent B %
(%60.1 Formik asit) (Metanol)
0 75 25
14 20 80
16 20 80
16.5 75 25
25 75 25

3.3.9. Ugucu Yaglarin GC-MS Analiz Yontemi

H. nitidum’dan ugucu yag eldesi Mikrodalga Clevenger yontemi ile %0.019 verimle
gerceklestirilmistir. Bitkiden elde edilen ugucu yag kahverengi viallere konularak n-hekzan

¢oziictsii iginde ve -10 °C’de saklanmustir.

Bitkiden elde edilen ugucu yagin GC-MS analizi, Shimadzu QP 2010 Plus cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz ¢aligmasinda tasiyict gaz olarak helyum (% 99.999,
1 mL/ dakika) kullanilmigtir. n-Hekzan (YPSK Kkalitesinde) i¢inde ¢6ziinmiis ugucu yagin
GC-MS cihazina enjeksiyonu, split modda ve 250 °C'de gergeklestirilerek baslangigta 60
°C’de 2 dakika tutulmustur. Daha sonra da 3 °C/dakika 1sitma rampasiyla 240 °C’ye
yiikseltilerek 60 dakika siireyle kosturulmustur (198).

3.4. istatiksel Analiz

Sonuglar ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi+standart sapma alinarak hesaplanmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen verilerin degerlendirmesi Graphpad Prism 5 programu ile
yaptlmigtir. Normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol
edilmistir. Orneklerin her birinden elde edilen sonuglarmn birbirleri arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi T-testi ile yapilmistir (p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Aktivite Tayini Bulgulan

4.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuclari

Bu c¢alismada, toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in yontemin standarti olan

gallik asit i¢in hazirlanan standart ¢alisma grafigi Sekil 11°de, bitki ekstrelerinin toplam

fenolik madde miktart degerleri mg GAE/g numune olarak Sekil 12°de gosterilmistir.

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbans (765 nm)

y = 0,0008x
R2=0.9961

1 e
0

100 200 300 400 500 600
Gallik Asit Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 11. Toplam fenolik madde miktar1 tayininde kullanilan gallik asite ait standart
caligma grafigi

mg GAE/g numune

500

400

300

200

100

481.250+3.74

299.58+2.86

HNM HNS

Sekil 12. H. nitidum ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar tayini sonuglari
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4.1.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Ol¢iimii Sonuglar

Bu ¢aligmada, toplam flavonoid madde miktar1 tayini i¢in yontemin standarti olan
kuersetin i¢in hazirlanan standart ¢alisma grafigi Sekil 13’te, bitkiden elde edilen su ve
metanol ekstrelerinin igerdigi toplam flavonoid madde miktar1 degerleri mg QE/g numune

olarak Sekil 14°te gosterilmistir.

0,80 -
y = 0.0522x + 0.2037
0,70 1 R2=0.9928

0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 A

Absorbans (430 nm)

0,20 A
0,10 1

0,00 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Kuersetin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 13. Toplam flavonoid madde miktar1 tayininde kullanilan kuersetine ait standart
calisma grafigi

26.62+0.68
30

25
20
15

mg QE/g numune

10 2.11£0.12
5 f—

HNM HNS

Sekil 14. H. nitidum ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktar tayini sonuglari
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4.1.3. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuclar

Calismada kullanilan troloks standartina igin hazirlanan standart ¢alisma grafigi
Sekil 15’te verilmistir. H. nitidum ekstrelerinin FRAP degerleri pmol Troloks/g numune

seklinde Sekil 16°da gosterilmistir.

1,000

~ 0,800 R?=0.9938

< 0,700

[Te)

B 0600

@ 0,500

8 0400

-

g 0,300

< 0,200
0,100

0,000
0 200 400 600 800 1000 1200

Troloks konsantrasyonu (nM)

)/

Sekil 15. FRAP tayini ¢alismasinda kullanilan troloksa ait standart ¢alisma grafigi

122145.72
1400,00
£ 1200,00
=
€ 1000,00
z 455:3.14
B0 800,00
=
S 600,00
e
& 400,00
£ 200,00
=.
0,00
HNM HNS

Sekil 16. H. nitidum ekstrelerinin FRAP tayini sonuglart
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4.1.4. Cu (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini Sonuclar

Calismada kullanilan troloks standartina i¢in hazirlanan standart caligma grafigi
Sekil 17’de verilmistir. H. nitidum ekstrelerinin CUPRAC degerleri pmol Troloks/g
numune seklinde Sekil 18°de gosterilmistir.

2,500 ~
y =0,0023x - 0,0176
2 =

2,000 R2=0,9983
IS
c
8 1,500 -
N
=
S 1,000 -
o]
| .
2
o 0,500 -
<

0,000 \ ‘ ‘ T ‘ ‘

0 200 400 600 800 1000 1200
Troloks konsantrasyonu (uM)

Sekil 17. CUPRAC tayini ¢alismasinda kullanilan troloksa ait standart ¢alisma grafigi

1331.826+2.4
6

§ 1400,000
g 1200,000
=
= 1000,000
20
3z 800,000 551.536+2.84
(=]
E 600,000
—_ 400,000
g
= 200,000

0,000

HNM HNS

Sekil 18. H. nitidum ekstrelerinin CUPRAC tayini sonuglari
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4.1.5. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclar:

Calisma kapsaminda, standart madde olarak kullanilan BHT igin hazirlanan
standart ¢alisma grafigi Sekil 19°de verilmistir. H. nitidum ekstrelerinin absorbans

konsantrasyon grafikleri Sekil 20-22’de verilmistir.

0,600

y = -84.442x + 0.5432

0,500 R® = 0.9905

0,400
0,300

0,200

Absorbnas (517nm)

0,100

0,000
0,000 0,002 0,004 0,006

BHT Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 19. DPPH radikali giderme aktivitesi tayini ¢aligmasinda kullanilan BHT’a ait
standart caligma grafigi

0,350 -

y = -0.8682x + 0.307
R2 = 0.9768

0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -

0,100 -

Absorbnas (517nm)

0,050 -

0,000 . . . . . .
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

H. nitidum su ekstresinin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 20. H. nitidum su ekstresine ait DPPH radikali giderme aktivitesi tayini sonuglari
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0,350 -

y =-8.7796x + 0.317
R?=0.9876

0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -

0,100 -

Absorbans (517nm)

0,050 -

0,000 . . . . . .
0,00000 0,00200 0,00400 0,00600 0,00800 0,01000 0,01200

H. nitidum metanol ekstresinin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 21. H. nitidum metanol ekstresine ait DPPH radikali giderme aktivitesi tayini
sonugclari

176.8026+2.41

180
160
140
120
100

80

60
18.0532+1.4
40

3.22+0.05
2 ey D

BHT HNM HNS

IC50 degeri (mg/mL)

Sekil 22. H. nitidum ekstrelerinin ve BHT standardinin 1Cs degerleri

Tablo 13. H. nitidum ekstrelerinin antioksidan aktivite ¢alisma sonuglari

Numuneler TPC? TFCP FRAP® dCUPRAC DPPH?®
HNM 481.5+3.74 26.62+0.68 12214572 1331.826+2.46  18.0532+1.4
HNS 299.58+2.86 2.110.12 455+3.14  551.536+2.84  176.8026+2.41
BHT 3.22+0.05

*TPC degeri total fenolik igerigini (mg gallik asit esdegeri/gram), "TFC degeri toplam flavanoid igerigini (mg
kuersetin esdegeri/gram), ‘FRAP degeri demir indirgeyici antioksidan giiciinii (uM trolox esdegeri/gram),
YCUPRAC degeri bakir indirgeyici antioksidan giiciinii (uM trolox esdegeri/gram), *DPPH degeri 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil radikal siipiirme kapasitesini (mg/mL), BHT degeri biitillenmis hidroksi tolueni ifade eder.
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4.2. Enzim Inhibisyonu Tayini Bulgular
4.2.1.Tirozinaz Enzim inhibisyonu Tayini Sonuclari

H. nitidum ekstrelerinin ve kojik asit standardinin tirozinaz enzim inhibisyonu

grafigi ve sonuglar1 Sekil 23-26°da, 1Cso degerleri Tablo 14°te verilmistir.

100,00
90,00
80,00 y = 48.013x - 35.846
70,00 R>=0.9921
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Tirozinaz inhibisyon (%)

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Log [C]

Sekil 23. Kojik asit standardina ait tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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80,00
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y = 38.421x - 19.722
R? = 0.9844

Tirozinaz inhibisyon (%)

0 0,5 1 15 2 25 3
Log [C]

Sekil 24. H. nitidum su ekstresine ait tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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100,00
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Sekil 25. H. nitidum metanol ekstresine ait tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

61.362+2.16 65.266 + 1.45
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Sekil 26. H. nitidum  ekstrelerinin  tirozinaz enzim inhibisyonu
karsilagtirilmasi

Tablo 14. H. nitidum ekstrelerinin ve kojik asitin 1Csy degerleri

sonuglarinin

Tirozinaz inhibitor Aktivitesi

Test Bilesikleri I1Cs (ng/mL)
Kojik Asit 61.362+2.16
H. nitidum Su Ekstresi 65.266 + 1.45
H. nitidum Metanol Ekstresi 43.118+2.24
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4.2.2. Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonuclari
4.2.2.1. Asetilkolinesteraz inhibitér Aktivite Sonuclar

H. nitidum ekstrelerinin ve galantamin standardinin asetilkolinesteraz inhibisyon

grafikleri ve sonuglar1 Sekil 27-30°da, I1Cs degerleri Tablo 15°te verilmistir.
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Sekil 27. Galantamin standardina ait asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 28. H. nitidum su ekstresine ait asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 29. H. nitidum metanol ekstresine ait asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 30. H. nitidum ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglarmin
karsilagtirilmasi

Tablo 15. Asetilkolinesteraz inhibitdr aktivite tayininde H. nitidum ekstrelerinin ve
galantaminin 1Cs degerleri

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Test Bilesikleri I1Cso (ng/mL)
Galantamin 41.786 +0.93
H. nitidum Su Ekstresi 47.622 +£1.45
H. nitidum Metanol Ekstresi 67.087 £1.14
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4.2.2.2. Biitirilkolinesteraz Inhibitor Aktivite Sonuclar

H. nitidum ekstrelerinin ve galantamin standardinin biitirilkolinesteraz inhibisyon

grafikleri ve sonuglar1 Sekil 31-34’te, 1Cso degerleri Tablo 16°da verilmistir.
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Sekil 31. Galantamin standardina ait biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 32. H. nitidum su ekstresine ait biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi

65



50,00 ~
45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -

y = 37,829x - 42,651
R>=0,9895

0,00

Biitirilkolinesteraz inhibisyonu (%)

0,00

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

Sekil 33. H. nitidum metanol ekstresine ait biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 34. H. nitidum ekstrelerinin biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglarinin

karsilagtirilmasi

Tablo 16. Biitirilkolinesteraz inhibitdr aktivite tayininde H. nitidum ekstrelerinin ve
galataminin ICsq degerleri

Biitirilkolinesteraz Aktivitesi

Test Bilesikleri

ICs (ng/mL)

Galantamin
H. nitidum Su Ekstresi
H. nitidum Metanol Ekstresi

43.246 +0.26
106.104 + 1.48
281.323+2.24
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4.2.3. a-Glukozidaz Inhibisyon Aktivitesi Yontemi Sonuclar

H. nitidum ekstrelerinin ve akarboz standardinin a-glukozidaz inhibisyon grafik ve

sonuglar1 Sekil 35-38°de, 1Cso degerleri Tablo 17°de verilmistir.
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Sekil 35. Akarboz standardina ait a-glukozidaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 36. H. nitidum su ekstresine ait a-glukozidaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 37. H. nitidum metanol ekstresine ait a-glukozidaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 38. H. nitidum
karsilastirilmasi

Tablo 17. a-Glukozidaz

ekstrelerinin  a-glukozidaz

enzim inhibisyonu sonuglarinin

inhibisyon aktivite tayininde H. nitidum ekstrelerinin ve
akarbozun ICsq degerleri

a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu

Test Bilesikleri ICso (ng/mL)
Akarboz 20.794 £ 0.82
H. nitidum Su Ekstresi 82.321 £ 1.14
H. nitidum Metanol Ekstresi 39.537+0.27
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4.2.4. o-Amilaz Inhibisyon Aktivitesi Yontemi Sonuclari

H. nitidum ekstrelerinin ve akarboz standardinin a-amilaz inhibisyon grafikleri ve
sonuglar1 Sekil 39-42°de, 1Cso degerleri Tablo 18°de verilmistir.

100,00 ~
90,00 -

80,00 -
y = 61.394x - 33.181 9
70,00 1 R = 0.9834

60,00 -

50,00 - 74
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00

a-Amilaz inhibisyonu (%)

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Log [C]

Sekil 39. Akarboz standardina ait a-amilaz inhibisyonu grafigi
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Sekil 40. H. nitidum su ekstresine ait a-amilaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 41. H. nitidum metanol ekstresine ait a-amilaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 42. H. nitidum ekstrelerinin  a-amilaz  enzim inhibisyonu sonuglarnin
karsilastirilmasi

Tablo 18. a-Amilaz inhibisyon aktivite tayininde H. nitidum ekstrelerinin ve akarbozun
I1Cso degerleri

a-Amilaz Enzim inhibisyonu

Test Bilesikleri ICso (ng/mL)
Akarboz 22.640+1.13
H. nitidum Su Ekstresi 78.288 +2.05
H. nitidum Metanol Ekstresi 55.490 + 1.07
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4.3. Sitotoksisite Tayini Bulgular:

4.3.1. MTT Yontemi Sonuclar:

H. nitidum ekstrelerinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi MTT yontemi
ile incelenmis olup sonuglar Sekil 43 ve 44’te verilmistir. H. nitidum su ve metanol
ekstreleri ile 24 saatlik maruziyet gergeklestirilmistir. H. nitidum metanol ekstresinin 10,
30, 100 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda; su ekstresinin 30, 100 ve 300 pg/mL
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda anlamli azalma bulunmustur (p<0.001). Su

ekstresinin 300 pg/mL konsantrasyonunda hiicre canlilik orani %68+6.1 bulunurken

metanol ekstresinde %78+0.9 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 43. H. nitidum metanol ekstresinin (a) ve su ekstresinin (b) A549 hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik etkisi (Negatif kontrole gore anlamli fark bulundu; ***

p<0,001).
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Sekil 44. H. nitidum su ekstresinin A549 hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi

71




4.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Bulgular:

H. nitidum ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri, 9 bakteri ve 2 maya lizerinde

caligilarak tayin edilmistir.
4.4.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Sonuclari

H. nitidum ekstrelerinin agar kuyucuk difiizyon yontemi ile olusturdugu inhibisyon
zon c¢aplarn cetvel ile 6l¢iilerek mm seklinde ifade edilmistir. Calismanin standart kontrol
ilac1 olarak Streptomisin ve Ampisilin bakteriler i¢in kullanilirken Flukonazol mayalar igin

kullanilmistir. Sonuglar standartlar ile karsilasmali olarak Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19. H. nitidum ekstrelerinin inhibisyon zon gaplari

Mikroorganizma ve Zon Caplari (mm)

Gram Maya

Ornek Mildy Gram () Gram (+) almayan Mantar1
(ug/mL) Ec Yp Pa Ef Sa Sm Sw Bc Ms Ca Sc
Su ekstresi 1000 - - - - - = 6 - - - -
Metanol ekstresi 5000 - - - - 10 8 13 15 22 - -
Amp. 10 10 10 18 35 10 NT NT 15
Strep. 10 35
Flu. 5 25 25

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Ef: Enterococcus
faecalis, Sa: Staphylococcus aureus, Sm: Streptococcus mutans, Sw: Scardovia wiggsiae, Bc: Bacillus cereus
702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Amp.:
Ampisilin, Strep.: Streptomisin, Flu.: Flukonazol

4.4.2. Minimal Inhibisyon Yontemi Sonuglar

H. nitidum ekstrelerinin minimal inhibisyon yontemi sonuglari, kuyucuklarda
bulunan mikroorganizmann iiremesinin tamamen engellendigi, gozle goriilebilen en diisiik
antimikrobik madde konsantrasyon cinsinden (MIK) ve kuyucuklarda {iremenin olmadigi
madde konsantrasyonu cinsinden (MBK) olarak ifade edilmistir. Calismanin standart
kontrol ilact olarak Streptomisin ve Ampisilin bakteriler i¢in kullanilirken Flukonazol
mayalar i¢in kullanilmistir. Sonuglar standartlar ile karsilasmali olarak Tablo 20’de

verilmistir.
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Tablo 20. H. nitidum ekstrelerinin MiK ve MBK degerleri

MiK ve MBK Degerleri (ug/mL)

Maya
Gram (-) Gram (+) Man¥arl
Ornek Miktar Test Ec Yp Pa Ef Sa Sm Sw Bc Ms Ca Sc
(ng /mL)
Su 1000 MIK - - - - - - 125 - - - -
ekstresi MBK - - - - - - - - - - -
Metanol 5000 MIK - - - - 62.5 625 3.91 3125 15.625 - -
ekstresi MBK - - - - 240 240 62 240 62 - -
Amp. 10 MIK 10 18 128 10 35 NT NT 15
MBK
Strep. 10 MIK 4
MBK
Flu. 5 MIK 8 8
MBK

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Ef: Enterococcus
faecalis, Sa: Staphylococcus aureus, Sm: Streptococcus mutans, Sw: Scardovia wiggsiae, Bc: Bacillus cereus
702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Amp.:
Ampisilin, Strep.: Streptomisin, Flu.: Flukonazol

4.5. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Bulgular:

H. nitidum 'un metanol ekstresinin igerdigi fenolik bilesiklerin analizi YPSK-DAD
yontemi ile 5 farkli fenolik bilesigin alikonma zamanlar {izerinden taranmis olup igerdigi
fenolik bilesiklerin miktarlart mg/g olarak Tablo 21’de ve ilgili kromatogram Sekil 45°te

verilmistir.

Tablo 21. H. nitidum metanol ekstresinin igerdigi fenolik bilesiklerin miktarlari

p-Hidroksi Benzoik Kafeik Siringik p-Kumarik 2-Hidroksisinnamik
Asit Asit Asit Asit Asit

H. nitidum 2.4+0.01 12.1+0.12 - - 0.6+0.002

Bitki Ad1
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Sekil 45. H. nitidum’un YPSK kromatogrami

4.6. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Bulgular:

H. nitidum bitkisinden elde edilen ugucu yagin GC-MS analiz sonuglar1 Tablo 22

ve 23’°te, ugucu bilesenlerinin formilleri Sekil 46’da verilmistir.
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Tablo 22. H. nitidum bitkisinin ugucu bilesenleri

BILESIK SINIFI ~ BILESIK RT RI RI*  (%)*

1 Aldehit Heptanal 16.197 906 899 6.50
2 Monoterpen Terpinolen 20.647 1085 1089 1.12
3 Aldehit n-Oktanal 21.231 1008 1002  14.95
4 Monoterpenoid Terpinen-4-ol 25217 1171 1177 0.94
5 Monoterpenoid a-Terpineol 25.847 1192 1189 9.12
6 Aldehit Dekanal 26.336 1204 1202 5.34
7 Monoterpenoid Nerol 27.534 1230 1230 1.86
8 Monoterpenoid Gereniol 28.757 1255 1253 7.78
9 Aldehit 2E-Decenal 29.131 1263 1260 1.18
10 Alkol Dec-2-en-1-ol 29912 1277 1271 0.69
11 Aldehit n-Undekenal 31.314 1308 1307 0.64
12 Monoterpen Damascenon 35284 1392 1388 0.59
13 Seskiterpen S-Bourbonen 35578 1395 1388 0.61
14 Aldehit n-Dodekanal 36.081 1410 1409 0.84
15  Seskiterpen Y-Elemen 37.229 1436 1437 1.43
16  Monoterpen Geranil aseton 38.117 1455 1455 2.09
17 Alkol Dodekanol (lauril alkol) 38.953 1474 1471 0.45
18  Seskiterpenoid (E)- p- lonen 39.883 1490 1487 0.64
19 Seskiterpen B-Selinen 40.227 1497 1490 0.25
20  Aldehit Tridekanal 40.616 1512 1510 0.86
21  Seskiterpenoid Zonaren 41.531 1536 1530 1.95
22 Seskiterpenoid E- Nerolidal 43.000 1568 1563 0.94
23 Seskiterpenoid Karyophyllen oksid 43.127 1576 1582 0.96
24 Seskiterpenoid Humulene Epoksid-II 44.499 1604 1608 9.81
25  Aldehit Tetradekanal 44905 1614 1613 1.17
26  Seskiterpenoid a-Cadinol 46.710 1659 1663 1.61
27  Seskiterpenoid Intermedeol 47227 1672 1667 1.44
28  Hidrokarbon n-Heptadecane 48.335 1700 1700 0.37
29  Seskiterpen Fiton (Hekzahidrofarnesil aseton) 53.915 1842 1838 11.09
30  Alkol Hekzadekanol 54948 1881 1876  2.63
31  Terpenoid Isofitol 57.561 1950 1949 0.57
32 Hidrokarbon Eikosan 59.820 2008 2000 8.96
33 Diterpenoid (E,E)-Geranil Linalool 60.538 2031 2026 0.53
Toplam 99.91

(%) Bilesigin alani, RI*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani.
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Tablo 23. H. nitidum bitkisinin ugucu bilesenlerindeki bilesik siniflar1 ve miktarlar

%? Adet
Aldehit 31.48 8
Hidrokarbon 9.33 2
Monoterpen 3.8 3
Monoterpenoid 19.7 4
Seskiterpen 2.29 3
Seskiterpenoid 17.35 7
Terpenoid 0.57 1
Diterpenoid 0.53 1
Diger 11.09 1
Toplam 99.91 33
(%)a: Bilesigin alan1
(0}
O
CHa/\/\/\)j\ H
n-Oktanal Fiton (Hekzahidrofarnesil aseton)
e,
OH
a-Terpineol Humulen Epoksid-11
CH;
& OH
P T W e W W
CH3 CHa
Eikosan Gereniol
H
Heptanal Dekanal

Sekil 46. H. nitidum bitkisinin ana ugucu bilesenlerinin formiilleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Sekonder metabolit ve yag asitleri bakimindan zengin bir igerige sahip olan
Hedysarum cinsi Fabaceae familyasinda yer almaktadir (37). Cins genel olarak Orta
Asya’da dagilim gostermekle birlikte genetik cesitlilik ve endemik bakimdan Iran ve
Tiirkiye merkezi konumdadir (68). Hedysarum cinsi iilkemizde 21 takson ile temsil
edilmekte ve bunlarin 11’inin endemik oldugu bilinmektedir (12). Tez ¢alismasinda yer
alan ve halk arasinda “kose batalak” olarak da bilinen Hedysarum nitidum endemik bir
bitkidir. H. nitidum igin yapilan literatiir ¢alismalarinda bitkiye ait herhangi bir biyolojik

aktivite, sitotoksisite veya fitokimyasal ¢alismalarina rastlanmamustir.

H. nitidum bitkisinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanol ve su ekstreleri
lizerinde biyolojik aktivitelerinin analizi antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu,
antimikrobiyal ve sitotoksisite testleri ile gerceklestirilmistir. Ayrica bitkide yer alan
fenolik madde igeriginin ve ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla YPSK ve GC-

MS ile ¢alisilmustir.

Antioksidan kapasite tayin calisma sonucu elde edilen verilerin bilimsel ¢alisma
kapsaminda yapilacak olan diger calismalara yol gosterdigi diisiiniilmektedir (213). Bu

sebeple calismanin ilk kisminda antioksidan kapasite tayini ¢alismalarina 6ncelik verilmistir.

Calisma kapsaminda H. nitidum bitkisinin su ve metanol ekstrelerinden hareketle
antioksidan kapasite tayini; Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini, Toplam Fenolik
Madde Miktar Tayini, Ferrik Indirgeyici FRAP Olgiimii, CUPRAC Tayini ve DPPH

Radikali Giderme Aktivitesi Tayini yontemleri ile tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda Burlando ve ark. H. coronarium'un toprak {istii
kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinde fenolik ve flavonoid madde igerigini 62+1
mg GAE/g ve 13£8 g QE/g numune olarak bulmustur (214). Altay ve ark. yaptiklari
calismada H. candidissimum’un hekzan, etil asetat, metanol ve su ekstrelerinde toplam
fenolik madde miktarim 5.42+0.715, 36.11+1.15, 80.88+1.82 ve 46.85+0.95 mg GAE/g
numune bulurken flavanoid madde miktarmi 0.48+0.025, 13.8+1.42, 11.88+2.35 ve
35.4240.84 mg QE/g numune olarak bulmustur (215). Bir baska ¢alismada Uyar ve ark. H.
aucheri’den elde edilen hekzan, metanol, biitanol, su ve diklorometan ekstreleri lizerinde
gerceklestirilen toplam fenolik ve flavonoid miktar tayininde flavonoid madde igerigi
sirastyla 20.840.6, 42.6+1.4, 66.3+1.3, 9.4+1.1 ve 22.7£2.5 mg QU/g DW bulunurken
fenolik madde igerigi 51.7+1.6, 56.9+1.3, 56.9+1.3, 15.7+£0.4 ve 25.4+0.8 mg GAE/g DW
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olarak bulunmustur (216). Bektas ve ark.’nin yaptigi ¢alismada H. cappadocicum’un su
ektresinde toplam fenolik madde miktart 50.96+1.01 mg GAE/g numune olarak
bulunmustur (217). Calismamizda H. nitidum’a ait su ve metanol ekstrelerinde fenolik
madde miktarlar1 gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir. Calisma sonucu toplam fenolik
madde miktarlar1 su ekstresinde 299.58+2.86 mg gallik asit esdegeri/g numune olarak
tespit edilirken metanol ekstresinde de 481.5+3.74 mg gallik asit esdegeri/g numune olarak
bulunmustur. Bitki ekstrelerine ait toplam flavonoid miktar tayini kuersetin standart
caligma grafigi ile belirlenmis olup su ve metanol ekstrelerinde sirasiyla 2.11+0.12,
26.62+0.68 mg kuersetin esdegeri/g olarak bulunmustur. Ekstrelerin igerdigi miktarlar
acisindan degerlendirdigimizde en yiiksek fenolik ve flavonoid bilesigin metanol

ekstresinde oldugu goriilmiistiir.

Bitkilerde antioksidan kapasite tayininin belirlenmesinde kullanilan bir¢ok yontem
mevcuttur. Bu yontemler birbirleri ile kiyaslandiginda her birinin kendi i¢inde avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir (7). Calisma kapsaminda bitkiye ait su ve metanol
ekstrelerinde antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla DPPH, CUPRAC ve FRAP
yontemleri birlikte calisilmistir. Calismamizda en yiiksek fenolik ve flavonoid madde

miktarlarinin metanol ekstresinde oldugu goriilmiistiir.

Literatiir taramalarinda Loizzo ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada H. coronarium
etanol ekstresinde DPPH radikali siipliriicii aktivitesinin 1Csp degeri 1.6+0.8 pg/mL ve
FRAP degeri 19.1£1.9 uM Fe(Il)/g olarak bulunmustur (218). Uyar ve ark. H. aucheri
lizerinde yaptig1 aragtirmada farkli ekstraktlarin antioksidan kapasitlerini CUPRAC tayini
ile kendi aralarinda degerlendirmis biitanol ekstresinin 400 pg/mL konsantrasyonda 0.823
+0.08 ile en yiiksek absorbansi gostererek diklorometan, hekzan, metanol ve su
ekstrelerinden daha yiiksek bir Cu*? iyonlarini indirgeme giiciiniin oldugunu raporlamistir
(216). Zengin ve ark. H. varium’un radikal siipiiriicii aktivitesini DPPH yontemi ile
degerlendirerek etil asetat, metanol, su ekstrelerinde ICsy degerlerini 6270, 300 ve 350
ug/mL, FRAP degerlerini 1980, 440, 430 ng/mL ve CUPRAC degerlerini de 3.01 £ 0.279,
0.69 + 0.031, 0.80 + 0.008 mg/ml olarak bulmustur (10). Altay ve ark.’nin yaptiklari
arastirmada H. candidissimum’un DPPH radikali giderme aktivitesi 1Cso degerleri etil
asetat, metanol ve su ekstrelerinde 82.23+1.75, 17.61+0.75, 72.71£1.44 ng/mL olarak
saptanmustir (215). Bektas ve ark. H. cappadocicum’un su ektresinde DPPH ICso ve FRAP
degerlerini 108.32 pg/mL ve 429.21 uM FeS0O4.7H,0/g numune olarak bulmustur (217).
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Calisma kapsaminda DPPH radikalini giderme aktivitesi tayininde standart olarak
BHT kullanilmigtir. Bu tayin yontemine gore okunan absorbans degerinin yiiksekligi ile
serbest radikal siiplirme aktivitesi arasinda ters iliski bulunmaktadir (219). Calisma
sonucunda ICsy degerleri su ekstresinde 176.8026+2.41 mg/mL, metanol ekstresinde
18.0532+1.4 mg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen ICsy degerlerine gore degerlendirme
yapildiginda metanol ekstresinin su ekstresine gore yiiksek ve standarta yakin bir radikal
stiptiricii aktivite sergiledigi goriilmustiir. Calismamizda ekstrelerin FRAP ve CUPRAC
degerleri troloks esdegeri olarak ifade edilmistir. H. nitidum bitkisinin su ekstresinin FRAP
ve CUPRAC degerleri 455+3.14 ve 551.536+2.84 uM trolox esdegeri/g olarak bulunurken
metanol ekstresinin FRAP ve CUPRAC degerleri 1221+5.72 ve 1331.826+2.46 uM trolox

esdegeri/g olarak bulunmustur.

Fenolik madde miktar tayini yonteminde fenolik olmayan bilesiklerin de
indirgenmesi sebebiyle yontemin miktar tayininden daha ¢ok indirgeyici kapasitenin
Olgiilmesi amaciyla kullanimi bulunmaktadir (113). Fakat bir bilesigin antioksidan
kapasitesi hakkinda yorumda bulunulmasina yontem tek basina yeterli gelmemektedir. Bu
nedenle fenolik madde igerigi bulgularinin DPPH, FRAP gibi diger antioksidan kapasite
yontemleri sonuglarinin  birlikte tartigilarak  yorumda bulunulmasi gerekmektedir.
Calismamizda fenolik madde igerigi bulgular1 DPPH, CUPRAC VE FRAP antioksidan
kapasite yontemleri sonuglart ile birlikte tartigilarak degerlendirilmistir. Ekstrelerde
bulunan fenolik ve flavonoid miktarlar1 ile elde edilen antioksidan aktivite sonuglari
arasinda dogrudan bir iliski oldugu gozlenmistir. Fenolik madde igerigi yiiksek bulunan

metanol ekstresinin yliksek bir radikal siipiiriicti aktiviteye sahip oldugu saptanmustir.

Literatiirde Hedysarum cinsine iliskin enzim inhibitor aktivitesi ile ilgili smirl
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda baz1 Hedysarum tiirlerinin a-glukozidaz ve
asetilkolinesteraz enzimleri iizerinde iyi derecede inhibitdr aktivite etki sergiledigi ve
Alzheimer, diyabet gibi kronik hastaliklar i¢in umut verici bir terapdtik potansiyel

olabilecegi bildirilmistir (10, 215).

Bitkisel kaynakli gidalarda meydana gelen esmerlesme fenol bilesiklerin
tirozinazlar tarafindan enzimatik oksidasyonu sonucu olusmaktadir. Meydana gelen bu
enzimatik reaksiyonun gida sektoriinde kalite kaybina neden olmasi arastirmacilar
tirozinaz inhibitorlerinin arayisina siiriiklemistir. Bununla birlikte tirozinaz inhibitdrlerinin

hiperpigmentasyon tedavisinde kullaniminda fayda saglamasi ve cilt beyazlatici etkisinin
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gozlenmesi bu bilesikleri ilag ve kozmetik sektoriinde onem arz eden ajanlar haline
getirmistir. Fakat bu faydalarinin yaninda yiiksek toksisite, diislik stabilite gdstermeleri
piyasada simirli sayida ticari inhibitor ajanlarinin olmasina sebebiyet vermistir. Gida ve ilag
sektoriinde kullaniminin 6nem arz etmesi yeni tirozinaz inhibitdrlerinin arastirilmasi
konusunda ¢alismalar1 da beraberinde ihtiya¢ haline getirmistir (220). Yapilan literatiir
taramalarinda Hedysarum tiirlerinde tirozinaz inhisyonuna yonelik ¢aligmalarda Zengin ve
ark. tarafindan H. varium’un etanol, metanol ve su ekstrelerinde 1Csy degerlerinin
2.63+0.035, 2.50+0.014 ve 3.46+0.012 mg/mL olarak bulundugu bildirilmistir (10).
Calisma kapsaminda a-kojik asit standart1 kullanilarak bitki ekstrelerinin tirozinaz inhibitor
etkinligi degerlendirilmistir. Kojik asit standardinin, su ve metanol ekstresinin 1Csg
degerleri sirasiyla 61.362+2.16, 65.266+1.45 ve 43.118+2.24 pg/mL olarak bulunmustur.
Bu sonugclara bakildiginda her iki ekstrenin de tirozinaz enzimi {izerinde gii¢lii bir inhibitor
etkinlige sahip oldugu bulunurken, metanol ekstresinde gozlenen inhibitdr aktivitenin kojik
asit standardindan da yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda H. nitidum’un
hiperpigmentasyon tedavisinde terapotik bir ajan olarak kullanilabilirliginin

arastirilmasinin yararh olacagi diistiniilmektedir.

Alzheimer hastaliginda meydana gelen kolinerjik nérotransmisyondaki eksiklik, bu
hastaligin semptomlari i¢in birinci basamak tedavi yaklasimi olarak kullanilan kolinesteraz
inhibitorlerinin gelistirilmesine yol actig1 bilinmektedir. Bu inhibitér ajanlarinin Alzheimer
hastalariin bilis, islev ve davranislarinda iyilesmelere ve stabilizasyon saglama gibi klinik
fayda ve etkileri mevcuttur (148). Yapilan literatiir taramalarinda H. candidissimum’un
etanol, metanol ve su ekstrelerinin asetilkolinesteraz tizerindeki I1Csq degerleri Altay ve ark.
tarafindan sirasiyla 44.23, 93.26, 103.08 ve 133.74 pg/mL olarak bulunmustur (215).
Yapilan bir bagka ¢alismada da Zengin ve ark. H. varium’un etanol, metanol ve su
ekstrelerinde asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi igin 1Cso degerlerini 1.4440.001,
1.50+0.044, 9.22+0.527 mg/mL olarak bulmustur (10). Calismamizda bitki ekstrelerimizin
asetil ve biitirilkolinesteraz enzimi inhibisyon yeteneklerini degerlendirmek icin standart
olarak galantamin kullanilmis ve sonuglar karsilasgtirmali olarak  verilmistir.
Asetilkolinesteraz inhibisyon aktive ¢aligmasinda galantamin standardi, su ve metanol
ekstrelerinin 1Csp degerleri sirasiyla 41.786+0.93, 47.622+1.45 ve 67.087+1.14 ug/mL
bulunmustur. Biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi calismasinda ise 1Csy degerleri
sirasiyla 43. 246+0.26, 106.104+1.48 ve 281.323+2.24 pg/mL olarak bulunmustur. Her iki

kolinesteraz enziminin inhibisyon sonuglarina bakilarak degerlendirme yapildiginda su
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ekstresinde gozlenen inhibitor etkinin metanol ekstresine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyonunda su ekstresinde standarta yakin
seviyede inhibitor aktivitenin sergilendiginin gézlenmesi bitkinin yeni bir AChE inhibitorii

kaynag1 olarak yeni arastirma konularina 1s1k tutmasi1 bakimindan yararl olacaktir.

Diyabet, hastalarin sagligini, yasam kalitesini ve yasam beklentisini ve ayrica saglik
bakim sistemini onemli 6l¢iide etkileyen kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir
hastaliktir. Inhibisyon yoluyla postprandiyal hipergliseminin diisiiriilmesi i¢in Tip 2 diyabet
ile baglantil1 anahtar enzimlerin kullanimi, hastaligin seyrini kontrol etmek i¢in kullanilan
kritik bir terapétik stratejidir (163). Yapilan literatiir taramalarinda Hedysarum tiirlerine
yonelik a-glukozidaz enzimi inhibitor aktivitesi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma raporlanmustir.
Altay ve ark. H. candidissimum’un etanol, metanol ve su ekstrelerinin a-glukozidaz enzimi
tizerindeki inhibitdr aktivitesine yonelik yaptiklari arastirmada 1Csg degerleri sirasiyla 57.02,
28.57 ve 37.25 ug/mL olarak bulunmustur (215). Zengin ve ark. tarafindan yapilan bir baska
calismada da H. varium’un etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin a-glukozidaz enzimi
tizerindeki 1Csy degerleri sirasiyla 3.77, 2.88 ve 5.18 mg/mL olarak saptanmustir (10).
Calismamizda, bitki ekstrelerimizin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe etme
yetenekleri akarboz standarti ile karsilastirmali olarak incelenmistir. a-Amilaz inhibisyon
aktivitesi deneyinde akarboz, su ve metanol ekstrelerinin 1Csy degerleri sirasiyla
22.640+1.13, 78.288+2.05, 55.490+1.07 pg/mL bulunurken, a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesinde 20.794+0.82, 82.321+1.14, 39.537+0.27 pg/mL bulunmustur. Elde edilen ICs
degerlerine bakildiginda metanol ekstrelerinde su ektstrelerine gore daha yiiksek enzim
inhibisyonu aktivitesi sergilendigi saptanmis olup akarboz benzeri a-glukozidaz inhibitdr
aktivite sergileyen bilesiklerin 6zellikle metanol ekstreleri agisindan zengin oldugu sonucunu
dogrulamaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda H. nitidum’un a-glukozidaz enzimi iizerinde standarta
yakin bir seviyede sergiledigi inhibitdr aktivitesi, postprandiyal hiperglisemi i¢in etkili bir

tedavi ajan1 olarak degerlendirmesinde yararl olacaktir.

Elde edilen ICsy degerlerine bakildiginda metanol ekstrelerinde su ekstrelerine gore
daha yliksek enzim inhibisyonu aktivitesi sergilendigi saptanmis olup akarboz benzeri a-
glukozidaz inhibitor aktivite sergileyen bilesiklerin 6zellikle metanol ekstreleri agisindan
zengin oldugu sonucunu dogrulamaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda H. nitidum’un a-glukozidaz
enzimi tlizerinde standarta yakin bir seviyede sergiledigi inhibitor aktivitesi, postprandiyal

hiperglisemi i¢in etkili bir tedavi ajan1 olarak degerlendirmesinde yararli olacaktir.

81



Tiire yonelik yapilan literatiir taramalarinda H. polybotrys’in kdklerinden elde
edilen HPS-1’in insan hepatoseliiler karsinoma HEP-G2 hiicrelerinin ve insan mide kanseri
MGC-803 hiicrelerinin in vitro proliferasyonunu 6nemli Olgiide inhibe edici etkisinin
oldugu ¢alisma bulgularina rastlanmistir (51). Uyar ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada H.
aucheri’nin diklorometan ekstresinin (0-50 pg/mL) U87MG, A549, HeLa, CaCo-2, MCF-
7 ve U87MG hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkisi incelenmistir. Diklorometan ekstresi
i¢in iizerinde calisilan hiicre hatlarinda CaCo-2, MCF-7 ve U87MG igin daha diisiik
oranlarda hiicre canlilig1 bulunurken US87MG, A549 ve Hela icin hiicre canlilig1 yiiksek
konsantrasyonlarinda anlamli bir azalis gostermistir (216). Calismamizda H. nitidum
metanol ekstresinin 10, 30, 100 ve 300 ug/mL konsantrasyonlarinda; su ekstresinin 30, 100
ve 300 pg/mL konsantrasyonlarinda anlamli azalma bulunmustur (p<0.001). Buna karsin
en ylksek ekstre konsantrasyonu olan 300 pg/mL’de dahi hiicre canlilik oran1 %50’nin
tizerinde bulunmustur (H. nitidum su ekstresi igin %68+6.1; metanol ekstresi igin

%7820.9).

Gilinlimiizde  mikrobiyal kaynakli bulasict  hastaliklarin  prevalanst  ve
komplikasyonlari, hastalikla miicadelede kullanilan antimikrobiyallere karsi gelistirilen
diren¢ nedeniyle giin gegtikge artis gostermektedir. Diinya capinda bir sorun haline gelen
antibiyotik direnci arastirmacilart yeni antimikrobiyallerin kesfine yonelik caligmalara
tesvik etmektedir. Bununla birlikte, yeni tanitilan antimikrobiyal ajanlara karsi direncin
hizl1 ve yaygin bir sekilde ortaya ¢ikmasina iliskin ge¢mis kayitlar, yeni antimikrobiyal
ajan ailelerinin bile kisa bir yagam beklentisine sahip olacagini gostermektedir. Bu nedenle
¢ogu arastirmaci ilgisini sentetik bilesiklerle karsilastirdiklarinda daha giivenli oldugunu
diistindiikleri bitkilere yonlendirmistir. Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinden sekonder
metabolitlerin sorumlu oldugu goriilmekte olup antimikrobiyal 6zelliklere sahip baslica
fitokimyasal gruplar1 fenolikler ve polifenoller (flavonoidler, kinonlar, tanenler,
kumarinler), terpenoidler, alkaloidler, lektinler ve polipeptitlerdir (221). Yapilan literatiir
taramalarinda Gonchig ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ayni1 bolgede yetisen H. inundatum ve
H. alpinum’un Gram (-) bakteriler tizerinde etkisinin oldugu bunun yani sira H. alpinum’un
Gram pozitif bakterilere de etki gosterdigi bulunmustur (222). Tiire yonelik yapilan bir
diger antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda da Serebryanaya ve ark., H. caucasicum’un
Gram (+) ve (-) bakterilere kars1 aktivite etkili oldugunu bildirmistir (223). Uyar ve ark.
tarafindan H. aucheri’den elde edilen su, metanol, biitanol ve hekzan ekstrerinden

hareketle Salmonella thyphimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
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Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ve Candida
albicans mikroorganizmalari iizerinde antimikrobiyal aktivite tayini calisilmistir. Elde
edilen sonuglara gore en iyi aktivitenin hekzan ekstresinde oldugu ve metanol ekstresinde
su ekstresinden daha iyi bir aktivite gozlendigi raporlanmistir (216). Calisma kapsaminda
bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon yontemi ve minimal
inhibisyon yontemi ile belirlenmeye calisilmistir. Standart ilag etken maddesi olarak
Ampisilin, Streptomisin ve Flukonazol kullanilmistir. Gram (-) bakterilerinden Escherichia
coli, Yersinia pseudotuberculosis ve Pseudomonas aeruginosa 'nin, Gram (+) bakterilerden
Enterococcus faecalis’in H. nitidum ekstrelerine karsit duyarli olmadigi tespit edilmistir.
Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae maya mantarlart ile antifungal etkinlik
acisindan degerlendirme yapildiginda herhangi bir aktivitenin goriilmedigi gézlenmistir. H.
nitidum’un su ekstresinde antimikrobiyal etkinlik goriilmedigi metanol ekstresinin Gram

(+) bakterilere kars1 spesifik etkinlik gosterdigi saptanmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda tiire yonelik gerceklestirilen YPSK analizi
caligmalarinin oldukga sinirh oldugu gézlenmistir. Liu ve ark.’nin H. polybotrys (seksiyon
Obscura), H. gmelinii (seksiyon Multicaulia), H. ferganense (seksiyon Subacaulia) ve H.
multijugum (seksiyon Fruticosa) olmak tizere 4 farkli seksiyonu temsilen segtikleri bitkiler
tizerinde gerceklestirdigi YPSK analizi ¢alismasinda ononin, formononetin-7-O-B-D-
glukozid-6"-O-malonat, formononetin ve medikarpin gibi izoflavonoid bilesiklerin
varligina rastlandigi bildirilmistir (224). Ayrica buna ek olarak H. gmelinii ve H.
ferganense’de paratokarpin A, paratokarpin C, kanzonol C ve 4-hidroksi-lonkokarpin gibi
kalkon  bilesiklerinin;  hedysarimbenzofuran B, hedysarimpterokarpen A,
hedysarimisoflavon A hedysarimbenzofuran A, hedysarimkoumestan D,
hedysarimpterokarpen B, hedysarimkoumestan H, 5,7-dihidroksi-8-C-prenil-4’-metoksi
isoflavon gibi ¢esitli fenolik bilesik gruplarinin bulundugu rapor edilmistir. Salah ve ark.
yaptigi arastirmada H. carnosum’un YPSK analizinde ononin, soyasaponin ve
nikotiflorinin bulundugu bildirilmistir (225). Bir yem bitkisi olan H. neglectum igin
Dyshlyuk ve ark. yaptigt caligmada fenolik bilesiklerden kuersetinrhamnopiranosid,
kuersetin, gallik asit ve mangiferin varligina rastlandigi bildirilmistir (226). Yapilan bir
baska calismada Bektas ve ark. tarafindan H. cappadocicum’da fenolik bilesiklerden gallik
asit, protokatesik asit, 4-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, 4-

kumarik asit ve kuersetinin bulundugu belirtilmistir (217). Calisma kapsaminda H.
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nitiduma’a ait metanol eksStresi {lizerinde yapilan YPSK analiz ¢alismasinda fenolik

bilesiklerden 4-hidroksibenzoik asit, kafeik asit ve 2- hidroksisinnamik asit bulunmustur.

Tiire yonelik yapilan literatiir taramalarinda H. Aucheri’nin hekzan ekstresinin
kimyasal bilesimi GC-MS ile belirlenmis olup toplam yagin %84.20'sini temsil eden 39
bilesenin yapisinin aydinlatildigi rapor edilmistir. Ana bilesen olarak alfa-linolenik asit
(ALA-0-3) (%32.37), palmitik asit (%24.69), linoleik asit (LA-®-6) (%9.16), stearik asit
(%7.11), arakidik asit (%3.14) ve fitol (%12.01) bulunmustur (216). Salah ve ark. yaptigi
calismada H. carnosum c¢igeklerine yonelik yapilan GC-MS ¢alismasinda baskin bilesikler
olarak palmitik asit (%20.24), linoleik asit (%14.77) ve linolenik asit (%42.36) tespit
edilmistir (225). Yapilan diger bir ¢alismada H. pycnostachyum bitkisinden elde edilen
Hekzan ekstresinin metil esterlerine ait GC-MS analiz ¢alismasinda 28 tane bilesen tespit
edildigi bildirilmistir. Bu bilesenlerden yapist aydinlatan alfa-linolenik asit, linoleik asit,
palmitik asit, fitol ve stearik asit bilesiklerinin toplam bilesen miktarinin %65’ini teskil
ettigi raporlanmistir (227). Caligma kapsaminda hidrodistilasyon yontemiyle H.
nitidum’dan elde edilen ugucu yagin bilesenlerinin tayin ¢alismasi hekzan ektresinin GC-
MS analizi ile yapilmistir. Calisma sonucu 33 adet ucucu bilesenin yapisi aydimnlatilmisg
olup aldehit (8 adet) sinifi bilesiklerin %31.48 oranla ana bilesik oldugu tespit edilmistir.
H. nitidum bitkisinden aydinlatilan ugucu bilesenler aldehit, monoterpen, monoterpenoid,
seskiterpen, seskiterpenoid, terpenoid, diterpenoid, alkol grubu bilesikleri olarak
gruplandirilmistir.  Aldehit grubu bilesiklerde n-Octanal (%14.95), seskiterpen sinifi
bilesiklerde phyton (hekzahidrofarnesil aseton) (%11.09), seskiterpenoid sinifi bilesiklerde
humulen epoksit-I1 (%9.81), monoterpenoid siifi bilesikler i¢inde a- terpineol (%9.12) ve
hidrokarbon tiirii bilesikler i¢inde eikosan (%8.96) ana bilesiklerdir.

Tez kapsaminda H. nitidum {izerinde antioksidan, antimikrobiyal, enzim
inhibisyonu, sitotoksisite, YPSK ve GC-MS c¢alismalar1 gerceklestirilmis olup elde edilen
bulgular literatiire yeni bir kazanim niteligindedir. Bitki ekstreleri lizerinde gergeklestirilen
tiim ¢alismalardan elde edilen verilere gore H. nitidum’un iyi bir antioksidan kapasiteye ve
giiclii enzim inhibisyonu etkinligine sahip oldugu goriilmiistiir. Bitkinin tirozinaz, o-
glukozidaz ve asetilkolinesteraz enzimleri tizerinde giiglii inhibitor etkinlige sahip olmasi
hiperpigmentasyon, Alzheimer ve diyabet gibi rahatsizliklarin tedavisinde yeni bir
terapotik ajan kaynagi olarak diigiiniilmesi ve yeni arastirma konularina isik tutmasi

bakimindan 6nem arz etmektedir.
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